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1 Zusammenfassung

Fiir die Erhaltung der genomischen Integritét einer Zelle ist das koordinierte Zusammenspiel
von DNA-Doppelstrangbruch (DSB)-Reparatur und Zellzykluskontrolle von essentieller
Bedeutung. Die Aktivierung des G2/M-Checkpoints ist ein schneller Prozess, jedoch wird der
Checkpoint bereits aufgehoben bevor die Reparatur abgeschlossen ist. Infolge dessen kénnen
Zellen mit einem erhohten Level an DSBs in die Mitose eintreten. Frithere Arbeiten fiihrten zu
der Erkenntnis, dass in der spaten G2-Phase DSBs iiberwiegend iiber den Weg der Homologen
Rekombination (HR) repariert werden. Diese Beobachtungen liefen vermuten, dass das
Aufheben des G2/M-Arrests vor Abschluss der Reparatur dazu fiihrt, dass Zellen mit HR-
Reparatur-Intermediaten in die Mitose eintreten. Im Rahmen dieser Arbeit wurden DNA-
Konstrukte hergestellt, welche es ermoglichen sollten, das Reparaturverhalten von HR-
Faktoren (Rad51, Rad52, Rad54, Mus81) am Ubergang von der G2-Phase in die Mitose
genauer zu charakterisieren. Hierzu wurden basierend auf den Vektoren Zelllinien hergestellt
und auf ihre Funktionalitdt hin untersucht. Einige der Zelllinien kamen bei der Beantwortung
der nachfolgenden Fragestellung mittels Immunfluoreszenz-Mikroskopie (IFM) und
Lebendzellmikroskopie zum Einsatz. Dariiber hinaus sollte untersucht werden, ob sich diese
Intermediate in der Mitose nachweisen lassen und welche Faktoren weiterhin an der
Reparatur beteiligt sind. Zudem sollte ein tieferer Einblick in die Struktur der Intermediate
gewonnen werden.

Im Laufe dieser Arbeit konnte zunichst gezeigt werden, dass die bekannten HR-Faktoren
Rad51 und Rad54 in der spiten G2-Phase vom Chromatin dissoziieren und in der Mitose
nicht an den DSBs lokalisieren. Im Gegensatz zu Rad51 und Rad54 ist nur wenig iiber die
Rolle von Rad52 wihrend der HR in Sdugerzellen bekannt. Nach IR wird Rad52-GFP langsam
rekrutiert und hat das Maximum zu spéten Zeiten. Rad52-GFP-Foci kolokalisieren zudem in
der spaten G2-Phase mit Rad51-Foci und phosphoryliertem RPA (pRPA), was einen Hinweis
auf eine Rolle von Rad52 in einem spaten Schritt der HR liefert. Um festzustellen, ob eine
Rad52-GFP-Foci-Ausbildung von vorangegangenen HR-Ereignissen abhédngt, wurde Rad51
inhibiert. Interessanterweise nehmen die Foci-Zahlen von Rad52-GFP und pRPA nach Rad51-
Inhibition zu. Dies lasst darauf schliel3en, dass Rad52 auch eine Funktion unabhéngig von
einer vorhergehenden Rad51-Rekrutierung, dem Schliisselschritt der HR, wahrnehmen kann.
Ob diese Funktion identisch zu der zu spiten Zeitpunkten in der G2-Phase in
Rad51-profizienten Zellen ist, ist Gegenstand nachfolgender Projekte. Dariiber hinaus sind die
Rad52-Foci auch in der Pro- und in der Metaphase nachweisbar, wo sie mit der

bekanntermaf3en an der Auflosung sogenannter Chromatin entanglements beteiligten Nuklease
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Mus81 kolokalisieren. Dies bestdtigt zum einen die Hypothese, dass HR-Intermediate in die
Mitose eintreten, zum anderen deutet dies auf deren Auflosung hin. In der Arbeit werden
verschiedene Modelle diskutiert, welche Rolle Rad52 bei der Reparatur in der spiten

G2-Phase und am Ubergang in die Mitose einnehmen kénnte.

The coordinated interplay of DNA double-strand break (DSB) repair and cell cycle control is
essential for the maintenance of a cell's genomic integrity. The activation of the G2/M
checkpoint is a fast process, but the checkpoint is abrogated before the repair is complete. As
a result, cells can enter mitosis with an increased level of DSBs. Previous work led to the
conclusion, that in late G2 phase DSBs are repaired predominantly by homologous
recombination (HR). These observations suggested that the abrogation of the G2/M-arrest
prior to the completion of DSB repair results in cells entering mitosis with HR repair-
intermediates. In this work, DNA vectors have been constructed and used for establishing cell
lines to characterize the repair behavior at the transition from the G2 phase into mitosis by
immunofluorescence microscopy (IFM) and live cell microscopy. Moreover, it was
investigated whether these intermediates could be detected in mitosis and what factors are
still involved in the repair. Finally, the aim of this work was to get a deeper insight into the
structure of the intermediates.

During this work it was first shown that the common HR factors Rad51 and Rad54 dissociate
from chromatin in late G2 phase and cannot be detected at the DSBs in mitosis. In contrast to
Rad51 and Rad54, only little is known about the role of Rad52 during HR in mammalian
cells. After IR, Rad52-GFP is recruited slowly and has the maximum at later times. Rad52-GFP
foci colocalize with Rad51 foci in late G2-phase, indicating a function of Rad52 in a late step
of HR. In addition, the Rad52 foci are also detectable in metaphase, where they colocalize
with the endonuclease Mus81 which is known for its involvement in the resolution of so-
called chromatin entanglements. This confirms the hypothesis that HR intermediates enter
mitosis. It was further shown that IR-dependent phosphorylated RPA (pRPA) co-localizes with
Rad52-GFP in the course of the G2-phase. To determine whether Rad52-GFP foci formation
depends on previous HR events, Rad51 was inhibited. Interestingly, the foci numbers of
Rad52-GFP and pRPA are elevated due to Rad51 inhibition. This suggests that Rad52 also
functions independently of a previous Rad51 recruitment, the key process of HR. Whether in
this case the function of Rad52 is identical to that at later times in the G2-phase in Rad51-
proficient cells, is the subject of subsequent projects. In this study, various models are
discussed concerning the role of Rad52 in the transition of G2 phase induced DSBs into

mitosis.
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2 Einleitung

Das humane Genom ist Tréger der gesamten Erbinformation unseres Organismus und
speichert diese in Form der Desoxyribonukleinsdure (DNA). Die etwa 3,2x10° Basen unseres
Genoms sind stdndig der Gefahr ausgesetzt, durch eine Vielzahl von endogenen und exogenen
Noxen Schaden zu nehmen. Die schwerwiegendste und fiir die genomische Integritét
geféhrlichste Lasion stellt der DNA-Doppelstrangbruch (DSB) dar. Endogen kénnen DSBs z.B.
durch die als Nebenprodukte des Metabolismus entstehenden reaktiven Sauerstoffspezies
(ROS) induziert werden. Eine weitere endogene Ursache der Entstehung eines DSBs liegt in
der DNA-Replikation. Trifft eine Replikationsgabel auf ein Hindernis wie z.B. spontan
desaminierte Basen, apurine Stellen, Einzelstrangbriiche (SSBs) oder durch UV-Strahlung
verursachte Photoprodukte kann es zur Stérung der Replikation und zur Entstehung eines
DSB fiihren. Zudem existieren zelluldire Mechanismen, welche gezielt DSBs induzieren, wie
z.B. bei der Gametogenese wihrend der Meiose (Panizza et al. 2011) oder bei der V(D)J-
Rekombination wéhrend der Reifung von Lymphozyten (Schatz und Swanson 2011).

Als exogene Ursachen fiir die Entstehung von DSBs sind Umweltgifte, Medikamente als auch
ionisierende Strahlung, zu nennen. Die Quellen ionisierender Strahlung sind dabei recht
vielfaltig und konnen medizinischen Anwendungen wie Therapie und Diagnostik oder
natiirlichen Quellen, wie z.B. der terrestrischen oder der kosmischen Hintergrundstrahlung
entstammen. Es wird geschétzt, dass in jeder Zelle des Korpers etwa 10 DSBs pro Tag
auftreten (Gospodinov und Herceg 2013). Im Rahmen einer Strahlentherapie kann ein
Vielfaches davon induziert werden, um gezielt Tumorgewebe zu zerstoren.

Um die genomische Integritit wieder herzustellen und negative Folgen fiir die Zelle
abzuwenden, miissen entstandene DSBs so schnell wie moglich erkannt und beseitigt werden.
Ein unreparierter bzw. fehlerhaft reparierter DSB kann bereits zu Informationsverlust,
Translokationen, Chromosomenaberrationen, Zelltod oder zu dereguliertem Wachstum und
somit zur Transformation einer Zelle fithren, mit zum Teil schwerwiegenden Folgen fiir den
Organismus (Khanna und Jackson 2001). Der Organismus schiitzt sich hiervor durch die
Reparatur entstandener Schidden, dem Verhindern oder Verlangsamen der Proliferation oder
indem er die Zellen gezielt zugrunde gehen lasst (Apoptose). Dass diese Mechanismen
zuweilen auch versagen konnen, zeigt eine Vielzahl von Krankheitsbildern, welche auf
genomische, oft sogar monogene Verdanderungen (Mutationen) zuriickzufiihren sind. Hierzu
zdhlen Chromosomeninstabilititssyndrome (z.B. Ataxia telangiectasia, Li-Fraumeni-Syndrom,
Nijmegen-breakage Syndrom) und =zahlreiche Krebsarten (z.B. Lymphome, Leukémie,
Brustkrebs), welche zum Teil auf denselben Gendefekten beruhen (Ciccia und Elledge 2010).
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Das Verstandnis der Ursache dieser Krankheitsbilder ist hierbei gleichzeitig der Schliissel zur
Pravention bzw. zur Behandlung der Folgen solcher Gendefekte. Erste erfolgreiche Ansétze
gibt es auf dem Gebiet der Krebstherapie. Héufig fiihren Defekte in wichtigen Regulatorgenen
zu einem unkontrollierten Zellwachstum. Wéahrend gesunde Zellen meist iiber redundante
Kontrollmechanismen verfiigen, kann ein solcher Gendefekt genutzt werden, um gezielt die
entarteten Zellen zu schddigen, ohne dass dies Folgen fiir die gesunden Zellen nach sich zieht.
Es sind bereits sogenannte synthetisch letale Therapieansitze, also selektive Antitumor-
Therapien (Bryant et al. 2005; Chen et al. 2006) beschrieben, fiir deren Entwicklung die
intensive Erforschung von dem Zusammenspiel der DNA-Reparaturwege und den
Mechanismen der Zellzykluskontrolle essentiell gewesen ist. Das hohere Verstindnis der
Vielzahl bisher weniger erforschter Interaktionen und deren Auswirkung auf die
Tumorkontrolle wird auch in Zukunft die Grundlage zur Entwicklung verbesserter

Krebstherapie- und Praventionsansatze darstellen.

2.1 Grundlagen ionisierender Strahlung und Strahlungsarten

Unter ionisierender Strahlung (IR) versteht man Teilchen- als auch Photonenstrahlungen,
welche in der Lage sind, einem Atom oder einem Molekiil Elektronen zu entziehen und es
somit zu ionisieren. Teilchenstrahlung ist stets mit einem Massetransport verbunden und
schliel8t a-Teilchen (Heliumkerne), Elektronen, Neutronen, Protonen und Schwerionen mit
ein. Photonenstrahlung ist masselos und transportiert Energie in Form einer
elektromagnetischen Welle. Natiirliche Photonenstrahlung entsteht in Form von y-Strahlung
bei dem Zerfall radioaktiver Atomkerne, wohingegen kiinstliche Photonenstrahlung
(Rontgenstrahlung) mithilfe einer Rontgenrohre erzeugt werden kann.

In einer Rontgenrohre stehen sich in einem Vakuum eine Gliihkathode und eine
Wolframanode gegeniiber. Wird die Gliihkathode bei Betrieb aufgeheizt entsteht eine
Elektronenwolke, welche bei gleichzeitigem Anlegen einer hohen Spannung zwischen
Kathode und Anode in Richtung Anode beschleunigt wird. Uberschreitet bei dem Beschuss die
Elektronenenergie die Bindungsenergie der Elektronen im Anodenmaterial, koénnen
Elektronen aus einer Atomschale entfernt werden (Sekundérelektronen). Um die
Elektronenliicke in der Schale auszugleichen, wird diese durch ein Elektron aus einer hoheren
Schale oder durch ein freies Elektron aufgefiillt. Die bei dem Auffiillen der Schale auftretende
Energiedifferenz wird in Form von Rontgenstrahlung (Photonenstrahlung) freigesetzt. Eine
weitere Quelle von Rontgenstrahlung bei dem Betrieb einer Rontgenrohre stellt die

sogenannte Bremsstrahlung dar. Diese entsteht, wenn ein beschleunigtes Elektron aufgrund
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von Wechselwirkungen mit dem Anodenmaterial seine Geschwindigkeit &ndert und der
Energieverlust in Form eines Rontgenquants frei wird. Das hierfiir bendtigte Elektron kann
direkt aus der Kathode oder aus einem vorangegangen lonisationsprozess im Anodenmaterial

(Sekundérelektron) stammen.

2.2 Wechselwirkung von ionisierender Strahlung mit Materie

Bei der Wechselwirkung von y- und Rontgenstrahlung mit Materie kann es zur Absorption
oder zur Streuung der Photonen kommen. Dabei entstehende geladene Sekundarteilchen wie
Elektronen oder Positronen konnen ebenfalls das umgebende Material ionisieren. Da die
ionisierende  Wirkung der Photonenstrahlung iiberwiegend auf die genannten
Sekundarteilchen und weniger auf eine direkte Ionisierung durch Photonen zuriickzufithren
ist, spricht man bei Photonenstrahlung auch von einer indirekt ionisierenden Strahlungsart.
Die mal3geblich bei der Ionisierung von Materie beteiligten Wechselwirkungen sind der
Compton- und der photoelektrische Effekt. Beim Compton-Effekt wechselwirkt ein Photon mit
einem &ulleren Hiillelektron des Absorbers. Dabei iibertrdgt das Photon einen Teil seiner
Energie auf das Elektron, was auch als elastischer Sto bezeichnet wird. Das gestol3ene
Elektron verldsst die Atomhiille, wodurch diese einfach ionisiert wird (Krieger, 2007). Das frei
gewordene Elektron (Sekundéarelektron) kann durch Wechselwirkung mit anderen Molekiilen
des absorbierenden Materials ebenfalls Ionisationen hervorrufen bzw. zur Erzeugung von
Bremsstrahlung fithren. Das Photon selbst wird durch die Wechselwirkung gestreut. Es besitzt
aufgrund des Energieverlusts eine groRere Wellenldnge und ist bei ausreichender verbliebener
Energie in der Lage, weitere Ionisationen zu bewirken.

