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1 Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit der Untersuchung des Beitrags der zur Verfliigung
stehenden Wege und deren Regulation bei der Reparatur der strahleninduzierten DNA-
Doppelstrangbriiche (DSBs) im DT40-Zellsystem. Im ersten Teil dieser Arbeit wurden die
Wechselwirkungen der beiden klassischen DNA-Doppelstrangbruch-Reparaturwege, c-NHEJ
(canonical non-homologous end-joining) und HR (homologous recombination) durch den
Zellzyklus untersucht. Anhand von WT und Reparaturmutanten, die einen Defekt im c-NHEJ
(Ku70'/') bzw. in der HR (Rad54'/') oder in beiden Reparaturwegen (Ku70'/'/Rad54'/') aufwei-
sen, wurden das klonogene Uberleben und die Reparatur genauer analysiert. Mithilfe der
Uberlebensexperimente mit exponentiell wachsenden Zellen konnte gezeigt werden, dass
die Zellen der Doppelmutante (Ku70'/'/Rad54'/') die strahlenempfindlichste Zelllinie darstel-
len, was die Wichtigkeit der beiden Reparaturwege fiir das Uberleben nach ionisierender
Strahlung unterstreicht. Die Zellen der HR-Mutante (Rad54'/') zeigten eine moderate Strah-
lenempfindlichkeit. Interessanterweise wies die Uberlebenskurve der c-NHEJ-Mutante
(Ku70'/') ein biphasisches Verhalten auf, welches sich bei niedrigen Dosen (bis 2 Gy) in einer
Strahlensensitivitat, bei hoheren Strahlendosen (4-10 Gy) jedoch in einer Strahlenresistenz
gegenlber dem WT dullerte. Die in dieser Arbeit etablierte Messung der Zellzyklusphasen-
abhangigen Reparatur in DT40-Zellen unterstitzte nur partiell das aus dem Saugetierzellsys-
tem bekannte Reparaturmodell und das biphasische Verhalten der Ku70”-Mutante im Uber-
lebensexperiment. Analysen der yH2AX-Foci zeigten, dass auch im DT40-Zellsystem das c-
NHEJ der dominante Weg fiir die in der G1-Phase bestrahlten Zellen ist. Die Reparaturstudi-
en der in der G2-Phase bestrahlten Zellen verdeutlichen, dass trotz der hohen HR-Frequenz
in den DT40-Zellen, das c-NHEJ den gréReren Anteil an DSBs als der Vorgang der HR besei-
tigt. Um einen genaueren Einblick in den Beitrag der jeweiligen Reparaturwege nach Be-
strahlung in der S-Phase zu gewinnen, wurden S-Phase Zellen anhand spezifischer EdU-
Muster in drei Untergruppen (friihe, mittlere und spate S) unterteilt. Es konnte gezeigt wer-
den, dass die in der frilhen S-Phase bestrahlten Zellen das c-NHEJ bevorzugt nutzen, wah-
rend fir die in der mittleren und spaten S-Phase bestrahlte Zellen die HR der dominierende
Schritt in der Reparatur ist. Aufgrund der verbesserten Reparatur der in der mittleren S-
Phase bestrahlten Zellen der c-NHEJ-Mutante im Vergleich zum WT, wurde angenommen,
dass das c-NHEJ fir diese Zellzyklusphase keine Rolle spielt. Aufgrund der Restreparatur in

der Doppelmutante konnte der Einfluss eines zusatzlichen Reparaturweges wie eines A-EJ
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(alternative end-joinig)-Mechanismus in den DT40-Zellen nicht ausgeschlossen werden. Die
Reparaturstudien lieen vermuten, dass die in der mittleren S-Phase bestrahlten Zellen der
c-NHEJ-Mutante aufgrund ihres gegeniiber dem WT vorhandenen Reparaturvorteils zur ver-
besserten Uberlebensfihigkeit beitragen. Fiir die Uberpriifung dieser Annahme wurden die
Zellzyklusphasen-spezifische Uberlebensfihigkeit und die Reparaturmessungen in synchroni-
sierten Zellen betrachtet. Aus diesem Experiment wurde ersichtlich, dass die in der spaten
S/G2-Phase bestrahlten Zellen der c-NHEJ-Mutante trotz eines Reparaturdefektes eine
besserere Uberlebensfihigkeit als der WT aufweisen. Die in der mittleren S-Phase bestrahl-
ten Zellen der c-NHEJ-Mutante zeigen dagegen trotz des Reparaturvorteils eine im Vergleich
zum WT deutlich niedrigere Uberlebensrate. Diese sich widersprechenden Ergebnisse wei-
sen daraufhin, dass die Qualitit der Reparatur ein entscheidender Faktor fiir die Uberlebens-
fahigkeit der Zelle ist.

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurde die Funktion des Proteins Artemis wahrend der DSB-
Reparatur genauer untersucht. Aus Studien mit Sdugetierzellen ist bekannt, dass Artemis-
defiziente Zellen empfindlich auf Strahlung reagieren und dass Artemis zusammen mit ATM
an der langsamen Reparaturkomponente von strahleninduzierten DSBs sowohl in der G1- als
auch in der G2-Phase beteiligt ist. In der G1-Phase beteiligt sich Artemis am c-NHEJ. In der
G2-Phase ist es wahrend der HR fiir die Reparatur heterochromatischer DSBs verantwortlich.
In den Uberlebensexperimenten mit DT40-Zellen wurde in der vorliegenden Arbeit gezeigt,
dass Artemis-defiziente Zelllinien strahlenempfindlich sind. Mithilfe der yH2AX-Foci-Analyse
wurde festgestellt, dass Artemis wahrend der Reparatur nach Bestrahlung in der G1, G2,
sowie in der frihen und der spaten S-Phase wichtig ist. Dagegen lauft die Reparatur der in
der mittleren S-Phase bestrahlten Zellen in der Abwesenheit von Artemis schneller als im WT
ab, was die chromosomalen Studien ebenfalls unterstiitzen. Die Reparatur in den
Ku70'/'/Art'/'— sowie Rad54'/'/Art'/'—DoppeImutanten verldauft nahezu in allen Zellzyklusphasen
besser als in den Ku70”- und Rad547-Einzelmutanten. Die Rad54'/'/Art'/'-DoppeImutante
bildet jedoch in der G1-Phase einen mit der Art” -defizienten Zelllinie vergleichbaren Repara-
turdefekt aus. Das Aufheben der Reparaturdefekte in der c-NHEJ- und HR-Mutante durch die
Artemis-Deletion deutet daraufhin, dass die DSBs ungehindert Uber alternative Mechanis-
men repariert werden. Diese werden insbesondere aktiviert, wenn klassische Reparaturwege
fehlen. Somit scheint Artemis eine neue Funktion auszufiihren, indem es als ein molekularer

Schalter die Wahl der Reparaturwege, c-NHEJ, HR und A-EJ-Mechanismen regelt.
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Summary

The present thesis is concentrated on contribution and regulation of the available DSB repair
pathways in DT40 cells. The main aim of the first part was the investigation of the interac-
tions between two classical DNA-double strand break repair mechanisms, c-NHEJ (canonical
non-homologous end-joining) and HR (homologous recombination) through out the cell cy-
cle. Using WT cells and mutants with lack of c-NHEJ-gene (ku70) or HR-gene (rad54) or even
of the both pathways clonogenic cell survival and DSB repair capacity were investigated. The
survival assay with asynchronous cells, that are deficient in both pathways as well in c-NHE)J
as in HR, has shown the poorest survival, supporting the importance of both repair pathways
for survival after ionizing radiation. The HR-mutant had a moderate sensitivity toward the
irradiation, whereas the survival of c-NHEJ-mutant was described by the biphasic survival
curve, indicating cell cycle phase dependency. One subpopulation was more sensitive (up to
2 Gy) and the other subpopulation was more resistant (4-10 Gy) than the WT cells. In this
work the new established cell-cycle dependent methods for evaluation of DSB repair in DT40
cells supported only partially the known mammals” repair model and the biphasic survival
curve of the c-NHEJ mutant. By the means of yH2AX-foci it was shown, that the c-NHEJ is
also the mostly dominant pathway in DT40 cells during repair of radiation-induced DSBs in
G1. Despite higher frequencies of HR in DT40 cells than in mammals they prefer c-NHEJ over
the HR after they irradiated in G2. For detailed analysis of contribution of repair pathways
after irradiation in the S-phase, the S-phase cells were differentiated by various EdU-
patterns in three different groups (early, middle and late S-phase cells). c-NHEJ is active
preferentially in the cells, which are irradiated in early S. HR is the dominant repair pathway
in the cells, which are irradiated in the middle or late of the S phase. The absence of c-NHEJ
in the Ku70”" cells, which are irradiated in the middle S phase, leads to more rapid repair
than in WT. An other observation was that the double-mutant cells with the absence of Ku70
and Rad54 have a slight repair, suggesting that the action of A-EJ (alternative end-joining)
mechanisms for DSB repair can not be completely excluded. The yH2AX foci measurements
in the irradiated cells in the middle of the S phase and in G2 were confirmed by cell-cycle
dependent chromosomal analysis. The repair studies implied a presumption that the middle
S phase cells of c-NHEJ mutant are the better survived subpopulation. To verify this hypothe-
sis the measurements of repair and the cell cycle dependent survival in synchronous cells

were performed. This experiment demonstrated that late S/G2 cells of c-NHEJ mutant had a
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better survival than the WT, despite the repair defect. The cells irradiated in the middle of
the S phase in the c-NHEJ mutant had a poor survival, although these cells showed less
vH2AX-foci than the WT cells. These apparently contradicting findings are the strong indica-
tion that the quality of repair is a decisive factor for the cell survival.