Beim photoelektrischen Effekt (Photoeffekt) absorbiert ein Elektron einer inneren Schale die
gesamte Energie eines Photons. Ubersteigt die Energie des Photons die Elektronen-
bindungsenergie, wird das Elektron aus seiner Atomschale gestol3en und ionisiert somit den
Elektronendonor. Das energiereiche Elektron kann bei weiteren Wechselwirkungen
Bremsstrahlung auslésen oder andere Atome ionisieren. Das in der Atombhiille fehlende
Elektron muss aus einer hoheren Atomschale oder durch ein freies Elektron aufgefiillt werden.
Bei dem Ubergang in den energieirmeren Zustand wird die Energiedifferenz des Elektrons in
Form eines Rontgenquants frei. Das emittierte Rontgenquant besitzt eine der Energie der
Ursprungsschale entsprechende charakteristische Wellenlidnge.

Ein weiterer Prozess, der bei der Ionisierung von Materie eine Rolle spielt, ist die
Wechselwirkung von hochenergetischen Photonen (> 1 MeV) und dem elektrischen Feld der

Atomkerne, der sogenannte Paarbildungseffekt. Hierbei wird ein Photon in ein Elektron und
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ein Positron (Teilchen-Antiteilchen-Paar) verwandelt, welche Bremsstrahlung erzeugen oder

andere Atome ionisieren konnen.

2.3 Direkte und indirekte Wechselwirkung von Strahlung mit DNA

Bei einer direkten Wechselwirkung von ionisierender Strahlung mit der DNA werden durch
Ionisationen und Anregungen direkt Radikale in der DNA gebildet oder ihre Struktur z.B.
durch das Aufbrechen der Wasserstoffbriickenbindungen verdndert (Krieger, 2007).
Schéadigungen der DNA durch direkte Strahlenwirkungen sind aufgrund des relativ geringen
Masseanteils vergleichsweise selten und machen nur einen geringen Anteil aus.

Der grof3te Anteil der durch ionisierende Strahlung verursachten DNA-Schidden wird auf
indirektem Wege, also am Ende eines mehrstufigen Ionisationsprozesses, erzeugt. Aufgrund
des hohen relativen Massenanteils der Wassermolekiile in der Zelle ist das Wasser der
wichtigste Wechselwirkungspartner mit ionisierender Strahlung. Die Ionisation eines
Wassermolekiils kann zur Radiolyse, d.h. dem Zerfall in Molekiilbruchstiicke mit
radikalischem Charakter fithren. Organischen Verbindungen werden durch die Wasserradikale
meist Wasserstoffatome entzogen, was z.B. in der Auflosung von Wasserstoffbriicken-
bindungen in der DNA resultieren kann. Der im Zellplasma vorhandene freie Sauerstoff
erhoht die Ausbeute an entstehenden Wasserradikalen zuséatzlich und fiihrt auch zur Bildung
von Perhydroxyl- und Peroxidradikalen. Aufgrund der hoheren Strahlenwirkung in
Anwesenheit von freiem Sauerstoff spricht man auch von einem Sauerstoff-Verstarkungsfaktor
(Krieger, 2007). Die Verstarkung lasst sich zwar auf ausreichend perfundiertes Gewebe, nicht
jedoch auf die hypoxischen Bedingungen im Inneren eines Tumors iibertragen. Dies gilt es

z.B. bei der Planung einer Strahlentherapie zu beachten.

2.4 Erkennung des DNA-Doppelstrangbruchs

Von den spontan als auch den induziert auftretenden DNA-Schidigungen stellt der DSB die
schwerwiegendste Beeintrachtigung der genomischen Integritdt dar. Um deren Fortbestehen
zu gewdhrleisten und einen Informationsverlust, Mutationen oder die Transformation einer
Zelle zu verhindern, dirigiert die Zelle fein aufeinander abgestimmte Mechanismen. So kann
durch das Einsetzen eines Zellzyklus-Arrests das Proliferieren geschéadigter Zellen verhindert
oder verlangsamt, die Reparatur entstandener Schiaden eingeleitet oder als letzter Ausweg die

Zelle in die Apoptose getrieben werden (Jeggo und Lobrich 2006). Allen drei Mechanismen
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gemein ist die Notwendigkeit der schnellen Erkennung eines vorhandenen DSBs durch
Sensoren und die effektive Transduktion des Schadenssignals zu den Effektororganen.

Eine wichtige Rolle bei der frithen Erkennung des DSBs spielt der MRE11/Rad50/NBS1
(MRN)-Komplex. Dieser bindet an den DSB und rekrutiert die Proteinkinase Ataxia
telangiectasia mutated (ATM). Daraufhin autophosphoryliert sich ATM und geht von dem
inaktiven Dimer in den Zustand des aktiven Monomers (pATM) iiber. Das Monomer ist in der
Lage, eine Variante des Histons 2A, das H2AX zu phosphorylieren und erzeugt somit yH2AX
(Rogakou 1999; Burma et al. 2001).

\ %/ Abbildung 1: Erkennung
H2AX eines DSBs und daran

am e a— e
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Phospha
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Der auch als yH2AX-Sensor bezeichnete Faktor Mediator of DNA damage checkpoint protein 1
(MDC1) bindet an das YH2AX und rekrutiert weiteres MRN, woraufhin weiteres pATM bindet.
Dies fiihrt wiederum zur Phosphorylierung von benachbartem H2AX (Lukas et al. 2011). Die
yH2AX-Phosphorylierung und die damit einhergehende MRN-, MDC1- und pATM-
Rekrutierung breitet sich somit iiber einen mehrere Megabasen erstreckenden Bereich aus.
Die damit verbundene Rekrutierung weiterer Schadensmarker fiihrt schnell zu einer
Amplifikation des Schadenssignals, welche fiir die folgenden Prozesse wie DNA-Reparatur und
Zellzykluskontrolle von entscheidender Bedeutung ist. MDC1 kann nun seinerseits die
Ubiquitin-Ligasen RNF8 und RNF168 rekrutieren und fiihrt hierdurch zur Ubiquitinierung von
H2A/X. Diese Art der Modifikation wird sowohl von dem p53 binding protein 1 (53BP1) als
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auch durch das Breast cancer susceptibility gene 1 (BRCA1) erkannt (Fradet-Turcotte et al.
2013). Beide Faktoren sind fiir die Wahl des Reparaturwegs von grol’er Bedeutung. Die
Rekrutierung von Ubiquitin-Ligasen und die Phosphorylierung von Histonen fiihren zu einer
Reihe weiterer, die Chromatinstruktur modifizierender Schritte, welche besonders fiir eine
Reparatur in heterochromatischen Bereichen wichtig sind (Murray et al. 2012; Gospodinov
und Herceg 2013; Jeggo und Downs 2014).

Ein Grol3teil der an der Erkennung des DSBs und bei der Amplifikation des Schadenssignals
beteiligten Proteine tritt in so groflen Mengen am Bruch auf, dass sie sich mit
immunzytochemischen Methoden mikroskopisch in Form sogenannter strahleninduzierter
Foci (IRIF) detektieren lassen. So ermoglicht z.B. die Detektion von yH2AX oder 53BP1 auf
Einzelzellebene eine quantitative Aussage, liber die Anzahl der durch Strahlung induzierten
DSBs sowie iiber deren Reparatur (Lobrich et al. 2010). Wahrend fiir den Nachweis von DSBs
mit z.B. elektrophoretischen Methoden sehr hohe Strahlungsdosen notwendig sind, ist die
Detektion der Foci wesentlich sensitiver. Diese ermoglicht eine Reparaturmessung auf
Einzelzellebene, da bereits einzelne DSBs nachgewiesen werden konnen. Dies ermoglicht es,
Bestrahlungsexperimente auch mit relativ geringen, physiologischen bzw. medizinisch
relevanten Dosen durchfiihren zu konnen. Die Abfolge der Rekrutierung und Derekrutierung
oder der Modifikation verschiedener Reparatur-assoziierter Proteine ermdglicht dariiber
hinaus eine Aussage iiber die zeitliche Organisation der Schadensantwort innerhalb eines

strahleninduzierten Focus bzw. iiber die Wahl des DSB-Reparaturweges (Lukas et al. 2011).

2.5 DSB-Reparatur

In Eukaryoten existieren im Wesentlichen zwei DSB-Reparaturwege: Die Nicht-homologe
Endverkniipfung (Non-homologous end joining; NHEJ) und die Homologe Rekombination
(HR). Fiir beide Reparaturwege sind Unterwege beschrieben, deren genaue Mechanismen
Gegenstand aktueller Forschung sind. Im Folgenden werden zunéchst die Grundmechanismen
beschrieben und daran anschliel3end wird auf das Zusammenspiel der Reparaturwege mit

dem Zellzyklus bzw. der Checkpoint-Kontrolle eingegangen.

2.5.1 Die Nicht-homologe Endverkniipfung (NHEJ)

Die Reparatur eines DSBs mittels NHEJ benotigt keine intakte homologe Sequenz als Vorlage
und steht daher wéhrend des gesamten Zellzyklus zur Verfiigung. Der Prozess des core-NHEJ

(c-NHEJ) (siehe Abbildung 2) wird durch die hochaffine Bindung des Ku70/80-Heterodimers
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iiber das Phosphatriickgrat der DNA-Enden initiiert und ist somit sequenzunspezifisch (Walker
et al. 2001). Die Bindung des Heterodimers schiitzt die Enden vor einem nukleolytischen
Abbau. Das Heterodimer rekrutiert die katalytische Untereinheit DNA-PKcs, um das aktive
DNA-PK-Holoenzym zu bilden.

c-NHEJ Abbildung 2: Reparatur eines DSBs mittels
¢-NHEJ. Nach Induktion des DSBs erkennt das

IR Ku70/80-Heterodimer die Bruchenden,
\3\%/ rekrutiert die  katalytische  Untereinheit

DNA-PKcs und wird somit zum aktiven
DNA-PK-Holoenzym. Nach einer limitierten

lra"“"”“" Prozessierung der DNA-Enden konnen die

Bruchenden unter Mithilfe der Faktoren XRCC4

: = und XLF von LIG4 ligiert werden. (Abbildung

verdndert nach Mladenov et al. 2013)
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Wiederherstellen der DNA-Integritat

Der entstandene Enzymkomplex stabilisiert die Position der Bruchenden zueinander und fiihrt
zur Autophosphorylierung von DNA-PK. Die hierdurch bewirkte Konformationsdnderung
macht die DNA-Enden wieder zuginglich. Nun koénnen Faktoren fiir eine begrenzte
Prozessierung der DNA-Enden rekrutiert werden (Artemis, Pol u und Pol 1). Die Prozessierung
ist wichtig, da viele DSBs kein 5'-P oder 3'-OH-Ende besitzen, welche fiir eine angestrebte
Ligation notwendig sind. Die Ligationsreaktion wird durch den DNA-LigaseIV/
X-Ray Cross Complementing 4 (XRCC4)-Komplex mit Unterstiitzung des XRCC4-like factor
(XLF) bewerkstelligt. Die Wiederherstellung der DNA-Integritdt mittels c-NHEJ ist ein
schneller, aufgrund des partiellen Informationsverlusts bei der End-Prozessierung jedoch ein

mit Fehlern behafteter Prozess. Da die Ligationsreaktion keine Homologie benotigt, konnen
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freie DNA-Enden jedweder Herkunft miteinander verkniipft werden, was in seltenen Fillen
auch zu Translokationen fiihren kann.

Das c-NHEJ findet bevorzugt innerhalb der ersten Stunden nach Schadensinduktion statt.
Kann der Schaden z.B. bei einer Ku-Defizienz (c-NHEJ-Mutante) oder aufgrund einer hoheren
Komplexitdt des Schadens nicht durch c-NHEJ repariert werden, kann ein langsamerer
Reparaturweg, das alternative NHEJ (alt-NHEJ) (siehe Abbildung 3), die Integritdt der DNA
wieder herstellen. Bei der Entscheidung, ob iiber alt-NHEJ repariert wird, hat der Faktor Poly-
ADP-Ribose-Polymerase (PARP)-1 eine fordernde, PARP-2 hingegen eine unterdriickende
Funktion. PARP-1 bindet bevorzugt am Bruchende, wenn des Ku-Heterodimer fehlt. Fiir die
Reparatur iiber den alternativen Weg scheinen Mikrohomologien von Vorteil zu sein, welche
mithilfe einer CtIP- und MRE11-abhédngigen Resektion zuginglich gemacht werden kénnen
(Mladenov et al. 2013). Neueste Studien zeigten, dass CtIP dabei von PLK3 aktiviert wird
(Barton et al. 2014). Die Ligationsreaktion wird durch die Ligase 3 (LIG3) im Komplex mit
XRCC1 oder durch Ligase 1 (LIG1) bewerkstelligt. Weiter wird die Helikase WRN mit dem
alt-NHEJ assoziiert (Sallmyr et al. 2008).

In der G1-Phase stellt das alt-NHEJ vermutlich die letzte Instanz der DNA-Reparatur vor dem
Eintritt in die S-Phase dar, mit dem Preis einer erhohten Wahrscheinlichkeit der Erzeugung

von Translokationen (Barton et al. 2014).

alt-NHEJ
IR Abbildung 3: Reparatur eines DSBs mittels
alt-NHEJ. Wird der Bruch nicht direkt durch
\%f ¢-NHEJ repariert, kann durch die PARP-1-
Aktivitit eine MRN- und CtIP-vermittelte

PARP-1 @ ,MRN Resektion eingeleitet werden. Fiir die Ligation
PARP-2 (8_| ctP der Bruchenden wird ein Komplex aus LIGI,

LIG1
RV B,
—_

Wiederherstellen der DNA-Integritat

LIG3 und vermutlich XRCCl1 bendtigt.
(Abbildung veridndert nach Mladenov et al.
2013)
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2.5.2 Homologieabhdangige DNA-Reparatur

Wahrend das NHEJ weitestgehend unabhéngig von einer Sequenzhomologie operieren kann,
existieren weitere DNA-Reparaturwege, fiir deren Funktion das Vorhandensein von
Homologien essentiell ist. Bei der HR sind interchromosomale Homologien fiir ein exaktes
Wiederherstellen verlorener Information notwendig. Bei dem Single strand annealing (SSA)
hingegen fiihren iiberwiegend intrachromosomale Homologien zur DSB-Reparatur mit
einhergehendem Sequenzverlust und somit mutagenem Potential. Beide Mechanismen
bedienen sich einer weitreichenden Resektion, um die bendétigten homologen Sequenzen

erschlielen zu konnen.

2.5.2.1 Homologe Rekombination (HR)

Die HR setzt das Vorhandensein einer intakten homologen Kopiervorlage voraus. Das Prinzip
beruht auf der Synthese der verlorenen Information des beschddigten Chromatids, wobei das
intakte Schwesterchromatid als Matrize dient. Diese Grundvoraussetzung ist nur nach bereits
erfolgter Replikation, also in der fortgeschrittenen S-Phase und in der G2-Phase gegeben.
Zunichst erfolgt eine schnelle Erkennung des DSB durch den MRN-Komplex. Hierbei erzeugt
die MRE11-Endonukleaseaktivitidt einen Einzelstrangbruch in dem 5'-Strang in der Nédhe des
DSBs. Anschliel3end erfolgt eine bidirektionale Resektion an der Inzisionsstelle mittels MRE11
(3'-5'-Resektion), Exol/BLM und DNA2 (5'-3'-Resektion) (Shibata et al. 2014). Zudem startet
CtIP unter Mithilfe von BRCA1 die Resektion vom 5'-Ende her (Cruz-Garcia et al. 2014),
wodurch schlie3lich eine bis zu 3,5kb lange (Zhou et al. 2014) 3'-iiberhdngende
einzelstrangige DNA (ssDNA) entsteht und somit der DSB fiir die Reparatur mittels HR
lizensiert wird. In der Folge wird der DNA-Einzelstrang durch den heterotrimeren
Proteinkomplex Replication Protein A (RPA) vor der Degradation durch Nukleasen geschiitzt.
RPA bindet mit hoher Affinitdt an ssDNA und erzeugt zudem eine Konformationsdnderung,
welche die DNA fiir das Schliisselprotein der HR, Rad51, leichter zugénglich macht
(McIlwraith et al. 2000). Anschlief3end wird RPA mithilfe von Mediatorproteinen wie dem
Breast cancer susceptibility gene 2 (BRCA2) und Rad51-Paralogen (Rad51B, Rad51C, Rad51D,
XRCC2, XRCC3) durch die Rekombinase Rad51 ersetzt. Im Schliisselschritt der HR invadiert
das Rad51-Nukleoproteinfilament mithilfe von Rad54 in die intakte dsDNA des
Schwesterchromatids und sucht nach der homologen Sequenz. Hierbei wird der
komplementére intakte Strang verdrdngt, was zur Ausbildung eines Displacement-Loop (D-

Loop) und einer sogenannten Holliday-Junction (HJ) fiihrt.
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Wurde die Homologie gefunden (Synapse), muss Rad51 vom 3'-OH-Ende durch
Rad54/Rad54B entfernt werden, damit der invadierte Strang durch DNA-Synthese verlangert
werden kann. Rad54 hat eine ATP-abhédngige Translokationsaktivitdt und kann so die HJ vor
sich her treiben (Branch Migration). An diesem Punkt bestehen zwei verschiedene
Moglichkeiten der Homologie-abhdngigen Reparatur, deren genaue Regulation noch erforscht
wird (siehe Abbildung 4).

Eine Moglichkeit der Reparatur infolge einer Rad51-Stranginvasion ist das Synthesis-dependent
strand annealing (SDSA). Hierbei wird nach ausreichender Elongation (DNA-Synthese) des
invadierten Strangs das Rad51-Filament und somit die Synapse von einer Anti-Rekombinase
(z.B. RTEL1) aufgelost (Barber et al. 2008). Beim SDSA kommt es anschlieRend zum
Annealing mit dem zweiten resekierten DSB-Ende. Dies fiihrt zur Bildung eines Non-
Crossover-Produktes (Lok und Powell 2012).

Alternativ kann es nach der Branch-Migration zum Einfangen des zweiten resektierten DSB-
Endes durch den D-Loop kommen (Second-End-Capture), und auch der zweite Strang kann
durch Synthese verldngert werden. Fiir die hierbei ausgebildete Doppel-Holliday-Junction
(dHJ) sind verschiedene Mechanismen beschrieben, welche eine Auflosung des
HR-Intermediats ermoglichen. Abhédngig davon, welche Nukleasen sich an dem Prozess der
dHJ-Resolution beteiligen (Genl, Mus81, SLX1-SLX4-Komplex), entstehen Crossover- oder
Non-Crossover-Produkte (Wechsler et al. 2011).

Sowohl das SDSA als auch das als Double strand break repair (DSBR) bezeichnete Modell der
HR gewdéhrleisten durch eine &ullerst exakte Wiederherstellung der DNA-Sequenz den

Fortbestand der genomischen Integritat.

2.5.2.2 Single strand annealing (SSA)

Ein weiterer von Homologien abhdngiger DNA-Reparaturweg ist das SSA. Wird ein DSB durch
repetitive Sequenzen flankiert, welche in diesem Fall die Homologie darstellen, ist eine
Reparatur mittels SSA moglich. Diese Art der Reparatur ist im Hefe-System gut beschrieben
und konnte in vitro auch im humanen System gezeigt werden (Symington 2002). Da etwa
50 % des humanen Genoms aus repetitiven Sequenzen bestehen, ist eine in vivo-Rolle des SSA
bei der humanen DNA-Reparatur wahrscheinlich, jedoch noch nicht final aufgeklart.
Grundvoraussetzung fiir den Reparaturweg ist eine weitreichende Resektion mittels CtIP und
dem MRN-Komplex und der daraus resultierenden Beladung der ssDNA-Bereiche mit RPA.
Somit konnen die den DSB umgebenden repetitiven Sequenzen zuginglich gemacht werden,

und in Folge kommt es zum hRad52-vermittelten Annealing zwischen den repetitiven

2. Einleitung 13



Sequenzen. In vitro kann SSA auch an Stellen mit DNA-Repeats auftreten, welche durch
heterologe Sequenzen von bis zu 170 bp getrennt vorliegen (van Dyck et al. 2001). Durch das
Annealing der homologen, unter Umstdnden weiter vom Bruch entfernten Sequenzen, bleiben
die heterologen 3'-iiberhdngenden Enden als sogenannte Flap-Strukturen bestehen. Diese
konnen vermutlich durch die Interaktion des Annealers hRad52, dem Endonukleasekomplex
XPF/ERCC1 und weiterer durch den Komplex rekrutierter strukturspezifischer Endonukleasen
entfernt werden (Motycka et al. 2004; Al-Minawi et al. 2008). Somit geht der urspriinglich
zwischen den repetitiven Sequenzen gelegene Teil verloren. Aufgrund des Verlusts
genomischer Information ist dieser Reparaturweg potentiell mutagen und pragt daher auch
den Begriff der nicht-konservativen HR.

Waihrend BRCA1 vermutlich in Kombination mit CtIP sowohl HR als auch SSA begiinstigt,
wirkt BRCA2 in seiner Funktion als Rad51-Loader hemmend auf das SSA (Stark et al. 2004).
Es wird vermutet, dass die hohe chromosomale Instabilitdt in BRCA2-defizienten Zellen unter
anderem auf der Erhohung fehleranfilliger Reparaturwege wie dem SSA beruht (Larminat et
al. 2002). Weiter haben sowohl eine Rad51- als auch eine Rad54-Defizienz eine Erh6hung des
SSA zur Folge (Bennardo et al. 2008; Dronkert, M. L. G. et al. 2000). SSA ist somit nicht von
einer Stranginvasion bzw. einer Rad51-Filamentbildung fiir die Homologiesuche abhéngig
und schlie3t somit nachfolgende Ereignisse wie z.B. HJ-Auflosung aus. (Symington 2002).
Auch wenn gewisse mechanistische Ahnlichkeiten zum alt-NHEJ bestehen, so ist das SSA
aufgrund der GréRe der bendétigten resektierten Bereiche und Homologien verschieden.
Wahrend das alt-NHEJ mit Mikrohomologien von wenigen Basen auskommt, benétigt das SSA
eine weitreichendere Resektion, um den ndtigen Grad an Homologie zu erreichen. Um das
SSA einzuleiten, sind ERCC1 und hRad52 wichtige Faktoren, fiir alt-NHEJ und HR sind diese
jedoch nicht notwendig (Stark et al. 2004).
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Abbildung 5: Reparatur eines DSB
mittels SSA. Die Bruchstelle wird
von zwei repetitiven, zueinander
homologen Sequenzen flankiert.
Nach der Erkennung des DSB folgt
die Resektion vom 5'-Ende her.
Hierdurch werden die homologen
Bereiche freigelegt. Die einzel-
straingige =~ DNA  wird durch
Beladung mit RPA vor dem
nukleolytischen Abbau geschiitzt.
Rad52 begiinstigt das Annealing
der komplementdren Sequenzen.
Die heterologen Bereiche am
jeweiligen 3'-Ende bilden Flap-
Strukturen aus. Diese werden
durch den Endonukleasenkomplex
aus XPF und ERCC1 prozessiert.
Die Ligation der Einzelstrédnge
erfolgt vermutlich durch die DNA-
Ligase3. (Abbildung frei verdndert
nach Mladenov et al. 2013)

X NH
k LIG3

Wiederherstellen der DNA-Integritat
mit Verlust von Sequenzinformation

2.6 Auswirkungen von DNA-Doppelstrangbriichen auf die Zellzykluskontrolle

Die wichtigste Funktion des Zellzykluskontrolle ist die Gewahrleistung einer exakten und
vollstindigen Genomduplikation und die gleichméllige Verteilung der genetischen
Information auf die Tochterzellen (Lukas et al. 2004). Der Zellzyklus ist in G1-, S-, G2-Phase
(werden auch als Interphase bezeichnet) und in die Mitose eingeteilt. Eine G1-Phase-Zelle
besitzt den einfachen diploiden Chromosomensatz und kann die Entscheidung treffen, ob sie
aktiv in den Zellzyklus eintritt (Proliferation) oder in diesem Zustand fiir 1ingere Zeit verharrt
(Quieszenz). Nicht-proliferierende Zellen werden auch als GO-Phase-Zellen bezeichnet und
machen den grof3ten Anteil der Zellen im menschlichen Korper aus. In der G1-Phase wird eine
bevorstehende Proliferation vorbereitet. Sind alle benétigten Faktoren vorhanden, tritt die
Zelle in die S-Phase ein und beginnt mit der DNA-Replikation. Nach erfolgter Verdoppelung
des Chromosomensatzes werden in der G2-Phase die Voraussetzungen fiir eine Zellteilung
geschaffen. Die Mitose selbst wird in weitere Phasen unterteilt. Zu Beginn kondensiert das

Chromatin (Prophase) und die Kernhiille 16st sich auf (Prometaphase). Die Chromosomen
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werden mithilfe der Mikrotubuli des Spindelapparats entlang der Aquatorialebene angeordnet
(Metaphase). AnschlieSend werden die Schwesterchromatiden segregiert und in Richtung der
zwei Zellpole transportiert (Anaphase). Die Ausbildung einer neuen Kernhiille um das
Chromatin (Telophase) beendet die Kernteilung, und schliel3lich teilt sich die Zelle in zwei
genetisch identische Tochterzellen (Cytokinese).

Das Voranschreiten der Zelle im Zellzyklus wird durch zwei Klassen miteinander
interagierender Proteine, die Cyclin-abhdngigen Kinasen (CDKs) und die Cycline
gewdhrleistet. Die Cycline tragen ihren Namen aufgrund ihrer zellzyklusphasenabhéngigen
Expression und somit zyklierenden Konzentration in der Zelle. Erreicht eines der vier Cycline
(A, B, D, E) seine maximale Konzentration ist somit auch die interagierende Kinase (CDK)
maximal aktiv. Die aktiven Kinasen gewdihrleisten das Voranschreiten im Zellzyklus durch
Phosphorylierung von Proteinen, welche fiir nachfolgende Schritte benétigt werden

Kann ein ungestortes Durchlaufen des Zellzyklus nicht gewahrleistet werden, etwa durch das
Auftreten von DSBs, reagiert die Zelle darauf, indem sie die Proliferation mithilfe sogenannter
Checkpoints verhindert oder verlangsamt (siehe Abbildung 6). Dabei kommt es zur
Aktivierung von Signalkaskaden, welche die Aktivitit der Cyclin/CDK-Komplexe hemmen.
Uber die Regulation der Aktivitit von CDKs ist die Zelle in der Lage drei spezifische
Kontrollpunkte (Checkpoints) zu steuern. Die Checkpoints treten am Ubergang von der G1-
zur S-Phase (vor der Replikation), in der S-Phase, und am Ubergang von der G2-Phase zur
Mitose (postreplikativ) auf. Sie werden dementsprechend als G1/S-, Intra-S- und G2/M-

Checkpoint bezeichnet.

Cyclin A/CyclinB Abbildung 6: Checkpoint-
Cdk1 vermittelte Zellzyklus-
kontrolle.  Die  zyklische
Expression und Degradation
Cyclin D der Cycline im Verlauf des
Cdk 4/6 Zellzyklus  steuert  die
G1 Aktivitit der assoziierten
CDKs und somit die
Progression im Zellzyklus.
Die Induktion von DSBs
fihrt zur Aktivierung der
Checkpoints. (Abbildung
verdndert nach Rothkamm
et al. 2003)

G2/M-
Checkpoint

Cyclin A
Intra-S- Cdk 2

Checkpoints S G1/S-
Checkpoint

Cyclin E
Cdk 2
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2.6.1 Der G1/S- und Intra-S-Checkpoint

Der G1/S-Checkpoint reguliert den Eintritt einer Zelle in die Synthese-Phase (S-Phase) und
wird iiber zwei Mechanismen gesteuert. Zum einen wird in der G1-Phase in Folge einer
DSB-Induktion (siehe Punkt 2.4) die Transduktionskinase CHK2 durch ATM aktiviert. CHK2
inaktiviert daraufhin die Phosphatase CDC25A und die aktivierende Dephosphorylierung von
CDK2 bleibt aus. Hierdurch ist CDK2 inaktiviert, der G1/S-Checkpoint setzt ein und verzogert
das Eintreten in die S-Phase (Deckbar et al. 2010). Dieser Prozess wird rein posttranslational
reguliert und fithrt zu einer schnellen Aktivierung der Signalkaskade. Die zweite Moglichkeit
besteht in der Aktivierung des Tumorsuppressors p53 durch ATM und CHK2. Das aktive p53
ist ein aktivierender Transkriptionsfaktor fiir die Expression des CDK-Inhibitors p21. Die
Inhibition von CDK2 durch p21 ist ein Prozess, welcher aufgrund der transkriptionellen
Regulation erst nach einigen Stunden den Eintritt in die S-Phase verhindert. Die
posttranslationale, wie auch die transkriptionelle Regulation koénnen jedoch nicht das
Eintreten von in der spiten G1-Phase geschidigter Zellen in die S-Phase verhindern. Dies
fiihrt dazu, dass das Einsetzen des G1-Checkpoints erst spéter zu beobachten ist. Zu spéteren
Zeiten nach IR fiithrt das Zusammenspiel der beiden Mechanismen, p53-unabhéngig bzw.
p53-abhéngig, zu einem lang anhaltenden und unempfindlichen G1/S-Arrest (Deckbar et al.
2010).

Die Signalkaskaden nach Bestrahlung in der S-Phase sind dhnlich denen in der G1-Phase. Der
Unterschied besteht darin, dass es bei Auftreten von DSBs nicht wie in der G1-Phase zu einem
Arrest kommt, sondern lediglich zu einer Verlangsamung des Zellzyklus durch das Anhalten
bestehender Replikationsgabeln oder dem Verhindern der Induktion neuer Replikations-
gabeln. An die, an den blockierten Replikationsgabeln persistierenden, RPA beladenen
ssDNA-Bereiche wird ein Komplex aus Ataxia telangiectasia and Rad3 related (ATR) und dem
ATR interacting protein (ATRIP) rekrutiert. Dabei kommt es zur Autophosphorylierung von
ATR, welches anschlieBend CHK1 phosphoryliert. Aktiviertes CHK1 kann nun CDC25A
inaktivierend phosphorylieren, wodurch CDK2 inaktiv bleibt (Lobrich und Jeggo 2007). Tritt
durch Bestrahlung ein DSB unabhéngig von einer Replikationsgabel auf, wird die schnelle,
p53-unabhéngige Kaskade analog zur G1-Phase aktiviert. Findet an diesem DSB Resektion
statt, aktivieren die entstehenden, RPA-beladenen ssDNA-Bereiche wiederum ATR. Die
Inhibition von CDK2 in der S-Phase verhindert das Beladen des Replikations-Initiationsfaktors
CDC45 auf das Chromatin und inhibiert somit die Aktivierung weiterer Replikationsurspriinge

(Bartek et al. 2004). Da durch einen intra-S-Checkpoint der Zellzyklus nicht vollstdndig
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angehalten wird, treten Zellen mit verbliebenen DNA-Schdden in die G2-Phase ein und

aktivieren den G2/M-Checkpoint.