The second part of the thesis was the investigation of the function of protein Artemis during
DSB repair. From the studies with mammalian cells it is known that Artemis-deficient cells
are sensitive toward ionizing radiation. Together with ATM, Artemis is required for the slow
DSB-repair process after irradiation in G1 and G2 phases. In G1 Artemis seems to be a part of
c-NHEJ during the fast and a part of A-EJ during the slow component. The slow repair pro-
cess in G2 represents HR and repairs preferentially heterochromatic DSBs. In the present
study the results of clonogenic survival assay with exponential growing cells showed that
Artemis-deficient cells are more sensitive to radiation than the WT. With yH2AX foci analysis
it was demonstrated that Artemis is involved in the DSB repair after irradiation in G1, G2,
early and late S phase. The Artemis-deficient cells after irradiation in the middle of the S
phase had an advantage in the repair, in comparison to WT. The repair in Ku70”"/Art”- and
Rad54'/'/Art'/'—doubIe—mutants had an improved repair after irradiation in all cycle phases
compared with Ku70”- and Rad54'/'-single-mutants. The Rad54”/Art”-double-mutant
showed a comparable repair defect with Art'/'—single—mutant after irradiation in G1. The ab-
rogation of repair defects in the c-NHEJ- and HR-mutant after deletion of Artemis is indica-
ting that DSBs can be repaired unhampered by alternative repair pathways, which are more
activated, if classical repair pathways are absent. These findings are suggesting a new func-
tion of Artemis as a molecular switch for regulating the choice between repair pathways, like

HR, c-NHEJ and A-EJ-mechanismes.
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2 Einleitung

2.1 Strahleninduzierte DNA-Schaden

Elektromagnetische Strahlung kann haufig durch eine indirekte Wirkungsweise, tiber Bildung
hochreaktiver Radikale eine Vielzahl unterschiedlicher Schaden in der DNA induzieren. Je
nach Schweregrad und Haufigkeit werden DNA-Schaden in mehrere Klassen unterteilt. Ne-
ben Verdanderungen an den Basen wie Modifikationen, Dimer-Bildung oder deren Verlust,
kommt es im Wesentlichen zu den Schaden am Zucker-Phosphat-Riickgrat der DNA. Die Ver-
anderungen an den Basen sind aber auch ein relativ haufiger Effekt der Strahlung. Ihre An-
zahl wird auf 1000 bis 2000 Schaden pro Gy geschatzt. Daneben kénnen Einzelstrangbriiche
(SSBs, single-strand breaks) induziert werden, deren Anzahl zwischen 500-1000 pro Gy liegt.
Auch DSBs konnen durch die Strahlung induziert werden. In einer menschlichen Zelle mit
haploidem Chromosomensatz betrdgt die Anzahl von DSBs ca. 20-30 pro Gy (Lobrich et al.,
1995). AuRerdem koénnen durch 1Gy 30 DNA-DNA- und 150 DNA-Protein-Vernetzungen
(Cross links) erzeugt werden (Ward, 1995). Wahrend die Basenschaden oder SSBs relativ
schnell Gber die Mechanismen wie die Basen (base excision repair, BER)-, Nukleotid-Excisions
(nucleotide excision repair, NER)- oder Einzelstrangbruchreparatur (single-strand repair, SSR)
beseitigt werden und keine Auswirkung auf das Zellliberleben haben, kann ein einziger
unreparierter DNA-Doppelstrangbruch die genomische Integritat gefahrden und somit die
Uberlebensfihigkeit beeintrichtigen. An den DSB-Enden kommt es oft zu weiteren Verande-
rungen, indem OH-Gruppe am 3’-Ende oder Phosphatgruppe am 5°-Ende verloren gehen. Es
konnen Modifikationen durch das Anhangen von z. B. Phosphoglycolaten an der OH-Gruppe
auftreten. Alle diese Faktoren kdnnen die Reparatur erschweren, da die Enden zunachst ei-
ner Prozessierung unterzogen werden missen, bevor sie ligiert werden kénnen (Hall et al.,
2006). Die Zelle hat fiir die Reparatur der DSBs effektive Mechanismen entwickelt, welche
fir die genomische Stabilitat sorgen (Kiefer 1990; Knowls & Selby 2005; Kegel et al., 2007).
Kommt es zu einer mehrfachen Schadigung in einem lokal begrenzten Bereich weniger
Nanometer auf der DNA, so kdnnen sich die einzelnen Schadensarten anhdufen. Diese Stel-

len werden als locally multiply damaged sites (LMDS) bezeichnet (Ward, 1985).
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2.2 Induktion von DSBs und Schadensweiterleitung in der eukaryotischen Zelle

Die Zellen eines jeden lebenden Organismus haben im Verlauf der Evolution viele Strategien
entwickelt, um auf die exogenen oder endogenen Noxen zu reagieren und um die
genomische Integritdt zu bewahren. Dabei gilt es fiir jede Zelle die schadigenden Signale
richtig zu erkennen, zu verarbeiten und weiterzuleiten. Diese Signaltransduktionskaskade
wird als DNA Damage Response (DDR) bezeichnet (Abb. 2.1). Die DDR ist komplex und bein-
haltet zwei wichtige Reaktionen, eine schnelle Aktivierung der Checkpoints (Kontrollpunkte)
im Zellzyklus und eine Rekrutierung der Proteine der DNA-Reparaturmaschinerie an den DSB
(Price & D’Andrea, 2013). DSBs kdonnen durch endogene Prozesse oder auch durch exogen
einwirkende Faktoren entstehen. Solche Prozesse wie V(D)J-Rekombination, Class Switch
Recombination und der Vorgang der Meiose sind endogene Quellen fiir die DSB-Entstehung.
Aber auch durch toxische Stoffwechselprodukte wie ROS (reactive oxygen species) und Rep-
likation kdnnen DSBs induziert werden (Wallace et al.,, 2002; Bravard et al., 2006; Montaner
et al., 2007). Zu den exogen wirkenden Faktoren gehéren chemische Agenzien, Chemothe-
rapeutika und die ionisierende Strahlung (IR).

Wird in einer Zelle ein DSB induziert, so wird dieser zunachst von den unterschiedlichen Pro-
teinen wie Ku, MRN-Komplex (MRE11-NBS1-RAD50) oder auch PARP1 (Poly(ADP-Ribose)-
Polymerase 1) erkannt. Sie alle kdnnen an die DNA-Enden binden und diese stabilisieren
(D’Amours & Jackson, 2002). MRE11 (meiotic recombination 11) rekrutiert und aktiviert an-
schlieBend ATM (ataxia telangiectasia mutated), eine PI3K-dhnliche Kinase, die als zentrales
Protein wahrend der DDR fungiert und durch Phosphorylierung weiterer Proteine das Scha-
denssignal weiterleitet (Lavin, 2008; Sun et al., 2010). So kénnen zum einen Proteine akti-
viert werden, die einen Checkpoint und damit Zellzyklusarrest an einem bestimmten Kont-
rollpunkt im Zellzyklus einleiten (z. B. p53 und Chk2 (cell cycle checkpoint kinase 2)). Durch
diesen Arrest hat die Zelle Zeit, die geschadigte DNA zu reparieren (Mu et al., 2007). Neben
der Proteine, die an der Progression im Zellzyklus beteiligt sind, phosphoryliert ATM auch
eine Vielzahl von Proteinen der DNA-Reparatur, wie z. B. BRCA1 (breast cancer associated 1)
und 53BP1 (p53 binding protein 1) (Ciccia &Elledge, 2010; Jackson & Bartek, 2009; Kennedy
& D’Andrea, 2006). Ohne Reparaturprozesse gehen der Zelle wichtige genetische Informati-
onen verloren. Kommt es zu Fehlern in der Zellzyklusregulation sowie in der Reparatur
selbst, konnen Mutationen und Krebs entstehen. Sind die Schaden zu komplex und bleiben

lange Zeit unrepariert, kann die Zelle Apoptose einleiten.
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Abb. 2.1: Zellreaktionen nach einem DNA-Doppelstrangbruch

Die in der Zelle endogen auftretenden Mechanismen (V(D)J-Rekombination, Class Switch Recombination (CSR),
Meiose, Fehler in der Replikation) sowie exogen einwirkende Faktoren (ionisierende Strahlung, genotoxische
Agenzien) konnen DSBs induzieren. Die Schadenserkennung kann entweder durch die Proteine Ku oder MRN-
Komplex oder Parpl stattfinden. Die Signalweiterleitung wird unter anderem durch das Protein ATM bewerk-
stelligt, welches als Kinase eine Vielzahl an Proteinen der DNA-Reparatur und der Zellzyklusregulation
phosphoryliert. Die inaddquate Nutzung der DNA-Reparaturwege (HR, c-NHEJ oder A-EJ) und der Zellzyklus-
kontrollmechanismen (Zellzyklus-Arrest, etc.) kénnen zu einer Deregulation der genomischen Stabilitat fihren,
so dass entweder Krebs entstehen oder Zelltod eintreten kann (Verandert nach Deriano & Roth, 2013).

2.2.1 Bedeutung der H2AX-Phosphorylierung

Die DNA von eukaryotischen Zellen liegt im Zellkern in kompakten, hoch organisierten Struk-
turen, den Chromosomen, vor. In diesen Strukturen ist die DNA mit Histonen und
chromosomalen nicht Histon-Proteinen assoziiert. Dabei stellen die Histone die grundlegen-
de Struktur der Chromosomenorganisation dar, um die die DNA als jeweils 147-Basenpaare
langer Abschnitt 1,7-mal umwunden ist. Ein Histonoktamer setzt sich aus H2A-H2AB und H3-
H4-Paaren zusammen (Luger et al., 1997). Fiir bestimmte regulatorische Prozesse an der
DNA konnen Histone phosphoryliert, acetyliert, ubiquitiniert sowie methyliert werden (Price
& D’Andrea, 2013). Die am besten charakterisierte Modifikation wahrend der DDR ist die

Phosphorylierung des Histons H2AX. Das Protein H2AX ist eine Variante des Histons H2A und
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reprasentiert abhangig von der untersuchten Zelllinie oder Gewebe 2-25% des gesamten
H2A-Pools in den menschlichen Zellen (West & Bonner, 1980). Die Phosphorylierung von
H2A findet am Serin-Rest 139 im SQE-Motiv am C-terminalen Ende statt. Die SQE-Sequenz
stellt dabei die spezifische Erkennungsstelle fiir die Proteine der Phosphatidylinositol-3"-OH-
Kinase dhnlichen Kinasen (PIKK) wie ATM, DNA-PKcs (catalytic subunit of DNA-PK) und ATR
(ATM and Rad3 related) dar. Alle drei Kinasen tragen zur Phosphorylierung von H2AX bei
(Stiff et al. 2004, Wang et al. 2005a, Kinner et al. 2008, Lobrich et al. 2010). Die
phosphorylierte Form wird als yH2AX bezeichnet und entsteht binnen 1-3 Min nach Indukti-
on eines DSBs. Die Phosphorylierung von H2AX betrifft nicht nur ein einziges Molekiil. Viel-
mehr erfahren alle H2AX-Molekiile, die im 2 MBp-grolRen DNA-Bereich um den DSB herum
vorkommen, diese Modifikation (Rogakou et al., 1998, 1999). Mittels Immunfluoreszenz-
basierten Methoden lassen sich die akkumulierten yH2AX-Molekiile als Reparatur-Foci
nachweisen. Diese Foci markieren nicht nur die DSBs, sondern bilden auch eine Plattform
aus, um weitere Reparaturfaktoren an den Schadensort zu rekrutieren (Celeste et al., 2003).
So werden die DNA-Enden am DSB stabilisiert und vor falschen Verkniipfungen geschuitzt.
Die Phosphorylierung von H2AX fihrt zu einer lokalen und temporadren Veranderung im
Chromatin. Um die urspriingliche Integritdt wiederherzustellen, muss diese Verdnderung
wieder riickgangig gemacht werden. Nach der erfolgreichen Reparatur eines DSBs wird
YH2AX zu H2AX dephosphoryliert. In den Sdugetierzellen scheint die Phosphotase 2A (PP2A)
daran beteiligt zu sein (Chowdhurry et al., 2005). Die yH2AX-Foci kommen sowohl in gescha-
digten als auch in nichtgeschadigten Zellen vor. Diese spontanen Foci sind infolge des Stoff-
wechsels der Zelle entstanden und sind in einer geringen Anzahl anzutreffen. Nach Bestrah-
lung steigt die Anzahl der yH2AX-Foci massiv an (Induktion von DSBs). Mit fortschreitender
Zeit, die als Zeit nach Bestrahlung bzw. als Reparaturzeit bezeichnet wird, nimmt die Anzahl
der Foci ab. Die Abnahme der Foci kann mit der Reparatur der DSBs gleichgesetzt werden
und findet mit einer definierten Geschwindigkeit (Kinetik) statt, die fiir die jeweiligen Zellli-

nien und deren Zellzyklusphasen spezifisch ist.