2.6.2 Der G2/M- und der Mitose-Checkpoint

Der G2/M-Checkpoint verhindert, dass Zellen mit einem erhohten Level an DSBs in die Mitose
eintreten konnen. Die Steuerung des Eintritts einer Zelle in die Mitose erfolgt iiber den
Mitosis/maturation promoting factor (MPF). Dieser besteht aus Cyclin B und CDK1 und muss
zu Beginn der Mitose durch die Phosphatase CDC25C aktivierend dephosphoryliert werden. In
der G2-Phase konnen die Kinasen ATM und ATR durch zwei verschiedene Substrate aktiviert
werden. Zum einen wird ATM direkt durch einen DSB aktiviert, zum anderen konnen
resektierte und somit einzelstrangige DNA-Bereiche ATR aktivieren. In der Folge werden die
Checkpoint-Kinasen CHK1/CHK2 durch Phosphorylierung aktiviert. Diese bewirken durch die
Phosphorylierung der CDC25C-Phosphatase deren Bindung an den 14-3-3-Komplex und damit
deren Export aus dem Zellkern. Somit bleibt die aktivierende Dephosphorylierung des MPF
aus (Kumagai et al. 1998). Inaktives CDK1 fiihrt zu einem, im Vergleich zum G1/S-
Checkpoint, schnellen Einsetzen des G2/M-Checkpoints und dem Verhindern des Eintritts in
die Mitose (Bartek und Lukas 2003, 2007). Jedoch ist der G2/M-Checkpoint weniger sensitiv,
so dass Zellen mit 10-15 DSBs bereits wieder in die Mitose eintreten (Deckbar et al. 2011).
Somit ist der G2/M-Checkpoint nicht in der Lage, der Entstehung von chromosomalen
Briichen in der Mitose vollstindig entgegen zu wirken, stellt jedoch mehr Zeit fiir eine
Reparatur in der G2-Phase zur Verfiigung.

Ein weiterer Mechanismus zur Verhinderung der Entstehung genomischer Instabilitit ist der
Metaphase-Checkpoint, auch bezeichnet als Spindel-Assemblierungs-Checkpoint (SAC). Dieser
reguliert die Progression von der Metaphase zur Anaphase, um eine exakte
Chromosomensegregation sicherzustellen. Falsch oder nicht tiiber die Kinetochore am
Spindelapparat befestigte Chromatiden aktivieren den SAC und verhindern so die
Segregation. In mitotischen Zellen kann ATM die Zentrosomen-abhéngige Spindelausbildung
vermutlich tiber den SAC verhindern und so einen mitotischen Arrest induzieren (Eliezer et al.
2014). ATM, yH2AX und MDC1 sind Teil des mitotischen Kinetochors und regulieren dort die
richtige Positionierung der Mitotic checkpoint complex (MCC)-Untereinheiten Mad2 und
CDC20 und somit die Integritit des MCC. Mit dem Einsetzen des SAC bindet der MCC an
CDC20 und verhindert die Aktivierung des Anaphase promoting complex (APC) und somit den
Eintritt in die Anaphase. Trotz der Beteiligung wichtiger Komponenten der DNA-

Schadensantwort am SAC, ist eine DSB-abhéngige Induktion des SAC nicht nachgewiesen.
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2.6.3 Das Zusammenspiel von DNA-Reparatur in G2 und dem G2/M-Checkpoint

Nach der Induktion von DSBs durch IR ist das NHEJ der Hauptreparaturweg wahrend aller
Zellzyklusphasen (Beucher et al. 2009). Die HR ist dagegen aufgrund der Notwendigkeit einer
Kopiervorlage in Form des vorhandenen Schwesterchromatids auf die spate S- und G2-Phase
beschrankt. Die Reparatur von DSBs in der G2-Phase weist eine biphasische Kinetik auf,
welche die beiden beteiligten Reparaturwege reprasentiert. Innerhalb der ersten Stunden
nach Bestrahlung werden etwa 80 % der DSBs durch NHEJ repariert, was der schnellen
Komponente entspricht. Die HR hingegen ist ein komplexer, daher langwieriger Prozess und
entspricht somit der langsamen Komponente. Die Faktoren, welche die Wahl des
Reparaturweges beeinflussen, wurden in den letzten Jahren immer besser untersucht. Die
Ergebnisse zeigen, dass Briiche, die z.B. aufgrund ihrer Komplexitit oder ihrer Lokalisation in
schwer zuganglichen Chromatinbereichen lange unrepariert verbleiben, praferentiell iiber die
HR repariert werden, wéhrend einfache und leicht zugéngliche Briiche eher iiber das NHEJ
repariert werden (Murray et al. 2012).

Man geht davon aus, dass das Ku-Heterodimer zundchst an allen DSB-Enden bindet und
dieses, sofern keine Ligation stattfindet, vermutlich durch den MRN-Komplex wieder entfernt
werden kann (Symington und Gautier 2011). Die Nukleasefunktion von MRN initiiert
zusammen mit CtIP die Resektion, welche durch Exol/BLM und DNA2 fortgefithrt werden
kann (Symington und Gautier 2011). Somit wird die DNA-Reparatur mittels Resektion in
Richtung HR gelenkt (Shibata et al. 2014). Die fiir die Resektion und der davon abhéngigen
Homologiesuche bendtigte Zeit wird dabei durch den G2/M-Checkpoint zur Verfiigung
gestellt (Lobrich und Jeggo 2007).

Hierbei konnte gezeigt werden, dass die Dauer des Checkpoints abhédngig von der Dosis und
somit von der Menge der induzierten DSBs ist, aufgrund der Kommunikation zwischen der
DSB-Reparatur und der Zellzykluskontrolle (Deckbar et al. 2007; Krempler et al. 2007).
Interessanterweise findet eine Aufhebung des G2/M-Checkpoints bereits bei einem
verbliebenen Level von 10-15 DSBs statt, mit welchen die geschéddigten Zellen in die Mitose
eintreten. Die Frage nach der Ursache fiir das verfriihte Aufheben des Checkpoints ist dabei
noch nicht vollstindig geklart. Es wurde beobachtet, dass Zellen welche zu spaten Zeiten nach
Bestrahlung verbliebene DSBs besitzen, diese iiberwiegend iiber den Weg der HR reparieren
(Beucher et al. 2009). Dies fiihrte zu Spekulationen, dass moglicherweise zu spiten Zeiten
vorhandene HR-Reparaturintermediate, welche resektierte DNA-Bereiche darstellen und somit
Bestandteil der ATR-Signalkaskade sind, kein ausreichendes Signal fiir eine Aufrechterhaltung

des G2/M-Checkpoints bereitstellen. Eine andere Moglichkeit besteht darin, dass es sich bei
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der verfriihten G2/M-Transition um einen aktiven Prozess handelt, bei dem die Zelle bewusst
mit Reparaturintermediaten in die Mitose eintritt

Es gibt Hinweise darauf, dass bei einem bevorstehenden Eintritt in die Mitose die DNA-
Reparatursignalkaskade upstream der bereits beschriebenen RNF8-Rekrutierung (siehe Punkt
2.4) unterbrochen wird. Dieser Prozess wird bereits in der G2-Phase initiiert (Nelson et al.
2009) und inhibiert durch die in der G2-Phase und Mitose aktiven Kinasen CDK1 und Plk1 die
Rekrutierung von RNF8 und 53BP1 an das DSB-flankierende Chromatin (Orthwein et al.
2014). Die CDK1-abhingige Phosphorylierung von RNF8 verhindert die Interaktion zwischen
RNF8 und MDC1. Auch wenn yH2AX und MDC1 noch beim Eintritt in die Mitose am
Schadensort nachweisbar sind, findet vermutlich keine Signalverstdrkung mehr statt. Die
Folge sind in die Mitose eintretende DSBs, welche wahrscheinlich HR-Intermediate darstellen.
Diese konnen in der Mitose zur Entstehung von chromosomalen Briichen fiihren. Es ist unklar,
was mit diesen Reparaturintermediaten in der Mitose passiert. Dabei sind mitotische Zellen
gegeniiber DSBs sehr empfindlich, weil sie die DNA-Reparatur aktiv inhibieren. Da Telomere
einendige DSBs darstellen, besteht bei einer mitotischen DNA-Reparatur die Gefahr der
Entstehung von Telomerfusionen und somit einer Genom-Destabilisierung. Es muss also dafiir
Sorge getragen werden, dass keine aktiven Reparaturprozesse in die Mitose eintreten bzw. in

der Mitose aktiviert werden (Orthwein et al. 2014).

2.6.4 Die Beteiligung von Rad52 an der DNA-Reparatur

Ein grofder Teil der vorliegenden Arbeit beschiftigt sich mit dem bereits im Zusammenhang
mit dem SSA erwdhnten Faktor Rad52. Im Folgenden wird auf den Aufbau und die
Funktionen des Faktors genauer eingegangen.

Aufgrund besonders hoher Homologien im N-Terminus in Saccharomyces cerevisiae (scRad52),
Maus und Mensch (hRad52) wurde zunédchst von einer hochkonservierten Funktion von
Rad52 in diesen Organismen ausgegangen (Shen et al. 1995). Das hRad52 besitzt wie auch
das scRad52 vier funktionelle Doménen fiir DNA-Bindung, Selbstassoziierung, RPA-
Interaktion und Rad51-Interaktion. Beide Rad52-Homologe bilden oligomere Ringe
iiberwiegend in Form eines Heptamers aus (Shinohara et al. 1998; van Dyck et al. 1998;
Stasiak et al. 2000). Saccharomyces cerevisiae besitzt im Gegensatz zum humanen System kein
BRCA2. Stattdessen iibernimmt scRad52 die Rad51-vermittelte Rekombination und ist in
Hefen der hierfiir essentielle HR-Faktor (Shinohara und Ogawa 1998). Im humanen System
konnte eine hRad52-Abhéngigkeit der Rad51-Rekrutierung lediglich in vitro gezeigt werden

(Sugiyama et al. 2006). In vitro konnen RPA und hRad52 zudem die Stranginvasion des
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Rad51-Filaments stimulieren (Mcllwraith et al. 2000). Vermutlich hat hRad52 jedoch im
humanen System aufgrund des Vorhandenseins von BRCA2 seine Rolle bei der Rad51-
Beladung verloren. So konnte in vivo gezeigt werden, dass Rad51-Foci bereits nach 2-4 h,
hRad52-Foci hingegen erst 4-6 h nach Bestrahlung ihr Maximum erreichen und dass sich
Rad51-Foci selbst in Rad52-defizienten Zellen normal ausbilden kénnen (Wray et al. 2008).
Dies schlief3t eine essentielle Funktion von hRad52 bei prasynaptischen Vorgidngen aus.

Die starke Kolokalisation von Rad51 und hRad52 nach der Gabe von Hydroxyurea (S-Phase
schdadigendes Agens) ldsst eine Funktion von hRad52 eher in einem HR-vermittelten
Replikationsgabelneustart, wie es auch im Hefesystem existiert, vermuten (Wray et al. 2008).
Alternativ konnte hRad52 auch an der Reparatur komplexer DNA-Schiden beteiligt sein,
welche nicht iiber den urspriinglichen Rad51-abhédngigen Prozess repariert werden konnen
(Wray et al. 2008). Auch wenn in Primatenzellen hRad52 eine HR-stimulierende Funktion
besitzt (Park et al. 1996) ist die in vivo-Funktion in humanen G2-Zellen hingegen nicht
gesichert.

Eine weitere Funktion wird dem hRad52 beim Second-End-Capture zugeschrieben, dem
Prozess bei dem nach fortgeschrittener Branch Migration der D-Loop die homologe Sequenz
des zweiten resektierten DNA-Endes prasentiert und somit das Annealing erméglicht (siehe
Punkt 2.5.2.1). An diesem Vorgang ist vermutlich hRad52 als Annealer beteiligt. In Bakterien
konnte gezeigt werden, dass RecQ und SSB, die funktionellen Homologe von hRad52 und
RPA, diese konservierte Reaktion bewerkstelligen kénnen (Sugiyama et al. 2006). Dariiber
hinaus zeigten in vitro-Versuche, dass eine Interaktion zwischen hRad52 und RPA fiir eine
Second-End-Capture-Reaktion notwendig ist, um somit ein Template fiir die DNA-Synthese
durch DNA-Polymerase n erzeugen zu konnen (Mcllwraith und West 2008). Auch wenn in
vitro-Ansédtze Hinweise auf eine konservierte Funktion von hRad52 im Second-End-Capture
liefern, ist die Beteiligung in vivo weiterhin unklar.

Bis zum heutigen Tag stammen die meisten iibereinstimmenden Daten zu hRad52 aus in vitro
Experimenten, Bedingungen unter denen nur die Interaktion und Funktion einer geringen
Anzahl an Faktoren unter kiinstlichen Bedingungen untersucht werden kénnen. Die Anzahl
der in vivo-Experimente im humanen System ist hingegen recht iiberschaubar und die
Ergebnisse sind zum Teil widerspriichlich zu den Ergebnissen aus in vitro-Anséatzen.
Rad52-Knockout-Mause zeigen keine auffilligen Abnormalitdten, die Lebensfahigkeit ist nicht
beeintrachtigt und die Tiere sind fertil (Rijkers et al. 1998). Im humanen System sind keine
natlirlichen hRad52-Defizienzen bekannt, jedoch sind hRad52-Non-sense-Mutationen

beschrieben, welche mit keinem auffélligen Phénotyp in Verbindung stehen (Bell et al. 1999).
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Auch wenn es in Folge von genotoxischem und Replikationsstress zu einer Umverteilung des
hRad52 im Kern kommt ist es iiberraschend, dass eine Rad52-Defizienz kaum zu
Auswirkungen auf die HR-Frequenz und auf die Sensitivitit gegeniiber genotoxischen
Agenzien fiihrt (Shen und Huhn 2013). Aufgrund der Redundanz von Rad52 mit BRCA2 in
hoheren Eukaryoten, zeigen Rad52-Knockout-Zellen von Wirbeltieren nur einen milden
Phédnotyp nach Bestrahlung, ohne groRere Beeintrachtigungen der HR (Stark et al. 2004;
Cramer-Morales et al. 2013).
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2.7 Fragestellung

Das gut koordinierte Zusammenspiel von DNA-Reparatur und Zellzykluskontrolle ist wichtig
fiir die Erhaltung der genomischen Integritit. Die zellzyklusspezifische Untersuchung der
DSB-Reparatur auf Einzelzellebene brachte hierbei neue Erkenntnisse zur Regulation dieser
Mechanismen im humanen System. So konnte in vorangegangenen Arbeiten in fixierten
Zellen (Dissertation Dorothee Deckbar, 2007), als auch mithilfe der Lebendzellmikroskopie
(Dissertation Eik Schumann, 2011) gezeigt werden, dass bestrahlte Zellen trotz profizienter
G2/M-Checkpoint-Induktion mit unreparierten Briichen in die Mitose eintreten. Zudem zeigte
sich bei der zellzyklusspezifischen Analyse der DNA-Reparatur in fixierten Zellen, dass die
schnelle Reparaturkomponente (NHEJ) beim Eintritt in die Mitose weitestgehend
abgeschlossen ist und die noch vorhandenen Briiche iiber die langsame Komponente der HR
repariert werden (Beucher et al. 2009; Deckbar et al. 2011). Dies deutete darauf hin, dass der
verbliebene Schaden, welcher nach Aufhebung des G2/M-Checkpoints in die Mitose iiberfiihrt
wird, vermutlich HR-Reparatur-Intermediate darstellt.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die genauere Charakterisierung des Zusammenspiels von
der DNA-Reparatur und der G2/M-Checkpointkontrolle in lebenden Zellen. Der Schwerpunkt
der Betrachtung sollte dabei auf den Vorgéngen in der spiten G2-Phase und dem Ubergang in
die Mitose liegen.

Eine Aufgabe bestand in der Herstellung von Zelllinien, welche verschiedene Fluorochrom-
gekoppelte DNA-Reparaturfaktoren exprimieren. Da in fritheren Arbeiten bereits Studien mit
allgemeinen DSB-Markern durchgefiihrt wurden, sollten nun spezielle Marker fiir die HR
etabliert werden.

Im Anschluss sollte anhand dieser Zelllinien sowie mittels Lebendzellmikroskopie und der
Immunfluoreszenz-Mikroskopie untersucht werden, mit welchen Kinetiken verschiedene an
der HR beteiligten Proteine nach Bestrahlung in der G2-Phase an die induzierten Briiche
rekrutiert werden und ob diese Faktoren auch in der Mitose nachweisbar sind. Diese
Untersuchungen sollten Aufschluss {iber die HR-Vorgédnge in der spiten G2-Phase und iiber
die Beschaffenheit der in die Mitose transferierten Schadensstrukturen geben.

Im Laufe der Arbeit entstand eine weitere Aufgabenstellung durch den Einsatz des Faktors
Rad52 als HR-Marker. Da iiber dessen Funktion in der humanen HR weniger bekannt ist,

sollte dieser Faktor genauer charakerisiert werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

Steril durchzufithrende Arbeiten wurden in dafiir vorgesehenen Sterilbdnken des Typs
Hera Safe (Thermo Scientific) angefertigt. Mikrobiologische und molekulargenetische
Arbeiten wurden strikt getrennt von den Arbeiten mit humanen Zellen an verschiedenen
Sterilbdnken durchgefiihrt. Alle Arbeitsflichen und unter den Sterilbdnken verwendete
Materialien wurden mit 70 % Ethanol desinfiziert. Glaswaren und Impfésen wurden vor
Verwendung abgeflammt bzw. ausgeglitht. Wiederverwendbare Glaswaren wurden vor
Gebrauch autoklaviert. Verbrauchsmaterialien wurden steril erworben oder vor der
Verwendung  autoklaviert.  Herzustellende  Fliissigmedien @ wurden  autoklaviert,

temperatursensible Reagenzien hingegen wie z.B. Antibiotika wurden zunéchst gelost und mit

0,22 um Spritzenfiltern sterilfiltriert.

Tabelle 1: Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung Anbieter
Kryorohrchen VWR
Deckglaser (rund Durchmesser 9 mm) Roth
Halbmikro-Kiivetten (Kunststoff) Brandt
Immersionsol Zeiss
Latexhandschuhe Micro-Touch VWR
Mikroliter-Pipettenspitzen Sarstedt
Mounting Medium Vectashield Vectorlabs
Nagellack Lacura
Objekttrager Superfrost Roth
Papiertiicher KimWipes NeoLab
Parafilm Roth
Pasteurpipetten (Glas) Roth
Pasteurpipetten (Kunststoff) Roth
PVDF-Membran Roth
Reaktionsgefafde 1,5 ml; 2 ml Roth
Sterilfilter Rotilabo 0,22 um Roth
Wiégepapier Roth
Wiégeschalen Roth
Zellkulturflaschen 25 cm2/75 cm2 Biochrom
Zellkulturschalen 100x20 mm Biochrom
Zellkulturschalen 35x10 mm/90x15 mm VWR
Zellschaber Biochrom
Zentrifugenréhrchen 15 ml Sarstedt
Zentrifugenrohrchen 50 ml Sarstedt
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Tabelle 2: Chemikalien

Bezeichnung Anbieter
10xPBS Biochrom
Acrylamid 30 % Roth
Agar-Agar Roth
Agarose Roth
Ammoniumperoxodisulfat (APS) Roth
Ampicillin Natriumsalz Roth
Bradford-Reagenz Roth
BSA AppliChem
CacCl, *2H,0 Roth
DAPI (1mg/ml in 1xPBS) Sigma
Dimethylsulfoxid (DMSO) Roth
DNAse Roche
EDTA Roth
EdU, 10 mM Invitrogen
Ethanol, vergallt Roth
Fetal calf serum (FCS) Biochrom
Formaldehyd (>37% saurefrei) Roth
Glycerin Roth
Hefeextrakt Roth
Hydroxyurea Sigma
Isopropanol Roth
Kaliumacetat Roth
Kanamycin A Monosulfat Roth
Lumi-Light Western Blotting Substrate Roche
Magermilchpulver Reformhaus
Methanol Roth
MgCl, *6H,0 Roth
MgSO0,*7H,0 Roth
MnCl, *4H,0 Roth
MOPS Sigma
Na-Desoxycholat Roth
Natriumazid Roth
Natriumchlorid Roth
Non-essential amino acids (NEAA) Biochrom
Penicillin-Streptomycin Biochrom
Propidiumiodid Roth
Rad51 Inhibitor BO2 Calbiochem
RbCl Roth
Salzsdure, HCL Roth

SDS Roth

Tris Roth
Triton X-100 Roth
Trypsin Biochrom
Tween®20 Roth
Western Bright Chemilumineszenz Substrat Quantum Advansta
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| B-Mercaptoethanol

Roth

Tabelle 3: Kits

Bezeichnung

Imaging Kit

Verwendung

Click-iT"" EdU Alexa Fluor®647 Detektion EdU-Inkorporation

Hersteller

Invitrogen

DNA Clean & Concentrator-5 Kit Aufreinigung von DNA- Zymo Research
Fragmenten

MasterPure' © Complete DNA & RNA-Extraktion aus humanen Epicentre

RNA Purification Kit Zellen

peqGOLD XChange Plasmid Maxi- Maxi-Plasmidisolation aus Peqlab

EF Kit Bakterien

RevertAid Hminus First Strand Erststrangsynthese, reverse

Thermo Scientific

cDNA Synthesis Kit Transkription
Silica Bead DNA Gel Extraction Kit DNA-Extraktion aus Fermentas
Agarosegelen
T4 DNA Ligase Ligation von DNA-Fragmenten  Fermentas
ZR Plasmid miniprep-Classic Kit Mini-Plasmidisolation aus Zymo Research
Bakterien
Tabelle 4: Restriktionsendonukleasen
Enzym Puffer Inkubations- Hersteller
temperatur [°C]
Age IFD FastDigest 37 Thermo Scientific
BamH I FD FastDigest 37 Thermo Scientific
Bgl II FD FastDigest 37 Thermo Scientific
BsrGI FD FastDigest 37 Thermo Scientific
Cfr42 1 (Sac ID) Tango, B 37 Fermentas
Dpnl 4 37 Biolabs
EcoRI FD FastDigest 37 Thermo Scientific
Ecol051(SnaBI) Tango 37 Fermentas
FastAP FastDigest 21 Thermo Scientific
Hind III FD FastDigest 37 Thermo Scientific
Kpnl FD FastDigest 37 Thermo Scientific
Mlu I Tango, R 37 Fermentas
NcoI Tango 37 Fermentas
Ndel FD FastDigest 37 Thermo Scientific
Nhel FD FastDigest 37 Thermo Scientific
NotI FD FastDigest 37 Thermo Scientific
PstI FD FastDigest 37 Thermo Scientific
Sal I FD FastDigest 37 Thermo Scientific
Smal FD FastDigest 30 Thermo Scientific
SmiI (Swal) Tango, O 30 Fermentas
Sspl Tango, G 37 Fermentas
XbaIFD FastDigest 37 Thermo Scientific
XhoI FD FastDigest 37 Thermo Scientific
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Tabelle 5: Transfektionsreagenzien

Reagenz Hersteller ‘
Effectene Qiagen

Lipofectamine LTX Lifetechnologies

Genejuice Novagen

Tabelle 6: Geréte

Gerit Hersteller ‘
Mikroskop Observer D1 Zeiss, Jena

Mikroskop Axio Imager Z2 Zeiss, Jena

Implen Nanophotometer Implen, Miinchen
Chemi-Smart 2126 Vilber Lourmat

Tabelle 7: Software

Name Hersteller ‘
ChemiCapt Vilber Lourmat

ImagelJ NIH

uManager Vale Lab

MetaCyte Metafer Altlufheim

Tabelle 8: Objektive

Objektiv Vergroflerung Numerische Berechnet fiir Phasen- Hersteller
Apertur Deckglaser der  kontrast
Stirke [mm]
EC Plan- NEOFLUAR  10x 0,3 oo/~ Phl Zeiss
LD Plan- NEOFLUAR  40x 0,6 o/ 0-1,5 Ph2 Zeiss
Plan- Apochromat 63x 1,4 oil o/ 0,17 Ph3 Zeiss
Plan- Apochromat 100x 1,3 oil oo/ 0,17 Ph3 Zeiss
CP-Achromat 100x 1,25 oil oo/ 0,17 - Zeiss
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Tabelle 9: Antikorper

Name Antikorper Anbieter Bestellnummer
Alexa Fluor® 488 Donkey Anti-Mouse IgG (H+L) Invitrogen A21202
Alexa Fluor® 488 Goat Anti-Mouse IgG (H+L) Invitrogen A11001
Alexa Fluor® 488 Goat Anti-Rabbit IgG (H+L) Invitrogen A11008
Alexa Fluor® 594 Goat Anti-Chicken IgG (H+L) Invitrogen A11042
Alexa Fluor® 647 Goat Anti-Rabbit SFX Invitrogen A31634
GAPDH SantaCruz SC-25778
GFP Roche 11814460001
GFP SantaCruz Sc-8334
Goat anti-mouse 1gG-HRP SantaCruz Sc-2031
Goat anti-rabbit IgG-HRP SantaCruz Sc-2030
Mus81 SantaCruz Sc-53382
PCNA SantaCruz Sc-56
pRPA (pT21) Abcam Ab109394
pRPA (pT21) Abcam Ab109394
Rad51 Abcam Ab63801
Rad51 Abcam Ab213
Rad52 F-7 SantaCruz Sc-365341
Rad54 D-18 SantaCruz Sc-5849
RPA32 Abcam Ab2175
yH2AX Millipore 05-636
yH2AX S139 Epitomics 2212-1

3.1.1 Puffer, Losungen und Medien

Tabelle 10: LB-Festmedium

Komponenten Konzentration Menge fiir 11 Medium
Hefeextrakt 0,5% (w/v) 5g

Trypton 1% (w/v) 10g

NaCl 1% (w/v) 10g

Agar-Agar 1,5% (w/v) 15¢g

Tabelle 11: LB-Fliissigmedium

Komponenten Konzentration Menge fiir 11 Medium
Hefeextrakt 0,5% (w/v) 5g

Trypton 1% (w/Vv) 10¢g

NacCl 1% (w/v) 10¢g
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Tabelle 12: SOB-Medium

Komponenten Konzentration Menge fiir 11 Medium
Hefeextrakt 0,5% (w/v) 5g
Trypton 2% (w/v) 20g
KCl 2,5 mM 0,2¢g
NaCl 10 mM 0,6 g
2 M Mg”"-Losung 20 mM 10 ml
Tabelle 13: 2 M Mg**-Lésung
Komponenten Konzentration Menge fiir 20 ml Losung
MgSO4‘k7H20 1M 4,93 g
MgCIZ *6H20 1M 4,07 g

auf pH 6,8-7 einstellen

Tabelle 14: Puffer RF1

Komponenten Konzentration Menge fiir 200 ml Puffer
RbCl 100 mM 2,4¢

MnCl,.*4H,0 50 mM 2g

5M Kaliumacetat-Losung 30 mM 1,2 ml

CaCl, *2H,0 10 mM 0,3¢g

Glycerin 15 % w/v 30g

mit CH;COOH auf pH 5,8 einstellen

Tabelle 15: Puffer RF2

Komponenten Konzentration Menge fiir 100 ml Puffer
MOPS 10 mM 0,21g

RbCl 10 mM 0,12 ¢

CacCl, *2H,0 75 mM 1,1¢g

Glycerin 15 % w/v 15¢g

mit NaOH auf pH 6,8 einstellen

Tabelle 16: Trypsin-EDTA-Losung

Komponenten Konzentration Menge fiir 500 ml Puffer
Trypsin 2,5% 0,05 % v/v 10 ml

EDTA 0,5 M pH 8 0,02 % v/v 0,5 ml

1x PBS 489,5 ml
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Tabelle 17: Einfriermedium

Komponenten Konzentration Menge fiir 50 ml Medium
FCS 60% (Vvw/V) 30 ml
DMSO 20% (v/V) 10 ml
Zellkulturmedium 20% (v/v) 10 ml

Tabelle 18: 50x TAE-Puffer

2M Tris 242,3g/1
50mM EDTA 18,6g/1

mit CH3COOH ( etwa 100 ml) auf pH 7,5 einstellen

Tabelle 19: RIPA-Puffer

Komponenten Konzentration Menge fiir 200 ml Puffer
Tris 50 mM 1,21¢g
NaCl 150 mM 1,752 g
Na-Desoxycholat 0,5 % w/v lg
Triton X100 1% v/v 2ml
SDS 0,1 % w/v 02¢g

Auf pH 8,0 einstellen

Tabelle 20: SDS-Polyacrylamidgel

Komponenten Trenngel 10 % Sammelgel 4 %
ddH,0 7,5 ml 4,5 ml
Puffer B 4,5 ml -
Puffer C - 1,9 ml
Acrylamid 30 % 6 ml 1,1 ml
APS 10 % 100 ul 50 ul
TEMED 10 ul 20 ul
Tabelle 21: Puffer B
Komponenten Konzentration Menge fiir 500 ml Puffer
Tris 1,5M 90,91 ¢
SDS 14 mM 2,02 ¢g

Auf pH 8,8 einstellen
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Tabelle 22: Puffer C

Komponenten Konzentration Menge fiir 500 ml Puffer
Tris 495 mM 30¢g
SDS 14 mM 2,02¢g

Auf pH 6,8 einstellen

Tabelle 23: 5x Limmli-Puffer

Komponente Konzentration ‘
Bromphenolblau 0,012 % (w/v)

Glycerin 10 % (v/v)

SDS 2% (w/v)

TRIS 62,5 mM

-Mercaptoethanol 5% (v/Vv)

Tabelle 24: 10x Elektrophoresepuffer

Komponenten Konzentration Menge fiir 1 1 Puffer
Tris 250 mM 30,3 ¢

SDS 5% w/v 50¢g

Glycin 2M 150,14 g

Auf pH 8,8 einstellen

Tabelle 25: 10x Transferpuffer

Komponenten Konzentration Menge fiir 11 Puffer
Tris 100 mM 2424 ¢
Glycin 1,5M 112,61 g

Auf pH 8,3 einstellen

Tabelle 26: TBS-T-Puffer

Komponente Konzentration ‘
NaCl 137 mM
TRIS 20 mM
Tween 20 0,1 % (v/v)
mit HCl auf pH 7,6 einstellen
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3.2 Zellbiologische Methoden

3.2.1 Kultivierung von E. coli

Die Kultivierung der E. coli DH5a auf LB-Festmedium (siehe Tabelle 10) wurde in 90 mm-
Petrischalen durchgefiihrt. Je nach den Plasmid-vermittelten Resistenzen wurde den Medien
100 ug/ml Ampicillin oder 30ug/ml Kanamycin zugesetzt. Zur Vereinzelung von
Bakterienklonen wurde eine Bakteriensuspension mithilfe eines Drigalski-Spatels ausplattiert
oder mit einer Impfose ausgestrichen. Die Inkubation erfolgte in einem Brutschrank bei 37 °C
U/N. Die Kultivierung der E. coli DH50 in LB-Fliissigmedium (siehe Tabelle 11) erfolgte unter
Zugabe der spezifischen Antibiotika 100 ug/ml Ampicillin oder 30 ug/ml Kanamycin in
Reagenzrohrchen oder Erlenmeyerkolben. U/N-Kulturen wurden mit 1 % (v/v) Suspension
aus einer bestehenden Kultur bzw. mit einem sterilen Zahnstocher aus einem Glycerol-Stock

heraus angeimpft. Die Inkubation erfolgte auf einem Rotationschiittler bei 37 °C U/N.