2.2.2 Zellzyklus und Mechanismen der Zellzykluskontrolle

Der Zellzyklus ist ein grundlegender Mechanismus der Vermehrung eines jeden Organismus
und umfasst eine genau kontrollierte Abfolge von Ereignissen zwischen zwei Zellteilungen.

Der Zellzyklus wird in der Regel in vier Phasen unterteilt, welche als G1 (1. gap), S, G2 (2.
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gap) und Mitose bezeichnet werden (Sisken & Morasca, 1965). G1, S und G2 bilden zusam-
men die Interphase, die in den eukaryotischen Zellen am langsten dauert. Wahrend der G1-
Phase, die auch als Prasynthesephase bezeichnet wird, gewinnt die Zelle an GrolRe. Es wer-
den mRNAs fir die Proteine der Replikationsmaschinerie synthetisiert, die wahrend der an-
schlieBenden S (Synthese-Phase) benétigt werden. Auch Zellbestandteile wie Zytosol und
Zellorganellen werden in der G1-Phase produziert. Die G1-Phase hat eine regulatorische
Funktion. Hier wird entschieden, ob die Zelle weiter im Zellzyklus bleibt oder in ein Ruhesta-
dium (GO) wechselt. In GO kann sie Uber einen langeren Zeitraum verbleiben. Durch ein
mitogenes Signal kann die Zelle aber wieder in einen Zellzyklus zuriickkehren. Wahrend der
S-Phase beginnt die DNA-Synthese, bei der Chromosomen verdoppelt werden. Nach der er-
folgreichen Replikation geht die Zelle in die G2-Phase Uber, wo sie sich auf die bevorstehen-
de Mitose vorbereitet, indem sie z. B. Replikation-bedingte Schaden korrigiert. In der Mitose
findet die Verteilung der verdoppelten Chromosomen auf die Tochterzellen statt. Durch die
Karyokinese (Kernteilung) und die anschlieRende Zytokinese (zytoplasmatische Zellteilung)
werden die Tochterzellen voneinander getrennt und kdnnen so einen weiteren Zellzyklus
durchlaufen.

Das Kontrollsystem des Zellzyklus besteht hauptsachlich aus Cyclin-abhangigen Kinasen
(Cdks, cyclin dependent kinases) und ihren regulatorischen Untereinheiten, den Cyclinen,
welche die Kinasefunktion der Cdks aktivieren und so die Substratspezifitat der Cdks kontrol-
lieren. Die Zellzyklusphasen-spezifische Expression der Cdks und der Cycline fiihrt dazu, dass
nur ein spezifischer Cyclin/Cdk-Komplex den Ubertritt von einer Zellzyklusphase in die ande-
re kontrolliert. Dabei phosphorylieren die aktivierten Cdks weitere Proteine, die ihrerseits z.
B. Transkription von Genen in Gang setzen kénnen, die den Ubertritt erméglichen (Koff et
al., 1992; Boonstra, 2003). So wird z. B. der CyclinE/Cdk2-Komplex in der spaten G1-Phase
hochreguliert, um den Ubergang von G1 in S zu erlauben. Dadurch werden S-Phase spezifi-
sche Gene transkribiert, um die DNA-Replikation zu initiieren (Jackmann et al., 2002). Wer-
den in der Zelle Schaden detektiert, so ist es notwendig die Zellzyklusprogression anzuhal-
ten. Ein solcher Arrest wird als Checkpoint bezeichnet und ist zwischen der G1- und S-Phase
(G1/S-Checkpoint), innerhalb der S-Phase (S-Checkpoint) sowie zwischen der G2- und der M-
Phase (G2/M-Checkpoint) anzutreffen (Bartek et al., 2004; Deckbar et al., 2011). Die Funkti-
onalitat der Checkpoints ist sehr wichtig. Die Checkpoints verhindern, dass die Zellen mit den

unreparierten Schaden von einer Zellzyklusphase in die Nachfolgende lbertreten. So verhin-
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dern G1/S- und G2/M-Checkpoints, dass die Zelle mit unreparierten Schiaden entsprechend
von G1- in die S-Phase und von G2- in die Mitose gelangt. Der intra-S-Checkpoint unterschei-
det sich von den G1/S und G2/M-Checkpoints, indem er kein Anhalten, sondern nur eine
Verlangsamung der Progression der Zellen im Zellzyklus initiiert.

GO0-Phase

DNA-Schaden .
ZellgréRe

. Wachstumsfaktoren

S
-

Mitose

= unreplizierte DNA

DNA-Schaden

Abb. 2.2: Regulation des Zellzyklus

Dargestellt sind die Reaktionen, die die Zellzyklusmaschinerie beschleunigen (griine Pfeile) oder sie unterbre-
chen (roter Balken). Checkpoints (gestrichelte Linien) modulieren die Aktivitat der Faktoren, die den Zellzyklus
beschleunigen oder anhalten. Pro, Prophase; Meta, Metaphase; Ana, Anaphase; Telo, Telophase; CKI, Cyclin
Kinase Inhibitor; Rb, Retinoblastoma Protein; Sk, Starter Kinase (Verdndert nach , Checkpoints in the Cell Cy-
cle” von Novak Béla, Jill C Sible, John J Tyson, Encyclopedia of Life Sciences (2002)).

Werden DNA-Schaden nicht innerhalb der S-Phase repariert, konnen sie anschliefend in der
G2-Phase zum Einleiten eines G2/M-Arrestes flihren und erst dann repariert werden (Nyberg
et al., 2002). Generell werden die Checkpoints so lange aufrechterhalten bis die Schaden
behoben werden. Falls jedoch ein Checkpoint aufgrund der genetischen Pradisposition inak-
tiv oder ineffizient ist, kdnnen die Zellen mit den Schaden von einer Zellzyklusphase in die
Nachfolgende Ubertreten. So kdnnen z. B. die in der G1-Phase induzierten Schaden in den
p53-defizienten Zellen bei der Abwesenheit des G1/S-Checkpoints, wahrend der S-Phase
verdoppelt werden. Die Aktivierung der Checkpoints erfolgt Gber ATM und ATR, deren wich-
tigsten Zielproteine entsprechend Chk2 und Chk1 (cell cycle checkpoint kinase 1/2) sind. Die-
se Checkpoint-Kinasen konnen dann Uber mehrere Zwischenschritte die Cyclin/Cdk-
Komplexe inaktivieren, was letztlich zum Anhalten des Zellzyklus fihrt (van den Heuvel &

Harlow, 1993) (Abb. 2.2).
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2.2.3 DNA-Doppelstrangbruchreparatur

Zur Reparatur der DSBs stehen der Zelle zwei Hauptreparaturwege zur Verfiigung, HR und c-
NHEJ, die von Hefen bis zu Saugern konserviert sind. Homologe Rekombination (HR) ist auf
die Anwesenheit der homologen Schwesterchromatiden als Matrizen fiir de novo Synthese
der zu reparierenden DNA-Strange angewiesen (Johnson & Jasin, 2001). Fir die kanonische
(klassische) Nichthomologe Endverkniipfung (canonical non-homologous end joining, c-NHEJ)
ist die Homologie der Sequenzen nicht notwendig. Die gebrochenen DNA-Enden werden bei
c-NHEJ miteinander ligiert (van Gent & van der Burg, 2007). Niedere Eukaryoten, wie
Saccharamyces cerevisiae, sind meistens auf die HR bei der DSB-Reparatur angewiesen. Nur
in einem HR-defizienten Hintergrund Ilasst sich in diesem Organismus eine c-NHEJ-
vermittelte Reparatur beobachten (Schar et al., 1997; Teo & Jackson, 1997). Neben den bei-
den Hauptreparaturwegen wurden in den letzten Jahren weitere Mechanismen der DSB-
Reparatur entdeckt, die als A-NHEJ (alternative non-homologous end joining) und MMEJ
(microhomology-mediated end joining) bezeichnet und unter dem Begriff A-EJ- (alternative
end-joining) Mechanismen zusammengefasst werden (Corneo et al,, 2007; McVey & Lee
2008). Die Wahl des Reparaturweges wird im Wesentlichen durch drei Faktoren bestimmt,
die Zellzyklusphase, die Struktur des DSBs und seine Lokalisation im Chromatin (Rothkamm
et al., 2003; Goodarzi et al., 2008; Symington et al., 2011). Im Chromatin wird generell zwi-
schen dem locker gepackten, transkriptionsaktiven Euchromatin (EC) und dem dicht gepack-
ten, transkriptionsinerten Heterochromatin (HC) unterschieden. Es wurde gezeigt, dass
strahleninduzierte DSBs Uber eine schnelle und eine langsame Komponente repariert wer-
den. Die im EC lokalisierten DSBs werden schnell repariert. Dagegen werden die im HC auf-
tretenden DSBs mit einer langsamen Kinetik behoben. Dieses biphasische Reparaturverhal-
ten betrifft sowohl die G1 als auch die G2-Phase des Zellzyklus, und es wurde gezeigt, dass
die Reparatur der HC-DSBs liber die Beteiligung von ATM und Artemis ablauft (Riballo et al.,
2004; Goodarzi et al., 2008; Beucher et al., 2009). Ein aktuelles Reparaturmodell beschreibt,
dass das c-NHEJ die schnelle Komponente darstellt und als erstes alle DSBs zu reparieren
versucht. Danach entscheiden die Lokalisation der DSBs im HC und ihre Komplexitat dariiber,
ob die Reparatur liber c-NHEJ fortgesetzt, oder ob das c-NHEJ inhibiert wird. Falls c-NHEJ die
DSBs nicht mehr reparieren kann, werden die DSBs der langsamen Reparaturkomponente
zugeleitet. Dort werden sie resektiert und von der Nuklease Artemis prozessiert. Bei der

langsamen Komponente in der G2-Phase sind die HR-Faktoren (BRCA2, Rad51, Rad54) betei-
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ligt (Shibata et al., 2011). Fir die langsame Komponente in der G1-Phase wird dagegen ein A-

EJ-Mechanismus vermutet (Goodarzi & Jeggo, 2012).

2.2.3.1 Prozess der klassischen Nichthomologen Endverkniipfung (c-NHEJ)

Die molekularen Mechanismen des c-NHEJ sind in der Abb. 2.3 dargestellt.

-l
Erkennung q (Y
v ~/
Ku70/Ku80
Rekrutierung =E v= DNA-PK
¢ ‘ Artemis

Phosphat-Gruppe

XLF/XRCC4/DNA-LigaselV

- °® 5
Prozessierung -

| P

-

DNA Polymerase p oder A

' B9 o

Polynukleotid-Kinase

Ligation

Abb. 2.3: Klassische Nichthomologe Endverkniipfung (canonical non-homologous end-joining, c-NHEJ)

Die Enden eines DSBs werden durch das Ku70/Ku80-Heterodimer erkannt und gebunden. Daran schlieRt unmit-
telbar die Rekrutierung der katalytischen Untereinheit der DNA-PK, der DNA-PKcs, an, so dass Ku70/Ku80 und
DNA-PKcs ein Holoenzym ausbilden. Durch das Holoenzym werden die DNA-Enden geschiitzt und in der raumli-
chen Nahe gehalten. Durch die Autophosphorylierung erfahrt die DNA-PK eine Konformationsdanderung, so dass
andere Proteine des Ligationskomplexes wie XLF/XRCC4/DNA-LigaselV an die Enden rekrutiert werden kénnen.
Die Bruchenden ohne Modifikationen werden direkt ligiert. Falls DNA-Enden Modifikationen enthalten, werden
Prozessierungsfaktoren, wie Artemis, DNA-Polymerasen W oder A und Polynucleotid-Kinase gebraucht, bevor der
Ligationsschritt das c-NHEJ abschliefSen kann.

Die freien Enden des entstandenen DNA-Doppelstranges werden zundchst von einem
Protein-Heterodimer, bestehend aus Ku70/Ku80 erkannt und in die rdumliche Ndhe ge-
bracht (Walker et al., 2001; Weterings & van Gent, 2004; Weterings & Chen, 2008). Die an
die DNA-Enden gebundenen Ku70/Ku80-Proteine schiitzen die DSB-Enden und stellen ein
Signal dar, um die katalytische Untereinheit der DNA-PK (DNA-PKcs) anzulocken (Smith &
Jackson, 1999). Die Bindung von DNA-PKcs an Ku70/Ku80 aktiviert die Kinase-Aktivitat von
DNA-PKcs, wobei DNA-PKcs autophosphoryliert wird (Chen et al., 2005). Diese Phosphorylie-
rung dient der Regulation von c-NHEJ. Es kommt zu einer Konformationsanderung in der

DNA-PKcs, so dass weitere Proteine an DSB rekrutiert werden kénnen (Block et al., 2004,
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Wetterings & Chen, 2008). Die nicht-modifizierten DSB-Enden koénnen direkt Gber DNA-
LigaselV/XRCC4, vermittelt tiber XLF/Cernunnos (XRCC4-like factor) miteinander ligiert wer-
den (Ahnesorg et al., 2006). Es werden jedoch des Ofteren DNA-DSBs induziert, deren
Bruchenden komplexer sind und Modifikationen enthalten (z. B. 3’-Phosphate oder 3’-
Phosphoglycolate). Bevor solche Enden miteinander ligiert werden, missen sie prozessiert
werden. Zu den prozessierenden Faktoren des c-NHEJ gehoren Artemis, DNA-Polymerase n
oder A und Polynucleotid-Kinase, die eine duale Funktion besitzt. An 5°-Enden fiihrt sie eine
Phosphorylierung durch, wahrend sie an 3’-Enden die Phosphatgruppe abspaltet (Koch et al.,
2004). Nach der Prozessierung miissen die vorhandenen Liicken vor der Ligation durch die
DNA-Polymerasen p oder A aufgefiillt werden (Capp et al., 2006, 2007).

Das c-NHEJ wird als ein schneller, jedoch fehlerbehafteter Mechanismus beschrieben, weil er
jegliche, frei stehende DNA-Enden miteinander verknipfen kann. Dadurch, dass dabei auf
die Korrektheit der zu verkniipfenden Enden nicht geachtet wird, konnen fehlerbehaftete
DNA-Produkte entstehen, die fiir die Zelle fatale Folgen haben kdnnen. So entstehen zum
Beispiel Mutationen, die spater zur Krebs-Entstehung und zum Zelltod beitragen kénnen.

Die Aktivitat von c-NHEJ im Saugetiersystem ist fiir alle Zellzyklusphasen beschrieben, weil es
unresektierte DNA-Enden repariert und keine homologen Sequenzen bendtigt. In der GO/G1-
und G2-Phase stellt das c-NHEJ die schnelle Komponente in der Reparatur dar, die im Sauge-
tiersystem ca. 80% der strahleninduzierten DSBs repariert (Rothkamm et al., 2003). Dieser
relativ hohe Anteil an DSBs ist vermutlich im Euchromatin lokalisiert. Oder die Reparatur
dieser DSBs lauft ohne Prozessierung durch Artemis ab (Goodarzi & Jeggo, 2012).

Der Prozess des c-NHEJ wird in der Zelle aktiviert, um nicht nur die strahleninduzierten, son-
dern auch natiirlich vorkommende DSBs z. B. im Zuge der V(D)J-Rekombination wahrend den
Reifungsprozessen der T- und B-Lymphozyten zu beseitigen. Durch V(D)J-Rekombination
wird eine Variabilitat in der Kombination der Gensegmente geschaffen, woraus eine Vielzahl
von B-, T- Rezeptoren sowie der Immunglobuline resultiert. Die Gene der B- und T-
Zellrezeptoren, die als variable (V), diversity (D) und joining (J) Segmente bezeichnet werden,
liegen in den Lymphozyten in einer inaktiven Form vor (Ferguson & Alt, 2001; Revy et al.,
2005). Wahrend der V(D)J-Rekombination werden zunachst gezielte Schnitte und damit
DNA-DSBs durch RAG1 und RAG2 (Recombination-Activating Genes) an spezifischen Rekom-
binationssignalsequenzen gesetzt. So werden vier gebrochene DNA-Enden generiert, die

unter Beteiligung von c-NHEJ miteinander verknlpft werden. Es wird ein D- mit einem J-
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Segment ligiert. Durch die daran anschlieRende Verbindung des DJ-Segments mit einem V-

Segment wird ein aktives IgH- (Immunglobulin H) Gen gebildet (Abb. 2.4, A; VDJ-Bereich).

A. B.
[ [
RAG1+2 RAG1+2
Artemis DNA-PKcs

V1-n DJ ‘ .
L1 1 {
| . | O Ku70/Ku80

VDI XRCC4/DNA-LigaselV

Abb. 2.4: Vereinfachte Darstellung der V(D)J-Rekombination

A. Zusammensetzung der Gensegmente eines reifen Ig oder Tcr. V-, D- und J-Gensegmente eines unreifen
Antikorpers (Ig) oder Rezeptors (Tcr). Nach der Verknlpfung der D- und J-Segmente miteinander entsteht ein
DJ-Segment, welches mit V-Segment verkniipft wird. Die Kombination von VDJ ist eine Gensequenz eines reifen
Ig oder Tcr.

B. RAG-induzierten DSBs und deren Reparatur liber c-NHEJ. RAG1 und RAG2 Proteine setzen gezielt DSBs an
den spezifischen Rekombinationssignalsequenzen. Die zwischen den Segmenten liegende DNA wird entfernt.
Die Enden der Gensegmente bilden Haarnadelstrukturen aus, die durch Artemis entfernt werden. Die Aktivie-
rung von Artemis erfolgt durch die DNA-PK-vermittelte Phosphorylierung. Die DSB-Enden werden von
Ku70/Ku80 erkannt und gebunden. Die durch XRCC4/LigaselV-Komplex vermittelte Ligation schlieRt den Vor-
gang des c-NHEJ und damit der V(D)J-Rekombination ab.

Die Enden der Gensegmente werden kodierende Enden genannt. Sie sind dadurch charakte-
risiert, dass sie Haarnadel-Strukturen ausbilden. Diese miissen durch Artemis ge6ffnet wer-
den, damit die Ligation stattfinden kann (Moshous et al., 2001). Dadurch, dass auch
Ku70/Ku80, DNA-PKcs sowie XRCC4/LigaselV dabei aktiv sind, wird die Beteiligung von c-
NHEJ an der Reparatur von RAG-induzierten DSBs deutlich (Gellert, 2002). Die DNA-Bereiche,
die zwischen den Segmenten liegen, werden schlielRlich entfernt (Abb. 2.4, B).

Die B-Zellen stellen ihr Repertoire an verschiedenen Immunglobulinen durch die weiteren
Vorgdnge wie class switch recombination (CSR) und Somatische Mutation (somatic hypermu-
tation, SH), die ebenfalls von einer gezielten Schadensinduktion und der anschlieBenden
Reparatur Gber BER, MMR (mismatch repair), c-NHEJ sowie A-EJ-Wege begleitet werden

(Petersen-Mahrt et al., 2002; Chaudhuri & Alt, 2004).
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2.2.3.2 Prozess der Homologen Rekombination (HR)

Im Vergleich zu c-NHEJ ist HR ein nahezu fehlerfreier Reparaturmechanismus, weil dieser
Vorgang die Informationen einer homologen Schwesterchromatide zur Wiederherstellung
der geschadigten DNA als Vorlage nutzt. Aus diesem Grund ist die HR-Aktivitat nur auf die S-
und G2-Phasen des Zellzyklus begrenzt. HR ist ein langsamer Prozess, der in der G2-Phase in
Saugetierzellen 10-15% der im Heterochromatin lokalisierten DBSs repariert.

Im Allgemeinen umfasst der Ablauf der HR drei aufeinanderfolgende Schritte, Praesynapsis,

Synapsis und Postsynapsis (Abb. 2.5).

] ‘ Resektasen
Praesynapsis CtIP/MRN
v
R R RPA

® RADS51
. *

— oo 3 BRCA2

. RAD54

Postsynapsis

g N\

kein SCE SCE

Abb. 2.5: Modell der Homologen Rekombination

Ein DSB wird vom MRN-Komplex erkannt und durch Mrel1, CtIP und Exol in 5°-3" Richtung resektiert. Das RPA
lagert sich an die einzelstrangige DNA und wird durch Rad51 mithilfe von BRCA2 ausgetauscht (Praesynapsis).
Das an die DNA gebundene Rad51 bildet ein Nukleoproteinfilament aus. Diese Struktur fihrt durch eine unter-
stitzende Funktion von Rad54-Motorprotein eine Homologiesuche auf der homologen Schwesterchromatide
aus (Synapsis). Bevor die DNA neu synthetisiert wird, dissoziiert Rad51 von der DNA ab (Postsynapsis). Es kann
dabei zur Ausbildung von SCEs kommen.