3.2.2 Herstellung chemisch kompetenter Bakterien

Die fiir eine Transformation benétigten chemisch kompetenten Bakterien wurden nach
Hanahan (1983) wie folgt hergestellt.

Es wurden kompetente E. coli DH5a auf einer LB-Agar-Platte zur Kultivierung U/N bei 37 °C
ausgestrichen. Am Folgetag wurden 50 ml SOB-Medium mit einer Kolonie der U/N-Kultur
angeimpft. Das SOB-Medium wurde zunichst ohne die 2 M Mg**-Lésung angesetzt und
autoklaviert. AnschlieRend wurde die sterilfiltrierte Mg?*-Lésung zugegeben. Es erfolgte eine
Kultivierung bei 37°C U/N auf einem Rotationschiittler. Am Folgetag wurden 50 ml
vorgewirmtes SOB-Medium mit 1 ml U/N-Kultur angeimpft. Es folgte die Kultivierung (etwa
2 h) bei 37 °C auf einem Rotationsschiittler bis zu einer ODggo von 0,35-0,6. Bei Erreichen der
Bakteriendichte wurden je 50 ml der Suspension in 50 ml-Zentrifugenréhrchen tiberfiihrt und
fir 10 min auf Eis gelagert. Ab diesem Punkt wurde auf Eis gearbeitet und es wurden
vorgekiihlte Puffer verwendet. Die Bakteriensuspension wurde fiir 15 min bei 1000 g bei 4 °C
zentrifugiert. AnschlieRend wurde der Uberstand abgenommen und verworfen. Das
Bakterienpellet wurde mit 20 ml RF1-Puffer resuspendiert und fiir 30 min auf Eis inkubiert.
Erneut wurde die Bakteriensuspension fiir 15 min bei 1000 g bei 4 °C zentrifugiert. Nach
Verwerfen des Uberstandes wurde das Pellet mit 4 ml RF2-Puffer resuspendiert und fiir
15 min auf Eis inkubiert. Die Suspension wurde in 100 ul-Aliquots in fliissigem Stickstoff

eingefroren und bei -80 °C gelagert.
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3.2.3 Chemische Transformation mittels Hitzeschock

Fiir eine Transformation wurde ein Aliquot kompetenter E. coli DH5a auf Eis aufgetaut und
nach Zugabe der zu transformierenden DNA 30 min auf Eis inkubiert. Anschlieend erfolgte
der Hitzeschock fiir 90 s bei 42 °C im Wasserbad. Nach weiteren 2 min Inkubation auf Eis
wurde den Zellen 800 ul frisches LB-Medium zugeben und die Zellen fiir 1,5h bei 37°C
inkubiert. Die Zellen wurden abzentrifugiert (16.000 g fiir 3 min) und 750 ul des Uberstands
verworfen. Das Pellet wurde in dem verbliebenen Medium resuspendiert und auf einer mit
dem entsprechenden Selektionsantibiotikum versetzten LB-Agar-Platte ausplattiert. Es erfolgte
eine Inkubation U/N bei 37 °C. Am Folgetag konnten die angewachsenen Bakterienkolonien

z.B. fiir eine Kolonie-PCR eingesetzt werden.

3.2.4 Glycerol-Stocks

Um Dauerkulturen von mit Plasmid transfizierten Bakterienkulturen anzulegen, wurden
250 ul einer U/N-Kultur mit 250 ul einer sterilen 65 %igen Glycerollsung (v/v) gemischt und
bei -80 °C gelagert.
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3.2.5 Humane Zellkultur

3.2.5.1 Humane Zelllinien

Tabelle 27: Verwendete humane Zelllinien

Zellline Zelltyp Beschreibung
82-6hTERT primire Durch das hTERT-Gen immortalisierte humane primére
Fibroblasten Fibroblasten-Zelllinie eines gesunden ménnlichen Spenders.

Bezug durch Prof. P. Jeggo (University of Sussex)
Zellkulturmedium: MEM versetzt mit 20 % FCS und 1 % NEAA

A549 Lungen- Durch D.J. Giard et al. (1972) entwickelte Zelllinie aus einem
Karzinom- Explantat eines Lungen-Karzinoms eines 58 Jahre alten mannlichen
Zellen Spenders. Bezug durch American Type Culture Collection (ATCC).

Zellkulturmedium: DMEM versetzt mit 10 % FCS

Hela S3 Adenosarkom-  Durch T.T. Puck, P.I. Marcus und S.J. Cieciura (1955) entwickelte
Zellen Zelllinie. S3 ist ein Klon abgeleitet aus der parentalen HeLa-Zelllinie
(ATCC CCL-2) eines Sarkoms des Gebarmutterhalses einer 31 Jahre
alten Frau. Bezug durch ATCC.
Zellkulturmedium: DMEM versetzt mit 10 % FCS und 1 % NEAA

U20S Osteosarkom- Durch J. Ponten und E. Saksela (1964) entwickelte Zelllinie
Zellen (urspriinglich 2T) aus einem moderat differentierten Sarkom des
Schienbeins eines 15 Jahre alten Méadchens. Bezug durch ATCC.

Zellkulturmedium: DMEM versetzt mit 10 % FCS und 1 % NEAA

3.2.5.2 Passagieren von Zellen

Zur Subkultivierung von adhdrenten Zellen muss die Zellpopulation in Suspension gebracht
werden, um diese in neue Zellkulturgefif3e aussden zu konnen. Das Abloésen vom Boden des
Zellkulturgefif3es erfolgte durch den FEinsatz der Protease Trypsin, welche die
Zell-Oberflachenkontakte der adhdrenten Zellen aufbricht. Hierzu wurden die adhirenten
Zellen mit 1x PBS gewaschen und anschliefend mit einer Trypsin-EDTA-Losung iiberschichtet
(etwa 1/10 des fiir das spezifische Zellkulturgefal3 iiblichen Volumen an Zellkulturmedium).
Es erfolgte eine Inkubation bei 37°C fiir etwa 5 min. Hatten sich die Zellen von der
Oberflache des Zellkulturgefal3es gelost, wurde die Reaktion mit dem doppelten Volumen an
fetalem Kalberserum (FCS) supplementierten Zellkulturmedium abgestoppt. Zu passagierende
Zellen wurden in einem Verhdiltnis von 1:3 bis 1:10 in 75 cm?-Zellkulturflaschen ausgesit.
Zum Aussden einer definierten Zellzahl, wurde diese mithilfe einer Neubauer-Zihlkammer
bestimmt und entsprechende Volumina in die Kulturgefd3e gegeben. Die Kultivierung erfolgte
in dem entsprechenden Zellkulturmedium supplementiert mit FCS und ggf. nichtessentiellen

Aminosduren (NEAA) bei 37 °C 5 % CO,.
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3.2.6 Generierung transgener Zelllinien

3.2.6.1 Ermitteln der optimalen Konzentration der Selektionsantibiotika

Die Grundlage der Erzeugung einer transgenen (monoklonalen) Zelllinie ist die
Selektierbarbeit der mit dem gene of interest (GOI) transfizierten Zellen. Diese Vorraussetzung
wird in der Regel durch ein auf dem zu transfizierenden Vektor befindliches, selektierbares
Markergen erfiillt. Die in dieser Arbeit verwendeten Markergene vermitteln Resistenzen gegen
die Selektionsantibiotika G418 und Hygromycin. Die natiirliche Toleranz der verwendeten
WT-Zelllinien gegeniiber den Selektionsantibiotika kann durch eine Verdiinnungsreihe
bestimmt werden. Hierfiir wurden jeweils 1x 10° Zellen in sechs 35 mm-Petrischalen oder
Wells einer 6-Wellplatte ausgesdat und am Folgetag mit verschiedenen Konzentrationen des
Selektionsantibiotikums versetzt. Im Abstand von 2 Tagen wurde ein Mediumswechsel
durchgefiihrt. Nach 7 bis 14 Tagen sollte bei Proben mit hohen Konzentrationen eine erh6hte
Zellsterblichkeit zu beobachten sein. Spétestens nach 14 Tagen wurde das Medium
abgenommen und die Zellen mit einer Kristallviolettlosung fiir 10 min {berschichtet.
Anschliefend wurde 3x 2min mit Leitungswasser entfirbt. Die fiir die Selektion
einzusetzende Konzentration entsprach der Probe, in der gerade keine angewachsenen
WT-Kolonien mehr nachzuweisen waren. Diese Konzentration sollte in einem
Selektionsansatz untransfizierte WT-Zellen abtoten und transfizierte, das
resistenzvermittelnde Markergen exprimierende Zellen nicht an ihrem Wachstum und bei der

Koloniebildung hindern.

3.2.6.2 Transfektion

Um ein GOI in einer Zelle zur Expression zu bringen, muss zuerst die hydrophile Fremd-DNA
durch die hydrophobe Zellmembran in die Zelle eingebracht werden. Dazu wurde in dieser
Arbeit die Methode der Lipofection verwendet. Durch den Einsatz kationischer Lipide bilden
sich zusammen mit der negativ geladenen DNA-Lipid-Vesikel (Liposomen) aus, welche die
Zellmembran passieren konnen. Sédmtliche eingesetzten Transfektionsreagenzien basieren auf
dem Prinzip der Kkationischen Lipofection. Am Vortag der Transfektion wurden
2-2,5% 10° Zellen in 35 mm-Schalen ausgesit. Die Transfektion wurde wie in Tabelle 28

dargestellt durchgefiihrt. Das Expressionsmaximum wurde nach 24-48 h erreicht.
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Tabelle 28: Verwendete Transfektionsreagenzien

Verwendete Zelllinie Protokoll fiir 35 mm Schalen
Reagenz
Effectene (Qiagen) HelLa S3 Optimiertes Protokoll nach Dissertation Olivia Barton (2010):

98 ul EC-Puffer+2 ug DNA vermischen, 3,2ul Enhancer-
Losung zugeben, 10 s vortexen und anschlief3end 5 min bei RT
inkubieren. 10 ul Effectene-Losung zugeben, 10 s vortexen
und 20 min bei RT inkubieren. 500 ul von Medium zu der
Losung geben (Vorverdiinnung) und anschliefend auf die
Schalen bzw. Zellen tropfen. Das Gesamtvolumen in den
Zellkulturschalen betrédgt etwa 2,5 ml.

Lipofectamine LTX HelLa S3 500 ul Serum-freies (SF) Medium + 1,25pug DNA +
(Lifetechnologies) 5 ul Lipofectamine LTX vorsichtig mischen. AnschlieBend
25 min Inkubation bei RT. Losung zu den Zellen pipettieren.
Das Gesamtvolumen in den Zellkulturschalen betrédgt etwa 2,5

ml.
Genejuice U20S 3 ul Genejuice + 100 ul SF-Medium mischen, kurz vortexen
(Novagen) und 5 min Inkubation bei RT. 1 ug DNA zugeben und 15 min

Inkubation bei RT. Losung zu den Zellen pipettieren. Das
Gesamtvolumen in den Zellkulturschalen betragt etwa 2,1 ml.

3.2.6.3 Klonale Selektion stabil exprimierender Zellen

Die transiente Expression eines GOI in transfizierten Zellen fithrt in der Regel zu starken
Schwankungen des Expressionsniveaus innerhalb der Zellpopulation. Um eine Zellpopulation
mit homogener Genexpression zu erhalten, wurden Zellen vereinzelt und mittels Antibiotika
selektiert. Somit konnten stabil exprimierende, monoklonale Populationen herangezogen
werden.

Hierzu wurden die Zellen wie in Punkt 3.2.6.2 beschrieben ausgesidt und am Folgetag
transfiziert. Einen Tag nach der Transfektion wurden die Zellen trypsiniert und je
30.000 Zellen in fiinf 90 mm-Petrischalen ausgesidt. Am Tag nach der Aussaat erfolgte die
erste Zugabe des Selektionsantibiotikums (AB) und alle zwei Tage ein Mediumswechsel mit
erneuter Antibiotikagabe. Etwa 14 Tage nach Zugabe der Antibiotika wurden die Petrischalen
auf vereinzelte definierte Kolonien im Gegenlicht untersucht. Die so identifizierten Zellhaufen
wurden markiert und mit einem Lebendzellmikroskop bei 37 °C, 5 % CO, auf Fluoreszenz des
entsprechenden Fluorophors und somit auf die Expression des GOI kontrolliert. Hierzu wurde
ein LD Plan NEOFLUAR 40x Objektiv verwendet, welches eine ausreichende VergroRerung
unter Berticksichtigung der hoheren Schichtdicke des Plexiglasbodens liefert.