Wiéhrend der Praesynapsis werden die Enden des DSBs zunachst durch den MRN-Komplex
erkannt und zusammengehalten. Der MRN-Komplex setzt sich in den Vertebraten aus

MRE11, NBS1 (Nijemegen breakage syndrome 1) und RAD50 zusammen. Die Proteine des
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MRN-Komplexes haben aber auch andere Funktionen. So ist z. B. NBS1 ein Interaktionspart-
ner von ATM. Durch die Bindung von NBS1 an das ATM wird eine Signalweiterleitung in Gang
gesetzt, bei der Proteine der Reparatur und der Checkpointkontrolle durch ATM
phosphoryliert und aktiviert werden (Dupre et al., 2006). Nach der Brucherkennung folgt
eine Resektion der Bruchenden. Dieses wird zunachst durch MRE11 und CtIP (CtBP-
interacting protein) in 5°-3’-Richtung bewerkstelligt (Paull & Gellert, 1998; Sartori et al.,
2007). Eine weitere Resektion, die Uber relativ grole DNA-Bereiche reicht, wird durch EXO1
durchgefihrt (Trujillo et al., 1998). An diesem Schritt sind auch weitere Faktoren wie BLM
(Bloom protein) und DNA2 beteiligt. BLM ist eine Helikase und entwindet die DNA, so dass
einzelstrangige DNA-Bereiche geschaffen werden (Ellis et al., 1995). DNA2 entfernt als Nuk-
lease den 5°-Strang (Zhu et al., 2008). Durch diese ausgedehnte Prozessierung der DNA, die
sich Uber mind. 50-100 Nucleotide erstreckt (Mimitou & Symington, 2009), wird sicherge-
stellt, dass die DSB-Reparatur tiber HR abliuft. Die 3’-Uberhinge der einzelstrangigen DNA-
Bereiche (ssDNA) werden durch das Replikationsprotein A (RPA) gebunden und somit vor
dem Abbau und der Ausbildung sekundadrer DNA-Strukturen geschitzt (Binz et al., 2004).

Im nachfolgenden Schritt wird RPA durch die Hauptkomponente der HR, das Rad51, ver-
drangt. Dieser Schritt wird durch das BRCA2-Protein (breast cancer associated 2) und seine
Interaktionspartner BRCA1 und PALB2 katalysiert. Der Verlust eines dieser Proteine fiihrt zur
Beeintrachtigung in der HR (Sy et al., 2009; Zhang et al., 2009). Durch die Anlagerung von
RAD51 an die ssDNA bildet sich eine charakteristische Struktur aus Protein-DNA aus, die als
Nukleoproteinfilament bezeichnet wird. Die Ausbildung eines Nukleoproteinfilamentes wird
durch weitere Faktoren, Rad51-Paraloge, wie Rad52, Rad51D, XRCC3 unterstiitzt. Ein Defekt
in einem dieser Rad51-Paraloge kann die HR und die Ausbildung der Rad51-Foci beeintrach-
tigen (Takata et al., 2001). Das Rad51-Nukleoproteinfilament fiihrt eine Stranginvasion und
die Homologiesuche auf der homologen Schwesterchromatide aus (Synapsis). Diese Funktion
wird dabei von Rad54, welches eine ATP-abhangige Helikase Aktivitdt beinhaltet, unter-
stutzt. Das Rad54 dient zum einen als ein Stabilisator fir das Rad51 und verstarkt somit die
Ausbildung des D-Loops. Zum anderen fordert es die Ablosung von Rad51 von der Hetero-
duplex-DNA, wodurch die anschlieRende DNA-Synthese beginnen kann (Heyer et al., 2006).
Dies ist die Postsynapsis der HR. Wahrend dieses Vorganges entstehen so genannte Holliday-
Intermediate (Holliday junctions), die nach Beenden der Synthese aufgeldst werden missen,

um die DNA wiederherzustellen und den HR-Vorgang abzuschlielen. Dabei sind BLM- und
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WRN- (Werner-Protein) Helikasen sowie Mus81 (MMS and UV sensitive 81)/Emel- (essential
meiotic endonuclease 1) und Genl- (XPG-like endonuclease 1) Nucleasen beteiligt (lijima et
al., 2008; Mimitou & Symington, 2009). Beim Auflésen der HJ kann es zum Austausch der
DNA-Abschnitte zwischen den beteiligten DNA-Strangen kommen (sister chromatid exchan-
ge, SCE). Wahrend des letzten Schritts der HR, der Postsynapsis, kdnnen drei verschiedene
Wege zur Auflosung der D-Loop-Struktur verwendet werden, welche spezifische enzymati-

sche Schritte beinhalten und eigenstandig agieren kdnnen (Abb. 2.6).

®__ R
— Sde——
~ ~®
= — ) S—._
S 6o '
G .
k) @ |
halbes SCE kein SCE SCE kein SCE kein SCE
BIR (LOH) SDSA

dHJ-Weg

Abb. 2.6: Wege zur Auflosung der D-Loop Strukturen
Wahrend der Postsynapsis kdnnen drei unterschiedliche Wege zur Auflésung der D-Loop Strukturen (Struktur 3)

verwendet werden. BIR ist mit dem Verlust der Heterozygotie (LOH, loss of heterozygosity) verbunden. Dabei wird
eine BIR-spezifische Replikationsgabel ausgebildet und der eingewanderte Strang um mehr als 100 kb verldangert
(Strukturen 4a-5a-6a). Wahrend der SDSA (synthesis-dependent strand annealing) paart sich das nach der DNA-
Synthese freigemachte DNA-Ende mit dem zweiten DNA-Ende der gebrochenen DNA. Es bildet sich dabei kein SCE
aus (Strukturen 4a-5b-6b). Der dHJ-Weg (Strukturen 4b-5c-6(c-e)-7) beinhaltet die Ausbildung der doppelten
Holliday junction (Struktur 5c). Beide DNA-Enden fiihren unabhéangig voneinander oder durch das Erfassen des
zweiten DNA-Endes (strand capture) eine Stranginvasion durch. Die Auflésung der dHJ-Struktur erfolgt durch
Resolvasen (Mus81-Emel-Genl), wobei ein SCE auftreten kann (Strukturen 6 c-d). Die Auflésung der dHJ-Struktur
kann weiterhin Uber BLM-vermittelte Bewegung des Kreuzungspunktes (branch migration), welcher schlieBlich
durch eine Topollla-katalysierte Reaktion geschnitten wird, erfolgen. Bei diesem Vorgang wird ebenfalls kein SCE
gebildet (Struktur 7) (Li & Heyer, 2008).

Die D-Loop-Struktur (Abb.2.6, Struktur 3) stellt den Verzweigungspunkt dar, von dem aus BIR
(break-induced replication), SDSA (synthesis-dependent strand annealing) und dHJ-Weg (Auf-
l6sung einer doppelten Holliday junction) ausgehen. Der BIR-Weg bezieht sich auf die Re-
kombination-abhangige DNA-Synthese, welche von einem DNA-Bruchende aus initiiert wird
und sich Giber mehr als 100 kb erstreckt (Donniani & Symingthon, 2013). Mit diesem Prozess
ist es moglich lange Chromosombereiche zu duplizieren, und somit scheint dieser Mecha-

nismus wahrend der Replikation in der S-Phase eine Rolle zu spielen (George & Kreuzer,
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1996). BIR wird aber auch an einem DSB aktiviert. Hierbei erfolgt eine Strang-invasion des
gebrochenen DNA-Endes in die homologe Matrize (Abb. 2.6, Struktur 4a), welcher sowohl
Rad51-unabhangig als auch Rad51-abhangig ablaufen kann (Malkova et al., 1996, 2005). Die-
ses wird gefolgt von der Synthese, die sich dann lber mehr als 100 Kilobasen ausdehnen
kann (Abb. 2.6, Struktur 5a). Die BIR wird bei der Reparatur mehrerer DNA-Schiaden verwen-
det. So werden z. B. Schaden an den arretierten Replikationsgabeln bevorzugt Gber BIR repa-
riert (Deem et al., 2011). Weiterhin wird die BIR auch wahrend des Mechanismus der alter-
nativen Telomerverldngerung (ALT) genutzt, um die ungeschitzten (uncapped)
Telomerenden zu stabilisieren (Reddel, 2003). Der BIR-Prozess lauft langsam ab, da es zur
Ausbildung von BIR-spezifischen Replikationsgabeln kommen muss. Eine weitere Erklarung
fiir die zeitliche Verzogerung der BIR kann ein weiterer in der Ndhe gelegener DSB sein, der
die Reparatur iber diesen Weg unterdriickt und die anderen Reparaturwege wie SDSA oder
dHJ bevorzugt aktiviert (Jain et al., 2009). Durch die Verwendung von BIR kann es zum Ver-
lust der Heterozygotie (LOH, loss of heterozygosity) kommen (Abb.2.6, Struktur 6a), da das
zweite DNA-Bruchende sich an der Reparatur nicht beteiligt und somit diese Information fir
immer verloren geht (Pierce et al., 2001a). Als physiologische Konsequenz der BIR kdnnen
schlieRlich Translokationen der Chromosomen entstehen, welche des Ofteren mit der Ent-
stehung von Krebs einhergehen (Mitelman et al., 2007).

Der Weg der SDSA ist im Vergleich zur BIR ein Mechanismus, welcher die genomische Integ-
ritat bewahrt. Ein resektiertes Bruchende wird verldangert, indem die Information der homo-
logen Matrize genutzt wird. AnschlieBend lagert sich das verlangerte DNA-Stiick an das ge-
brochene DNA-Ende an (Abb. 2.6, Struktur 5b). Bei diesem Prozess werden keine Holliday
junctions und keine SCEs ausgebildet (Abb. 2.6, Struktur 6b), was dazu fihrt, dass die ur-
spriingliche genetische Information erhalten bleibt (Grabarz et al., 2012). Aus diesem Grund
wird SDSA als Prozess der Gene Conversion bezeichnet und scheint der dominante Mecha-
nismus bei der HR wahrend der Reparatur von zwei-endigen DSBs zu sein. Im Vergleich zur
BIR ist der SDSA-Weg fehlerfrei (Helleday et al., 2007).

Bei der dritten Moglichkeit der Auflésung der D-Loop-Strukturen kommt es zur Ausbildung
einer doppelten Holliday junction (Abb. 2.6, Struktur 5c). Diese Struktur ist insbesondere im
Zusammenhang mit der Rekombination wahrend der Meiose bekannt, wurde aber auch
wahrend der Reparatur in den somatischen Zellen detektiert (Bzymek et al., 2010). Bei die-

sem Vorgang fiihren beide Bruchenden unabhiangig voneinander eine Stranginvasion an der

2 Einleitung 18



homologen Matrize durch (Abb. 2.6, Struktur 5c). Die dHJ-Struktur wird schlieRlich von BLM-
Topollla unter Entstehung der nicht-SCE-Produkte aufgeldst (Abb. 2.6, Struktur 7). Durch
spezifische Resektasen wie Mus81-Emel-Genl kann dHJ geschnitten werden. Dabei kann es
entweder zur Ausbildung eines SCE oder zu keinem SCE kommen (Mimitou & Symington,
2009). Das Auftreten der dHJ-Struktur in somatischen Zellen ist jedoch ein seltenes Ereignis,

was wiederum die Annahme unterstiitzt, dass SDSA bevorzugt genutzt wird (Ira et al., 2003).

2.2.3.3 Alternative Mechanismen

Neben der HR und c-NHEJ existieren alternative Reparaturmechanismen (A-EJ) zur Reparatur
von DNA-DSBs. Diese Wege wurden vor allem in c-NHEJ-Mutanten entdeckt. So konnte von
Boulton & Jackson gezeigt werden, dass Hefe-Zellen trotz der Ku70-Defizienz die DSBs repa-
rieren konnten. Diese Reparatur verlief jedoch deutlich langsamer als im entsprechenden
WT. Neben der verlangsamten Reparatur wurde festgestellt, dass die reparierte DNA
Deletionen und sich Uberlappende Mikrohomologien aufwies (Boulton & Jackson, 1996).
Auch in Sdugetierzellen konnten diese Beobachtungen bestéatigt werden (Kabotyanski et al.,
1998). Somit wurden zwei wichtige Eigenschaften der alternativen Reparaturwege postu-
liert. Es handelt sich zum einen um eine Reparatur, die, im Vergleich zum c-NHEJ, deutlich
langsamer ablduft. Zum anderen ist diese Reparatur fehlerbehaftet, weil die reparierte DNA
Deletionen, Translokationen und Fusionen aufweist. Somit stellen A-EJ-Mechanismen eine
Quelle fiir die genomische Instabilitat dar und sind Ursache fir viele Tumore (Lieber, 2010).
In einer WT-Zelle werden A-EJ-Mechanismen durch c-NHEJ und HR unterdriickt. Kommt es
zu Defekten in c-NHEJ und HR, so konnen die A-EJ-Mechanismen aktiviert werden. Gleichzei-
tig aber, wie es die neueren Studien zeigen, kdnnen sie als eigenstandig wirkende back-up
Reparaturprozesse fungieren, auch wenn die Faktoren des c-NHEJ und der HR vorhanden
sind (Kinner et al., 2008; Mladenov & lliakis, 2011; Dueva & lliakis, 2013).

Basierend auf den Ergebnissen der aktuellen Forschung werden A-EJ-Mechanismen in A-
NHEJ und MMEJ unterschieden. Der wesentliche Unterschied zwischen den beiden Mecha-
nismen besteht in der Notwendigkeit der Mikrohomologien, die fir das MMEJ gebraucht
werden. Die enzymatischen Schritte des A-NHEJ und MME]J sind in der Abb. 2.7 zusammen-

gefasst, bei denen eine Vielzahl von Proteinen beteiligt ist.
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Abb. 2.7: Schematische Darstellung von A-EJ-Mechanismen (A-NHEJ und MMEJ) und der daran beteiligten
Proteine

Die Reparatur eines DSBs erfolgt unter der Beteiligung des MRN-Komplexes, welcher an die DSB-Enden bindet
und diese stabilisiert. Die WRN-Helicase entwindet die DNA, so dass CtIP-abhangige Resektion stattfinden kann.
PARP ist hier ebenso beteiligt. Fir die Reparatur tber MMEJ sind Mikrohomologien notwendig. LIG3/XRCC1
sind fur den Ligationsschritt verantwortlich. Beim A-NHEJ sind keine Mikrohomologien notwendig. Die Enden
werden durch die LIG1 ligiert (Dueva & lliakis, 2012).

Hierbei sind DNA-Ligaselll/XRCC1, die Poly(ADP)ribose Polymerase-1 (PARP-1), der MRN-
Komplex (Mre11/Rad50/Nbs1), WRN and CtIP zu erwahnen (Audebert et al., 2004, Wang et
al., 2006, Rass et al., 2009, Robert et al., 2009, Xie et al., 2009, Lee-Theilen et al.,, 2011,
Cheng et al., 2011, Zhang & Jasin, 2011). Die DSB-Enden werden sowohl fir das A-NHEJ als
auch fur das MMEJ mithilfe von CtIP resektiert. Im Vergleich zur Resektion im Zuge der HR,
die sich Giber 50-100 Nucleotide ausdehnt, werden wahrend MMEJ 5-25 Nucleotide entfernt
(Truong et. al, 2013). Nach der Resektion der DSB-Enden entstehen einzelstrangige DNA-
Bereiche, die eine Diskontinuitat darstellen und von PARP-1 erkannt werden. PARP-1 modifi-
ziert sich selbst und andere Proteine durch das Anhdangen von ADP-Ribose-Molekiilen. Ne-
ben der Funktion in der Basen-Exzisionsreparatur und Einzelstrangbruchreparatur wurde
seine Beteiligung in den A-EJ-Mechanismen beobachtet (Caldecott, 2001). Es konkurriert
direkt mit Ku um die DSB-Enden (Wang et al., 2006). In der Abwesenheit von Ku wird PARP-1
an DSBs rekrutiert (Cheng et al., 2011). Ein weiteres Unterscheidungsmerkmal zwischen A-
NHEJ und MMEJ ist der Ligationsschritt. Im Fall von A-NHEJ wird dieser durch Ligase 1 (LIG1)
und im Fall von MMEJ durch Ligase 3 (LIG3)/XRCC1 erfillt (Audebert et al., 2004, Haber,
2008; Paul et al., 2012).

So wie bei den klassischen Reparaturwegen, stellt sich auch hier die Frage, wie die A-EJ-

Mechanismen wahrend des Zellzyklus reguliert werden. Es wurde gezeigt, dass A-EJ-
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Mechanismen in allen Zellzyklusphasen funktionsfahig sind, ihre Aktivitat jedoch wahrend
der spaten S- und G2-Phase ansteigt (Wu et. al., 2008; Guirouilh-Barbat et. al., 2008). Des
Weiteren wurden auch andere Funktionen der A-EJ-Mechanismen beschrieben. Einige Arbei-
ten haben gezeigt, dass diese Mechanismen in die Aufrechterhaltung der Telomer-Struktur
involviert sind (Rai et al., 2010). Weiterhin kénnen sie auch die Funktion des c-NHEJ wahrend
der CSR (class switch recombination) und V(D)J-Rekombination in den c-NHEJ-Mutanten er-

setzen (Lee et al., 2004; Corneo et al., 2007; Jones & Simkus, 2009).

2.2.3.4 Reparatur von Replikation-assoziierten DNA-Schaden

DNA-Replikation ist ein evolutionar hochkonservierter Prozess sowohl in den Pro- als auch in
den Eukaryoten und stellt sicher, dass die DNA dupliziert wird und die Tochterzellen wah-
rend der Mitose eine Kopie des parentalen Genoms erhalten. Es existiert eine Vielzahl von
Kontrollmechanismen, die einen akkuraten Ablauf der Replikation steuern. Alle diese Prozes-
se zielen auf die Stabilitat der Replikationsgabel ab, welche die zentrale Struktur wahrend
der Replikation darstellt (Leman & Noguchi, 2013).

Die Replikationsgabel ist jedoch eine verwundbare Struktur, an der trotz der hohen Korrek-
turlesemechanismen der replikativen DNA-Polymerasen spontane Fehler auftreten kdnnen,
die die genomische Integritdat gefdhrden. So flihren z. B. die hdufig auftretenden
Basenmodifikationen wie Methylierungen, Oxidierungen oder Desaminierungen auf dem
Matrizenstrang zu einer Blockierung der Neusynthese des Tochterstranges, weil kein pas-
sendes Nukleotid von der replikativen DNA-Polymerase in den neu synthetisierten Strang
eingebaut werden kann. Einzelstrangbriiche (SSB) der DNA sind eine weitere Schadensart,
die das Fortschreiten der Replikation verzégern kann. Diese Schaden kdénnen spontan aus
den unreparierten Basenschdden, die durch die Nucleotidexcisons- (NER) oder Basen-
excisionsreparatur (BER) nicht beseitigt wurden, entstehen. Sie werden aber auch in einer
viel héheren Anzahl durch Strahlung oder durch chemische Agenzien wie z. B. Camptotecin
(CPT) induziert (Adachi et al., 2004). Werden diese Schaden nicht durch die Einzelstrang-
bruchreparaturmechanismen repariert, werden sie im Zuge der Replikation in die ein-
endigen DNA-DSBs (one-ended DSBs) umgewandelt (Strumberg et al., 2000). Neben den
DNA-Schaden kénnen sekundare DNA-Strukturen wahrend der Replikation auftreten, die die
Replikationsmaschinerie behindern konnen (Mirkin & Mirkin, 2007). Die Replikationsgabel

kann auch mit der Transkriptionsmaschinerie kollidieren. Und obwohl die Zelle diese negati-
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ve Interaktion durch bestimmte Mechanismen vermeiden kann, kann die Replikation trotz-
dem angehalten werden (Brewer & Fangman, 1988; Deshpande & Newlon, 1996). Weiterhin
gibt es natirlich vorkommende DNA-Sequenzen, die schwer zu replizieren sind und zum Ar-
rest sowie dem Abfallen der Replikationsgabel fiihren kdnnen. Diese Sequenzen werden als
Common fragile sites (CFS) bezeichnet und sind insbesondere gegeniiber den Replikations-
stress-aktivierenden Agenzien empfindlich (Freudenreich, 2007). Wenn also die Replikation
gestort wird, konnen die Replikationsgabeln arretieren oder kollabieren (Petermann &
Helleday, 2010; Jones & Petermann, 2012), was zur Aktivierung eines intra-S-Phase Check-
points flihrt und Reparaturprozesse in Gang setzt (Jackson, 2002; Willis & Rind, 2009; Polo &
Jackson, 2011).