Samtliche verwendete GOI enthielten ein Kernlokalisationssignal (NLS), so dass nur Zellen

mit fluoreszierendem Zellkern als positiv gewertet wurden. Zeigte eine Kolonie das erwartete
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Expressionsmuster, wurde dies an der Position auf dem Plexiglas-Boden markiert, um
anschliefend diese Kolonie gezielt aus der 90 mm-Kulturschale in ein neues Kulturgefa® zu
tiberfithren. Hierzu wurden eigens angefertigte sterile Edelstahlzylinder (Hohe 10 mm,
Aullendurchmesser 10 mm, Innendurchmesser 6 mm) verwendet. Die Stahlzylinder wurden
auf einer Stirnseite mit steriler Vaseline als Fliissigkeitssperre beschichtet und iiber die
Zellkolonie in die Petrischale eingesetzt. Anschliellend wurden die Zellen innerhalb des
Zylinders mit 1x PBS gewaschen und 50 ul Trypsin zugegeben. Nach etwa 5 min Inkubation
wurden die Zellen resuspendiert und in ein neues Kulturgefa® iiberfithrt. Um die Splitting-
Rate zugunsten eines verbesserten Zellwachstums niedrig zu halten (~1:3), wurden die
Kolonien zunichst in ein Well einer 24er-Well-Platte iiberfiihrt. Anschlieffend wurden die
Zellen schrittweise in den Wells einer 12er-Well, 6er-Well-Platte, und schlieflich in 25 cm2-

und 75 cm2-Zellkulturflaschen unter Selektionsdruck vermehrt.

3.2.7 Anlegen von Kryo-Stocks

Zur langfristigen Lagerung von Zelllinien wurden Kryo-Stocks angelegt. Hierzu wurden die zu
lagernden Zellen trypsiniert, die Reaktion mit Zellkulturmedium abgestoppt und die
Suspension abzentrifugiert (300 g, 4 °C fiir 10 min). Alle nachfolgenden Schritte wurden auf
Eis durchgefiihrt und es wurde nur gekiihltes Medium verwendet. Nach Bestimmung der
Zellzahl wurden 1-2 x 10° Zellen in maximal 0,9 ml Zellkulturmedium in Kryoréhrchen auf
Eis gestellt. Anschliefend wurde dasselbe Volumen Einfriermedium (siehe Tabelle 17) zu der
vorgelegten Zellsuspension gegeben und gemischt. Die gefiillten Kryoréhrchen wurden in
einen Gefrierkontainer (Mr. Freeze, Thermofisher) iiberfithrt und U/N bei - 80 °C gelagert, um
eine schonende Abkiihlung von etwa -1°C/min zu erreichen. Am Folgetag wurden die

Kryor6hrchen in einen Fliissigstickstofftank {iberfiihrt.

3.2.8 Auftauen von Zellen aus dem Kryo-Stock

Fiir die Reaktivierung einer kryo-konservierten Zelllinie wurde das Kryorohrchen fiir 1-2 min
in einem 37 °C Wasserbad bis zum vollstdndigen Auftauen erwdrmt. Die Zellen wurden in
einem Volumen von 10 ml vorgewédrmtem Zellkulturmedium aufgenommen und bei 300 g fiir
7 min abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 5 ml Zellkulturmedium aufgenommen und in
eine 25 cm2-Zellkulturflasche tberfithrt. Nach dem Adhérieren der Zellen wurde am selben
oder spatestens am Folgetag das Medium gewechselt, um verbliebene DMSO-Reste zu

entfernen. Die Kultivierung erfolgte bei 37 °C und 5 % CO..
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3.2.9 Bestrahlung

Die Bestrahlung der Proben erfolgte mit 16 cm Abstand zum Austrittsfenster und einer
Filterung der Strahlung durch 1 mm Aluminium bei 90 kV und 19 mA (Dosisleistung etwa
2,96 Gy/ min) mit einer Isovolt Titan E Rontgenrohre (GE Miinchen) mit Wolframanode. Bei
der Bestrahlung von Materialien aus Atomen mit hoher Ordnungszahl entstehen mehr
Sekundarelektronen als bei Materialien aus Atomen mit einer geringeren Ordnungszahl.
Silizium, ein wichtiger Bestandteil von Glas, besitzt eine hohe Ordnungszahl und folglich
werden bei Bestrahlung des Materials mehr Sekundarelektronen freigesetzt als in den Zellen.
Auf Glas-DG bestrahlte adhirente Zellen werden aufgrund dessen etwa doppelt so stark
geschéddigt wie eine auf Kunststoff bestrahlte Vergleichskultur (Grenzflacheneffekt) (Kegel et
al. 2007). Um die gewiinschte Dosis zu erreichen, wurde bei auf Glas-DG adhérent
wachsenden Zellen die Bestrahlungszeit um die Haélfte verringert. Die angegebenen
Dosiswerte entsprechen stets der effektiven Dosis. In Ibidi u-Slides angewachsene Zellen
wurden in einer speziell angefertigten Bestrahlungsmaske ebenfalls mit 16 cm Abstand zum
Austrittsfenster bestrahlt (Dissertation Eik Schumann, 2011). Auf der Kunststoffoberflache
angewachsene Zellen sind nicht von dem Grenzfldcheneffekt betroffen.

Da in der angefertigten Arbeit ausschlieBlich mithilfe einer Rontgenrohre bestrahlt wurde,

wird im Folgenden die Einheit 1 Gy synonym fiir 1 Gy Rontgenstrahlen verwendet.

3.2.10 Behandlung mit dem Rad51-Inhibitor B02

Der Rad51-Inhibitor B02 (Calbiochem) wurde eingesetzt, um eine Rad51-abhéngige
Reparatur von DSBs zu unterbinden. BO2 ist ein synthetischer Small-Molecule-Inhibitor,
welcher spezifisch die Bindung von Rad51 an die DNA und folglich die Bildung des
charakteristischen Nukleoproteinfilaments blockiert (Huang et al. 2012). Inhibitoren weisen
einige Vorteile gegeniiber siRNA-Behandlungen auf. Inhibitoren kénnen schnell und reversibel
wirken und somit zu einem spezifischen Zeitpunkt im Zellzyklus zum Einsatz kommen. Fiir
die Inhibition der Rad51-abhédngigen Reparatur wurde 50 uM des Inhibitors eingesetzt. Es
wurde zunidchst eine Vorverdiinnung (1/5 des Endvolumens) mit vorgewidrmtem
Zellkulturmedium hergestellt und diese anschlieffend zu den Zellen gegeben, um eine
homogene Verteilung des Inhibitors zu gewahrleisten. Die Zugabe des Inhibitors erfolgte

30 min vor der Bestrahlung.
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3.2.11 Behandlung mit Hydroxyurea

Die Chemikalie Hydroxyurea (HU) inhibiert die fiir die Nukleotidsynthese essentielle
Ribonukleotid-Reduktase und fiihrt somit zu einer fortschreitenden Depletion des
Nukleotidpools. Der auftretende Mangel an Nukleotiden fiihrt zu einer Verlangsamung und
bei andauernder Inhibition zu einem moglichen Blockieren und Kollabieren der
Replikationsgabeln in replizierenden Zellen (Petermann et al. 2010). Fiir die Induktion
blockierter bzw. geschadigter Replikationsgabeln wurde den Zellen fiir 24 h 0,5 mM HU
zugegeben und anschliefend wurden die Zellen fixiert. Da HU in Losung instabil ist, wurde

die Losung stets frisch angesetzt.

3.2.12 Behandlung mit EdU

Fiir eine zellzyklusspezifische Analyse des Verhaltens bestimmter DNA-Reparatur-assoziierter
Faktoren ist es essentiell, einzelne Zellen einer Zellzyklusphase zuordnen zu konnen. Nach
Zugabe des Thymidin-Analogons 5-Ethynyl-2 "-deoxyuridine (EAU) konnen DNA-replizierende
Zellen, durch Detektion der EdU-Inkorporation in ihre DNA, als S-Phase-Zellen identifiziert
werden. Hierzu wurde den lebenden Zellen 30 min vor der Bestrahlung 5 uM EdU zugegeben.
Die Farbung wurde bis auf folgende Modifikation nach Herstellerangaben durchgefiihrt: Der
fiir die Click-It-Reaktion benoétigte Katalysator-Puffer enthilt Kupfer(I), welches sich
nachteilig fiir eine etwaig vorhandene GFP-Fluoreszenz auswirkt. Um dies zu vermeiden
wurde nur die Hélfte der angegebenen Puffer-Konzentration eingesetzt. Weiter wurde der
Farbstoff in einer 1/40-Verdiinnung eingesetzt, um eine zu starke Farbung und das

Einstrahlen in angrenzende Fluoreszenzspektren zu verringern.
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3.3 Molekulargenetische Mehoden

3.3.1 Verwendete Vektoren

Samtliche im Laufe der Arbeit angefertigten DNA-Konstrukte basieren auf den in Tabelle 29

aufgefiihrten Ausgangsvektoren.

Tabelle 29: Ausgangsvektoren

Bezeichnung Plasmidbezeichnung Resistenz ~ Bezogen von

Datenbank

AG Lobrich

L4 pEGFP-C1 4731 Kan / G418 Clontech

L7 pEGFP-N1 4733 Kan / G418 Clontech

L16 PEGFP-53BP1 10609  Kan/ G418 Prof. Claudia Lukas,
Kopenhagen

L17 pEGFP-MDC1 ~11000 Kan/ G418 Prof. Claudia Lukas,
Kopenhagen

L 30 pDsRed Ligasel 7497 Kan / G418 Prof. Christina Cardoso
TU Darmstadt

L63 pEGFP-Rad54 ~7000 Kan/ G418 Prof. Roland Kanaar,
Rotterdam

L76 pEGFP-Rad54 siRNA- ~7000 Kan/ G418 Dr. Olivia Barton, Mutagenese

resistent L63

L139 pmCherry-C1 4722 Kan / G418 Clontech

L140 pmCherry-N1 4722 Kan / G418 Clontech

L141 pTK-Hyg 5036 Amp / Hyg Clontech

L142 pTagBFP 4707 Kan / G418 Evrogen

L154 pH2B mCherry IRES puro2 5835 Amp / Puro Addgene

Amp= Ampicillin, Hyg= Hygromycin, Kan= Kanamycin, Puro= Puromycin

3.3.2 RNA-Isolation

Fiir das Erstellen einer genspezifischen cDNA wurde zunidchst gesamt-RNA aus der
82-6hTERT-Zelllinie isoliert. Die gesamt-RNA-Isolation erfolgte mit dem MasterPureTM
Complete DNA & RNA Purification Kit (Epicentre) nach den Angaben des Herstellers. Es

wurden etwa 1x 10° Zellen eingesetzt.

3.3.3 Plasmidisolation

Fiir Klonierungen und Transfektionen wurden groe Mengen an Plasmid-DNA benétigt. Zu
diesem Zweck wurden die Plasmide in E. coli DH5a vermehrt und mittels alkalischer Lyse und

Aufreinigung iiber Silica-Sdulen isoliert. Isolationen im kleinen Maf3stab bis zu 30 ug
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DNA-Ausbeute wurden mit dem ZR Plasmid miniprep-Classic Kit (Zymo Research) nach den
Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Fiir hohere DNA-Ausbeuten bis zu 500 ug Plasmid-
DNA wurde das peqGOLD XChange Plasmid Maxi-EF Kit (Peqglab) nach den Angaben des
Herstellers verwendet. Beide Methoden liefern hochreine, endotoxinfreie DNA, welche fiir

Folgeanwendungen wie z.B. Plasmid-Transfektionen auf Saugerzellen bendétigt wurden.

3.3.4 PCR

Die spezifische Vervielfidltigung von DNA-Fragmenten fiir analytische Zwecke oder
Folgeanwendungen wie Klonierungen wurde mithilfe der Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

durchgefiihrt.

3.3.4.1 Primerdesign

Die Oligonukleotid-Primer wurden mithilfe der Software Primer Premier 5 (Biosoft) erstellt
und durch MWG Eurofins Europe synthetisiert oder waren bereits vorhanden. Die

verwendeten Primer sind in Tabelle 30 aufgelistet.

Tabelle 30: Oligonukleotidprimer

Oligonukleotid Bezeichnung Anzahl Tm [°C] Sequenz 5'-3'

Nukleotide
P002_Rad51 fw C1_Sall 31 69,5 agagtcgacatggcaatgcagatgcagett g
PO09_GFP_rev 21 49,1 gcaagtaaaacctctacaaat
P016_pDSRed1-C1_+pEGFP1-Cl-re 24 61 gaggtgtgggaggttttttaaage
P017 pDSRed1-N1 +pEGFP1-N1-forw 24 71,3 cgtaacaactccgeeccattgacg
P019 pEGFP1-C1_forw 22 65 catggtectgetggagttegtg
P020_pEGFP1-N1_rev 22 61 ctcgaccaggatgggeac ¢
P026 Rad54 fw C1 Sall 30 65,7 aaagtcgacatgaggaggagcttggcetece
P036_Rad54 forw 20 61,4 atgaggaggagcttggctec
P044 Rad52forw Sal I 29 68,1 aaagtcgacatgtctgggactgaggaagce
P050 HygATG_fw 29 65,3 aggatcgtttcgcatgaaaaagcecetgaac
P0O51 HygStop_rev 29 73,7 ccagagtcecgcteagttagectececea
P052 HygExpVStop fw 29 >75 gggggaggctaactgagegggactetggg
P053 HygExpVATG rev 29 65,3 gttcaggctttttcatgcgaaacgatect
P054 CMVFPpolyA rev 21 55,9 accctatcteggtetattett
P055 CMVFPpolyA fw 19 54,5 gttetttectgegttatee
P056 Rad51BamH1revC1 28 66,6 taggatcctcagtetttggcatctecea
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P057 Rad52revBamH1C1 28 62,2 ggtggatccttaagatggatcatattte

P058 hphCDSnativ_fw 25 63 atgaaaaagcctgaactcaccgega

P059 hphCDSnativ_rev 32 74,6 ctattcctttgeccteggacgagtgetgggge
P060 clontech-R fw 19 63,3 gcgggactetggggttega

P061 clontech-R_rev 20 59,4 gcgaaacgatcctcatectg

P062 Rad54 rev_Sacll 27 >75 tetecgeggteageggaggeccegetg

P063 MDC1_fw_Sall 22 65,8 gcagtcgacatggaggacaccc

P064 MDC1 _rev_Sacll 19 63,1 acgecgeggtcaggtggat

P065 LigaselinternFw 21 61,8 cactcagaagcccggttcatce

P066 LigaselinternR 21 65,7 gtgaggcteactgectgggag

P067 pmCherryfwl 22 56,5 tacaacgtcaacatcaagttgg

P068 tagBFPfw 25 66,3 caaggaggccaacaacgagacctac

P069 Rad54Megafw 35 71,8 aagcttcgaattctgcagtcgacatgaggaggage
P070 Rad54Megarev 34 >75 tatctagatccggtggeegeggtcageggaggcee
P071 PuroRCDS 5P fw 23 64,2 atgaccgagtacaagcccacggt

P072 PuroRCDS 5P rev 18 62,8 tcaggcaccgggcettgeg

P073 Ligaselintern2 Fw 20 65,5 cctgtegectecagacctee

P074 hphCDS 5'P fw 22 58,4 atgaaaaagcctgaactcaccg

P075 hphCDS 5'P rev 21 61,8 ctattectttgeectcggacg

P076 Rad54_rev_Sall 22 69,9 tetgtecgaccageggaggecee

P077 pTK-R fw 21 61,8 atcaagctgatctgcggeacg

P078 pTK-R rev 25 63 aacacggaaggagacaataccggaa

P079 CMV_fw 30 59,9 tagttattaatagtaatcaattacggggtc
P080 PolyA rev 26 58,5 acgcgttaagatacattgatgagttt