Aufgrund der Antiparallelitdit der DNA-Doppelhelix, wo einer der Strange in 5’-3’-Richtung
und der andere in 3’-5"-Richtung verlauft, weist die Replikationsgabel eine asymmetrische Y-
formige Form auf. Die DNA-Polymerasen besitzen jedoch nur eine Aktivitat in 5°-3"-Richtung,
so dass die Replikation teilweise diskontinuierlich ablaufen kann. Der Tochterstrang der kon-
tinuierlich synthetisiert wird, wird als Leitstrang (leading strand) bezeichnet. Demgegeniiber
steht der Tochterstrang, der diskontinuierlich synthetisiert wird. Dieser wird als Folgestrang
(lagging strand) bezeichnet (Goulian et al., 1990). Die Unterschiede in der Synthese des Leit-
und Folgestranges der Replikationsgabel flihren dazu, dass die DNA-Schaden auf dem Leit-
bzw. Folgestrang auf verschiedenen Wegen repariert werden (Abb. 2.8). Diese beinhalten
translesion synthesis (TLS; Abb. 2.8, A: 1-2b-3b; B: 1-2c), template switching wahrend der
Regression der Replikationsgabel (Abb. 2.8, A: 1-2b-3d-4d-4d-5d) sowie die HR (Abb. 2.8, A:
1-2b-3c-4c-5¢; B: 1-2a/b-3a/b) (Branzei et al, 2008). Aufgrund der Blockierung der
replikativen DNA-Polymerasen durch die Lasionen am Folge- und Leitstrang werden die
hochspezialisierten TLS-Polymerasen aktiviert, welche die unspezifischen, von dem Watson-
Crick-Modell abweichenden Basen einfiigen (Li & Heyer, 2008). Die TLS-Polymerasen, z. B.
Poln, Polt und Polk gehéren zur Y-Familie der DNA-Polymerasen und unterscheiden sich stark
in ihrer Substrataffinitdt (Prakash et al., 2005). Nachdem trotz des Schadens durch TLS-
Polymerasen repliziert wurde, kommt es zu einer Riickaktivierung der replikativen DNA-
Polymerasen, die die weitere Replikation durchfiihren (Prakash et al., 2005). Obwohl TLS ein
fehlerbehafteter Mechanismus ist und Punktmutationen hervorrufen kann, wird dieser be-
vorzugt genutzt, wenn Replikation infolge der Basenschadigung arretiert wird (Heller & Ma-

rians, 2006a).
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Abb. 2.8: Reparaturwege der HR an den arretierten/kollabierten Replikationsgabeln

A. Moglichkeiten einen DNA-Schaden am Leitstrang einer Replikationsgabel zu reparieren. Arretierte Replikati-
onsgabel (Struktur 1) kann durch eine Endonuclease geschnitten werden (Struktur 2a, blauer Pfeil), um einen
ein-endigen DSB zu generieren. Der Schaden kann Uber BIR repariert werden (Strukturen 2a-3a-4a-5a), indem
eine Stranginvasion und Ausbildung eines Holliday junction erfolgt. Es findet somit eine Reorganisation einer
funktionierenden Replikationsgabel statt. Der initiale blockierende Schaden kann durch die TLS-Polymerasen
behoben werden. TLS kann zu einem direkten bypass des Schadens fiihren, bei dem Polymerasen liber den
Schaden hinweg replizieren (Struktur 3b, griine Linie). Eine weitere Mdoglichkeit ist, dass die Synthese des Fol-
gestranges entkoppelt von der Synthese des Leitstranges stattfindet (Struktur 2b). Dieses kann dann zum by-
pass durch TLS fuhren (Struktur 3b). Oder es entsteht infolge der Wiederaufnahme der Leitstrang-Synthese
eine Licke am Leitstrang. Diese wird durch den HR-Vorgang geschlossen (3c-4c-5c). Die verschiedenen Mog-
lichkeiten der Stranginvasion sind unten bei der Reparatur des Schadens am Folgestrang dargestellt (2a-3a-4;
2b-3b-4). Alternativ zu TLS kann die Replikationsgabel eine so genannte ,Chicken foot” Struktur ausbilden, bei
der der Folgestrang als Matrize fur den Leitstrang dient (3d-4d). Der Riickgang der ,Chicken foot” Struktur er-
moglicht die Progression der Replikation und schlieflich die Reparatur. B. Moglichkeiten der Reparatur des
Schadens, welcher sich am Folgestrang der Replikationsgabel ereignet hat. Die Wiederaufnahme der Folge-
strang-Synthese, nachdem die Replikationsgabel zum Stehen kommt, hinterldsst eine Liicke auf dem Folge-
strang (Struktur 1). Diese Liicke wird Uber HR repariert (2a-3a/b-4). Der Schaden kann aber auch direkt Gber
TLS-Polymerasen behoben werden (Struktur 2c, griine Linie) (Li & Heyer, 2008).

Beim Vorgang der Regression der Replikationsgabel bilden sich so genannte ,Chicken foot”
Intermediate aus, welche analog zu der Struktur der Holliday junction sind (Abb. 2.8, A: 4d).
Es kommt zum Wechsel der Matrizen. An Stelle von blockiertem 3’-Ende wird der aufkei-
mende Schwesterstrang als Vorlage genutzt. Bei dem Matrizenwechsel findet keine Strang-
invasion statt. Dieser Prozess scheint unabhangig von Rad51 abzulaufen. RPA, Rad52 sowie
weitere Motorproteine sind an der Ausbildung und der Auflésung der , Chicken foot” Struk-
turen beteiligt (Heller & Marians, 2006b).

Die HR wird fur die Reparatur der Licken (gaps) sowie der ein-endigen DSBs verwendet

(Helleday et al., 2007).
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2.3 DT40-Zellsystem

DT40-Zellen sind entartete Hihner B-Lymphozyten. Sie sind durch die Transformation mit-
tels des AL (avian leukosis)-Virus entstanden und wurden aus einem Lymphom, aus der Bur-
sa fabricii isoliert (Baba et al., 1985). Bursa fabricii stellt ein einzigartiges Kérperorgan dar
und wird als eine Drise definiert, in der die primare Differenzierung der Lymphozyten bei
einem Huhn bzw. generell bei Vogeln stattfindet (Ratcliffe, 2006). Als in Suspension gehalte-
ne Zelllinie wurden die DT40-Zellen im Labor von Eric H. Humphries etabliert (Baba et al.,
1985). Eine weitere Studie hat gezeigt, dass DT40-Zellen gegeniliber den Saugetierzellen
fremde DNA haufiger gezielt als zufdllig in die genomische DNA einbauen koénnen
(Buerstedde & Takeda, 1991). Das Verhaltnis zwischen einem zufalligen und gezielten Einbau
betragt dabei mehr als 1:2 (Winding & Berchtold, 2001). Dieses hdangt unter anderem damit
zusammen, dass die Hiihnerzellen, im Vergleich zu Saugetierzellen, einen geringeren Anteil
an sich wiederholenden DNA-Bereichen, IRS (interspersed repetetive sequences) wie z. B.
Satellit-DNA, aufweisen (/RS-Anteil in den Hihnerzellen: 9%; IRS-Anteil in den Saugetierzel-
len: 40-50%; Brown et al., 2003; International Chicken Genome Sequencing Consortium,
2004).

Die Eigenschaft der DT40-Zellen fremde DNA mit hoher Frequenz ins Genom zu integrieren,
konnte in der Forschung genutzt werden, um ein breites Spektrum an knock-out Mutanten
zu generieren. Insbesondere fiir die Bearbeitung der Fragestellungen auf dem Gebiet der
DNA-Reparatur wurden viele Mutanten hergestellt, die Einzel-, Doppel- und sogar Dreifach-
Mutationen mehrerer unterschiedlicher Gene gleichzeitig tragen (Bezzubova et al., 1997;
Takata et al., 1998; Sonoda et al., 1998; Ishiai et al., 2004). Im Vergleich dazu wird die Her-
stellung und Untersuchung von Knock-out-Mutanten im Sdugetiermodell oftmals durch nicht
lebensfahige Phanotypen erschwert. Es existiert zwar eine Vielzahl an natiirlich vorkommen-
den Mutanten, jedoch ist deren genetischer Status des Ofteren hypomorph, d. h., dass die
WT-Funktion des ausgeschalteten Gens teilweise vorhanden bleibt (z. B. bei BRCA1-, BRCA2-
Mutationen). Fiir Sdugetierzellen wurde an dieser Stelle die RNAi-Technik etabliert, deren
Wirkung allerdings instabiler als bei einem kompletten Knock-out ist. Die Besonderheit der
DT40-Zellen, sie als vielseitig einsetzbares Modell zu nutzen, hat den Wissenschaftlern ver-
holfen und verhilft immer noch viele evolutiondr konservierte Reparaturwege und deren
Regulation aufzuklaren und die gewonnenen Erkenntnisse auf die Situation in anderen héhe-

ren Organismen wie Maus und Mensch zu Ubertragen.
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Die DT40-Zellen sind relativ klein. Ihre GroRRe betragt ca. 10 um, wobei das Verhaltnis Zell-
kern zum Zytoplasma sehr hoch ist (Winding & Berchtold, 2001). Die GenomgrofRe betragt
1000 Mb und ist somit ungefahr um zwei Drittel kleiner als die eines Menschen (Internatio-
nal Chicken Genome Sequencing Consortium, 2004). Die Gene werden auf 80 Chromosomen
verteilt, die der GrofRe nach in 11 Makro- und 67 Mikrochromosomen unterteilt werden.
Zusatzlich gibt es ein Paar Geschlechtschromosomen, ZZ oder ZW (Sonoda et al., 1998). Der
Karyotyp der DT40 ist auch lber eine langere Kultivierungsdauer stabil. Der Zellzyklus der
DT40-Zellen dauert, abhdangig vom WT oder Mutante zwischen 8 und 12 h, was fiir die pha-
notypischen Studien von groBem Vorteil ist. Die Abwesenheit von p53 in diesen Zellen verur-
sacht, dass der G1/S-Checkpoint inaktiv bleibt und die Zellen nach Bestrahlung keinen G1-
Arrest aufweisen. Ein Vorteil der p53-Defizienz liegt darin, dass die DNA-Schaden in den Re-
paraturmutanten keine Uberexpression von p53 induzieren, was sonst die Wachstumsfihig-

keit beeintrachtigen und die Apoptose einleiten wiirde (Takao et al., 1999).

2.4 Funktionen des Proteins Artemis

Artemis ist eine Nuklease und gehort zur Proteinsuperfamilie der Metallo-B-Lactamasen.
Eine andere Bezeichnung von Artemis ist SNM1C (Ishiai et al., 2004; Yan et al., 2010). Es
wurde als erstes bei der Charakterisierung der RS-SCID (radiation sensitive severe combined
immunodeficiency)-Patienten entdeckt. Bei diesen Patienten fihrt die Mutation im Artemis-
Gen zu einer Empfindlichkeit gegeniber der ionisierenden Strahlung (Moshous et al., 2001).
Die Funktion von Artemis als Nuclease ist aus dem Vorgang der V(D)J-Rekombination be-
kannt. Mithilfe dieses Proteins werden dort entstandene Loop-Strukturen aufgelost, die als
Folge der RAG-vermittelten DSB-Induktion in den unreifen Lymphozyten entstehen und bei
Artemis-Abwesenheit unaufgelost verbleiben (Pannicke et al., 2004).

Aktivierung von Artemis geschieht durch DNA-PKcs-vermittelte Phosphorylierung. Es ist aber
auch bekannt, dass Artemis durch ATM und ATR reguliert wird (Poinsignon et al., 2004). Ins-
besondere nach niedrigen Dosen (2-3 Gy) wird Artemis durch ATM phosphoryliert. Erst nach
hohen Dosen (10 Gy) tragt DNA-PKcs zu dieser Artemis-Modifikation bei. In vitro, ohne Inter-
aktionspartner, besitzt Artemis eine 5°-3° DNA Exonuclease-Aktivitat, wahrend seine
endonukleolytische Funktion fiir das Auflésen der Loop-Strukturen durch Interaktion mit
DNA-PKcs und durch deren Phosphorylierung aktiviert wird. Die genaue Funktion von Arte-

mis wahrend der DSB-Reparatur ist bislang relativ wenig bekannt. Es wurde gezeigt, dass
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etwa 10-15% der strahleninduzierten DSBs in Saugetierzellen sowohl in der G1- als auch in
der G2-Phase des Zellzyklus unter der Beteiligung von Artemis repariert werden (Ma et al.,
2005; Riballo et al., 2004). In Epistasis-Studien mit humanen Fibroblasten wurde gezeigt,
dass ATM und Artemis im selben Weg wahrend der langsamen Reparaturkomponente betei-
ligt sind. In der G1-Phase ist es ein alternativer Reparaturprozess, in der G2-Phase ist es die
HR (Beucher et al., 2009; Goodarzi & Jeggo, 2012). Alle bisherigen Studien zeigten, dass ein
ausgepragter Reparaturdefekt in den Artemis-defizienten Zellen insbesondere nach langen
Reparaturzeiten ausgebildet wird (Wang et al., 2005b; Darroudi et al., 2007). Dabei wird an-
genommen, dass es sich um komplexere DSBs handelt, welche dazu tendieren, Loop-
Strukturen auszubilden und daher einer Prozessierung bedirfen (Pfeiffer et al., 2004). Diese
Annahme wird dadurch unterstitzt, dass die Etoposid-induzierten DSBs, die glatte DNA-
Enden aufweisen, keine Artemis-Beteiligung bendtigen. AulRerdem steigt der Anteil der Ar-
temis-abhdngigen DSB-Reparatur mit der Hohe des LET (linear energy transfer) an, da nach
der Bestrahlung mit a-Teilchen oder Kohlenstoff der Anteil an komplexen DSBs zunimmt
(Riballo et al., 2004). Neben der DSB-Reparatur wurde eine Funktion von Artemis wahrend
der Zellzykluskontrolle nachgewiesen, indem gezeigt wurde, dass Artemis-defiziente Zellen
einen langer andauernden G2/M-Checkpoint im Vergleich zum WT aufweisen (Krempler et
al., 2007). Eine neuere Studie mit humanen Zelllinien beschreibt Artemis als einen Schalter,
welcher die DSBs von unvollstindig abgeschlossenem c-NHEJ in die HR oder A-EJ-

Mechanismen Uberfiihrt (Kurosawa et al., 2013).

2.5 Zielsetzung

DSBs sind schwerwiegendste Lasionen in der DNA, die, falls sie unrepariert verbleiben, die
genomische Stabilitdt beeintrachtigen. Dieses kann die Entstehung von Mutationen sowie
Krebs beglinstigen und zum Zelltod fiihren. Die Vertebraten haben eine Vielzahl an Repara-
turwegen, wie c-NHEJ, HR und A-EJ etabliert, um diese DSBs zu reparieren. Die Interaktionen
zwischen den Reparaturwegen sind Gegenstand der heutigen Forschung. Insbesondere be-
schéaftigen sich derzeit viele Arbeitsgruppen mit der Aufklarung der Mechanismen, welche
die Wahl des jeweiligen Weges steuern. So wurde z. B. mehrfach gezeigt, dass die Nutzung
des jeweiligen Reparaturweges unter anderem von der Art des Schadens, dessen Lokalisati-
on in der DNA sowie der Position der Zellen im Zellzyklus zum Zeitpunkt der Schadigung ab-

hangig ist.
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Dadurch, dass DT40-Zellen eingebrachte DNA haufiger gezielt als zufallig in die genomische
DNA integrieren, wurde gezeigt, dass sie auch gegenliber den S3ugetierzellen eine erhohte
Frequenz der HR aufweisen. Daher wurde diese Zelllinie als ein gutes Modell fiir die Unter-
suchungen der HR-Ereignisse gesehen. Weitere Studien unter der Verwendung von Uberle-
bensexperimenten und chromosomalen Studien zeigten, dass neben der HR auch das c-NHEJ
in diesen Zellen fir die Uberlebensfihigkeit und die chromosomale Stabilitat wichtig sind
und dass die HR und das c-NHEJ auch in den DT40-Zellen Zellzyklusphasen-abhangig ablau-
fen. Eine interessante Feststellung war, dass die Wegnahme vom c-NHEJ-Faktor Ku70 zu ei-
ner partiellen Strahlensresistenz aufgrund der dadurch gesteigerten HR-Aktivtat in der spa-
ten S/G2-Phase fiihrt. Die bisher verwendeten Methoden, wie das klonogene Uberleben sind
jedoch nur indirekte Nachweismethoden fiir die DSB-Reparatur. Auch die bisher durchge-
fihrten chromosomalen Analysen mit DT40-Zellen wurden unabhangig von der Zellzyklus-
phase durchgefiihrt. Die aus den Studien mit Sdugetierzellen bekannten und zur Verfiigung
stehenden Zellzyklusphasen-spezifischen Methoden ermdglichen dagegen eine genaue Cha-
rakterisierung des Beitrages der jeweiligen Reparaturwege durch den Zellzyklus. Da die Zell-
zyklusphasen-spezifische Analyse der Reparaturereignisse auf der Ebene der yH2AX-Foci und
Chromosomenbriiche fur das DT40-Zellsystem noch nicht beschrieben sind, sollten daher die
entsprechenden Methoden im ersten Teil der vorliegenden Arbeit etabliert werden. Insbe-
sondere das im Uberlebensexperiment mit exponentiell wachsenden Zellen auftretende
biphasische Verhalten der c-NHEJ-Mutante sollte mithilfe der Zellzyklusphasen-spezifischen
Analysen naher charakterisiert werden. Des Weiteren sollte das aus den Untersuchungen
mit Sdugetierzellen bekannte Reparaturmodell in den G1-, und G2- bestrahlten Zellen Uber-
prift werden. Die in der Literatur gut beschriebenen in der S-Phase ablaufenden Reparatur-
prozesse werden durch die Aktivitdt der Replikation stark beeinflusst. Mit einer genaueren
Unterteilung der S-Phase in friihe, mittlere und spate S-Phase sollten Erkenntnisse iber die
Beteiligung des HR- bzw. des c-NHEJ-Weges und deren Wechselwirkungen innerhalb der S-
Phase unter dem Einfluss von Replikation und deren Inhibition gewonnen werden. Bei den
chromosomalen Studien sollte ein besonderes Augenmerk auf die Unterschiede zwischen
der Reparatur nach Bestrahlung in der mittleren S- gegeniiber der G2-Phase gelegt werden.
Fiir die Herstellung einer Korrelation zwischen Reparatur und der Uberlebensfihigkeit soll-

ten schlieBlich Zellzyklusphasen-spezifische Reparaturstudien mit der Zellzyklusphasen-
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spezifischen Uberlebensfihigkeit mithilfe eines neu entwickelten Konzeptes direkt mitei-
nander verglichen werden.

Im zweiten Teil dieser Arbeit sollte die Funktion des Proteins Artemis genauer untersucht
werden. Bisherige Untersuchungen mit Artemis-defizienten DT40-Zellen zeigten mithilfe der
Messungen der Uberlebensfihigkeit, dass sie sensitiv gegeniiber der ionisierenden Strahlung
reagieren. Die mit Sdugetierzellen durchgefiihrten Zellzyklusphasen-spezifischen Analysen
der DSB-Reparatur zeigten, dass Artemis als Nuclease, wahrend der langsamen Reparatur-
komponente in der G1- und G2-Phase aktiv ist. Uber die Beteiligung von Artemis wahrend
der Reparatur in der S-Phase ist noch wenig bekannt. Es gibt einige wenige Hinweise darauf,
dass Artemis in der S-Phase nicht gebraucht wird. Fiir die Uberpriifung dieser Modelle soll-
ten die im ersten Teil dieser Arbeit etablierten Zellzyklusphasen-spezifischen Untersuchun-
gen mit Artemis-defizienten DT40-Zellen durchgefihrt werden. Durch eine genauere Charak-
terisierung der Beteiligung von Artemis bei der DSB-Reparatur in den einzelnen Zellzyklus-
phasen, sollte dieses Protein in das komplexe Geschehen der miteinander wechselwirkenden

Reparaturwege, HR, c-NHEJ und A-EJ eingeordnet werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Materialien

3.1.1 Verwendete Zelllinien

Alle in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien wurden, wenn nicht anders vermerkt ist, freund-
licherweise von Prof. Dr. Shunichi Takeda und seinen Mitarbeitern aus der Abteilung fiir
Strahlen-Genetik (Japan, Kyoto) zur Verfligung gestellt.

DT40 (WT) (parentale Zelllinie):

Ku7042
Rad547":
Ku707"/ Rad54”;

SNM1A/B/C":

B-Lymphozyten, isoliert aus der Bursa fabricii eines
Huhns; durch ALV (avian leucosis virus) transformierte
Lymphoblasten; p53-defizient, freundlicherweise von J-
M. Buerstedde (Heinrich-Pette-Institut, Hamburg) zur
Verfligung gestellt

HLO77; eine homozygote Mutante (beide Allele des
ku70-Gens sind deletiert)

HLO33; eine homozygote Mutante (beide Allele des
rad54- Gens sind deletiert)

HL100; eine homozygote Mutante, bei der beide Allele
beider Gene deletiert sind: ku70 und rad54

Eine homozygote Mutante, bei der alle Allele (jeweils
zwei von snmla, snml1b und snmlic) deletiert sind. Ein
anderer Name fiir das Protein SNM1C ist unter anderem
Artemis (Yan et al., 2010).

Bei den unten stehenden Zelllinien handelt es sich ebenfalls um homozygote Mutanten, bei
welchen beide Allele der