P087 Mus81C1fw 24 69,9 atagtcgacatggceggceceggte

P088 Mus81Clrev 28 68 aatggatccttaggtcaaggggecgtag
P089 Mus81Nfw 22 69,9 acagtcgacatggeggececgg

P090 Mus81Nrev 24 67,8 attggatccagggtcaaggggecg

P095 Mus81seq 20 59,4 ccagccaggtactcattgac

P109 PCNA rev 24 62,9 acgggatcectaagatecttette

P110 Mus81N II fw 24 69,6 tatgctagcatggeggeeceggte

P111 Mus8IN II r 29 69,5 ttaaagcttggtcaaggggecgtagetge
P112 Mus81 int r 25 63,6 atgctgctgcaaaggtcatccagte

P113 GenlN fw 29 68,8 tatgctagcatgggagtgaatgacttgtg
P114 Genl1Nrev 35 69,2 ctactgcagagtgctttggaatcttagttttaatc
P116 MDC1 fw Sall 31 >72 gcagtcgacatggaggacacccaggctattg
P117 MDC1_rev_Sacll 32 >72 acgccgeggtcaggtggatgacatctccaaag
P130 GenlC fw 29 69,7 aaagtcgacatgggagtgaatgacttgtg
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P131 GenlC rev 38 72,7 tatggatcctcaagtgcetttggaatcttagttttaatc
P133 RPA32 fw 42 58,9 cagatctcgaggtggaggcatgtggaacagtggattcgaaag
P134 RPA32 rev 39 58,1 cccgeggtaccttattetgeatetgtggatttaaaatgg

3.3.4.2 Reverse Transkriptase PCR

Um nach einer gesamt-RNA-Isolation (siehe 3.3.2) eine genspezifische cDNA zu erzeugen,
wurde die gesamt-mRNA mittels eines Poly-T-Primers und einer viralen reversen
Transkriptase zunéchst in einzelstrdngige DNA (Minus-Strang) transkribiert. Hierfiir wurde
das RevertAid H minus First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Scientific) nach den Angaben
des Herstellers eingesetzt. Bei der anschliefenden genspezifischen Amplifikation der cDNA

wurde 1 ul des Reaktionsansatzes fiir eine Proofreading-PCR eingesetzt (siehe 3.3.4.5).

3.3.4.3 Standard PCR

Um zu d{iberpriifen, ob eine Losung eine gesuchte DNA-Sequenz enthidlt, wurde eine
Standard-PCR durchgefiihrt. Hierfiir wurde eine kostengiinstige Taq-Polymerase (NEB)
eingesetzt. Diese DNA-Polymerase wurde aufgrund der relativ hohen Fehlerrate bei der
Synthese lediglich fiir analytische Zwecke eingesetzt. Das Pipettierschema fiir eine Standard-

PCR ist in Tabelle 31 dargestellt

Tabelle 31: Pipettierschema Standard-PCR

Komponenten Volumen

10x Thermopol Buffer 1,25 ul
dNTPs (10 mM) 0,25 ul
Primer forward (10 um) 0,25 ul
Primer revers (10 um) 0,25 ul
Template 50 ng 0,5 ul

Taqg-Polymerase (NEB) 0,06 ul
ddH20 9,94 ul
Gesamtvolumen Ansatz 12,5 ul

Das PCR-Programm einer Standard-PCR ist in Tabelle 32 dargestellt. Die Annealing-

Temperatur wurde online mithilfe des Tm-Calculator (NEB) bestimmt.
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Tabelle 32: PCR-Programm Standard -PCR

Schritt Temperatur t ‘
Initiale Denaturierung 95 °C 5 min 1x
Denaturierung 95°C 30s

Annealing X°C 30s 30x
Elongation 72°C 1 min/ kb

Finale Elongation 72°C 5 min 1x

Store 4°C 0

3.3.4.4 Kolonie-PCR

Um zu iiberpriifen, ob Bakterienklone ein gewiinschtes Plasmid durch Transformation
aufgenommen haben, wurde die zeit- und kosteneffiziente Methode der Kolonie-PCR
eingesetzt. Hierbei wurde von einer Agar-Platte eine vereinzelte Kolonie mit einer
Pipettenspitze aufgenommen und in 10 ul LB-Medium resuspendiert. Ohne einen weiteren
Inkubationsschritt wurden 0,5 ul der Suspension als Template fiir die Kolonie-PCR eingesetzt.
Eine Kolonie-PCR entspricht prinzipiell einer Standard-PCR (siehe Kapitel 3.3.4.3). Um jedoch
das Plasmid-Template in den Bakterien fiir die PCR-Reaktion zuginglich zu machen, wurde
die Dauer der initialen Denaturierung zugunsten des Zellaufschlusses auf 7 min verldngert.
Die Annealing-Temperatur wurde online mithilfe des Tm-Calculator (NEB) bestimmt. Der
Erfolg der Reaktion wurde mittels eines analytischen Agarosegels iiberpriift (siehe 3.3.7).
Wurde eine Kolonie als positiv identifiziert, dienten die restlichen 9,5 ul der angeimpften

Bakteriensuspension dem Animpfen einer U/N-Kultur (siehe 3.2.1).

3.3.4.5 ProofreadingPCR

Sollten PCR-Produkte fiir Anwendungen eingesetzt werden, welche eine besonders geringe
Fehlerrate bei der Amplifikation voraussetzen, wurde eine Proofreading-Polymerase
verwendet. Zu diesen Anwendungen zdhlen z.B. genspezifische Amplifikationen einer cDNA
oder das Anfiigen von Restriktions-Schnittstellen durch PCR. Die Phusion-Polymerase ist eine
Blunt-End-Polymerase, welche neben der hohen Genauigkeit auch den direkten Einsatz des
Amplifikats  flir ~ Blunt-End-Klonierungen ermoglicht. Das  Pipettierschema einer

Proofreading-PCR ist in Tabelle 33 dargestellt.
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Tabelle 33: Pipettierschema Proofreading-PCR

Komponenten Volumen

5x GC-Buffer alpha 10 ul
dNTPs (10 mM) 1ul
Primer forward (10 wm) 2,5 ul
Primer revers (10 um) 2,5ul
Template 20 ng 1ul
DMSO % 1ul
Phusion-Polymerase (NEB) 0,5 ul
ddH20 31 ul
Gesamtvolumen Ansatz 50 ul

Das PCR-Programm fiir eine Proofreading-PCR ist in Tabelle 34 dargestellt Die Annealing-

Temperatur wurde online mithilfe des Tm-Calculator (NEB) bestimmt.

Tabelle 34: PCR-Programm Proofreading PCR

Schritt Temperatur t

Initiale Denaturierung 98 °C 30s 1x
Denaturierung 98 °C 10s

Annealing X°C 30s 30x
Elongation 72°C 30s /kb

Finale Elongation 72°C 5 min 1x
Store 4°C 0

3.3.4.6 Sequenzierung

Sequenzierungen wurden von Qiagen bzw. MWG Eurofins Sequencing Service durchgefiihrt.
Die Sequenzen wurden mit der Vector NTI Software mit den zuvor berechneteten Sequenzen

verglichen.
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3.3.5 Restriktion

Typ II-Restriktionsendonukleasen (RE) bewerkstelligen das Schneiden von DNA-Sequenzen an
definierten Erkennungssequenzen. Somit ermoglichen diese Werkzeuge das fiir Klonierungen
wichtige Herstellen von DNA-Fragmenten mit komplementéiren {iberhdngenden (Sticky Ends)
oder glatten Enden (Blunt Ends). Weiter kann das charakteristische Schnittmuster der REs der
Analyse von DNA-Molekiilen dienen. In der Regel wurden Restriktionsverdaus in einem
Gesamtvolumen von 30 ul mit einem DNA-Gehalt von 0,5-1 ug angesetzt. Die verwendeten
REs sind in Tabelle 4 dargestellt. Um in einer spdteren Ligationsreaktion die
Rezirkularisierung von Blunt-End-Vektoren oder von potentiell vorhandenen einfach
geschnittenen Vektoren zu verhindern, wurde zu den Restriktionsansdtzen 1 ul FastAP
Thermosensitive Alkaline Phosphatase (Fermentas) zugegeben. Sollte durch den Verdau ein
geschnittenes Insert erzeugt werden, wurde der Reaktion keine FastAP zugegeben. Es wurde
darauf geachtet, die vorgeschriebene maximale Enzym-Konzentration in der Gesamtreaktion
von 10 % v/v nicht zu {iberschreiten. In Tabelle 35 ist beispielhaft ein Restriktionsansatz

dargestellt.

Tabelle 35: Restriktionsansatz

Komponenten Volumen [ul] ‘
10x Buffer 3

Template 500ng 15,82
Restriktionsendonukleasen 2

FastAP (Fermentas) 1

ddH20 9,18
Gesamtvolumen Ansatz 30

Der Verdau erfolgte fiir 1 h bei 37 °C. AnschlieBend wurden die Restriktionsansédtze mittels
DNA Clean & Concentrator-5 Kit (Zymo Research) nach Herstellerangaben aufgereinigt und
der DNA-Gehalt photometrisch bestimmt (siehe 3.3.9).

3.3.6 Ligation

Um aus einem mittels RE geschnittenen Vektor und einem Insert ein funktionelles Plasmid zu
erzeugen, wurde eine Ligation mit der T4 DNA Ligase (Fermentas) durchgefiihrt. Es wurden
stets 50 ng Vektor-DNA in einem molaren Verhéltnis von 1:3 (Sticky-End Ligation) bzw. 1:5
(Blunt-End Ligation) zum Insert eingesetzt. In Tabelle 36 ist beispielhaft eine

Ligationsreaktion dargestellt.
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Tabelle 36: Ligationsreaktion

Komponenten Sticky-End Ligation [ul] Blunt-End Ligation [ul]
Vektor 50 ng 1,25 1,25

Insert 1,06 1,77

10x Ligase Puffer 2 2

50% PEG 4000 0 2
T4-Ligase Fermentas 0,2 1

ddH,0 15,49 11,98
Gesamtvolumen Ansatz ul 20 20

Die Ligationsreaktion erfolgte fiir 1 h bei RT oder bei 4 °C U/N. AnschlieBend wurden 5 ul des

Ligationsansatzes fiir eine Transformation auf E. coli DH5a eingesetzt (siehe 3.2.3).

3.3.7 Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese ermoglicht eine grofenabhingige Trennung von negativ
geladenen DNA-Fragmenten in einer Agarosegel-Matrix durch Anlegen einer Spannung.
Hierzu wurde 0,5x TAE-Puffer mit 1% Agarose (w/v) aufgekocht und anschliel}end mit
5ul /100 ml des nicht interkalierenden DNA-Fuoreszenzmarkers Roti-Safe (Roth) versetzt.
Bevor die Agaroselosung den Gelierpunkt erreichte, wurde sie in eine horizontale
Gelcast-Kammer gegossen und ein entsprechender Taschen-Kamm eingesetzt. Auf den Einsatz
von TBE-Puffer wurde verzichtet, da sich dieser bei der DNA-Extraktion aus Agarosegelen
(siehe 3.3.8) negativ auf die DNA-Ausbeute auswirkt. Nach Aushérten der Agarose wurde das
Gel in die Laufkammer eingesetzt und mit 0,5x TAE-Laufpuffer iiberschichtet. Die Proben
wurden mit entsprechendem Volumen von 6x Ladepuffer versetzt und in die Taschen
pipettiert. Als DNA-Grof3enstandard wurden 3 ul Generuler 100 bp DNA Ladder Plus bzw.
Generuler 1 kb DNA Ladder eingesetzt. Die Elektrophorese wurde fiir etwa 40 min bei 120 V
Spannung durchgefiihrt. Anschlief3end erfolgte die Visualisierung mithilfe des Chemi-Smart

2126 Transilluminator bei 312 nm und der ChemiCapt Software.

3.3.8 Aufreinigung von DNA-Fragmenten

Nach PCR- oder Restriktions-Reaktionen ist es fiir Folgeanwendungen sinnvoll, die Ziel-DNA
von z.B. unerwiinschten Pufferriickstanden, Primern, Amplifikaten oder DNA-Fragmenten
abzutrennen. Fiir eine grof3enspezifische Aufreinigung wurde ein Reaktionsansatz auf ein

1 %iges Agarosegel aufgetragen. Nach elektrophoretischer Auftrennung wurde die Bande von
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gewiinschter Grof3e mittels einer sterilen Skalpellklinge ausgeschnitten. Die Ziel-DNA wurde
aus dem Gel mithilfe eines Silica Bead DNA Gel Extraction Kit (Fermentas) extrahiert. Fir
eine Abtrennung von DNA-Fragmenten unter 50 bp von einer groeren Ziel-DNA wurde das

DNA Clean & Concentrator-5 Kit (Zymo Research) verwendet.

3.3.9 Bestimmung des Nukleinsduregehalts einer L6sung

Die Bestimmung des Nukleinsduregehalts einer wassrigen Losung erfolgte mithilfe des
Photometers Nanophotometer P-Class (Implen) in einem Volumen von etwa 1-2 ul. Hierbei
wird die optische Dichte (OD) einer Losung bei einer Wellenldnge von 260 nm, dem
Absorptionsmaximum von Nukleinsduren, bestimmt. RNA liegt teilweise einzelstrangig vor
und weist daher eine hohere Absorption auf als DNA (Hyperchromizitdt). Daher wurden die

Konzentrationen fiir RNA und DNA entsprechend der Absorption wie folgt berechnet:

RNA-Gehalt: ODgp = 1 2 40 ug /ml RNA

DNA-Gehalt: OD5gp = 1 £ 50 ug /ml DNA
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3.4 Proteinbiochemische Methoden

3.4.1 Zellernte und Zellaufschluss

Bei der Zellernte wurden in einer 35 mm-Petrischale adhdrent wachsende Zellen zunachst mit
kaltem 1x PBS gewaschen und mithilfe eines Zellschabers vom Boden gelost. Die Zellen
wurden anschliefend mit 1 ml kaltem 1x PBS (Biochrom) resuspendiert und in einem 1,5 ml
Reaktionsgefald bei 1000 U/ min fiir 5 min abzentrifugiert. Von dem resultierenden Zellpellet
wurde der Uberstand abgenommen. Das Pellet konnte nun in fliissigem Stickstoff
schockgefroren werden und bei -80°C gelagert oder direkt fiir den Zellaufschluss
weiterverwendet werden. Fiir den Zellaufschluss wurde das Pellet in 80-120 ul RIPA-Puffer
resuspendiert. Der Zellaufschluss erfolgte durch 3x 1 min Sonifizieren im Ultraschallbad
(Bandelin, Sonorex) mit zwischenzeitlichen Pausen von 1 min auf Eis. Anschliel3end folgte
eine Inkubationszeit von 30 min auf Eis. Nach der Lyse wurde fiir 30 min bei 16.000 g und
4 °C zentrifugiert. Der Uberstand mit 16slichem Protein wurde in neues 1,5 ml-Reaktionsgefif3

tiberfiihrt. Anschlief3end wurde eine Proteinbestimmung nach Bradford durchgefiihrt.

3.4.2 Proteinbestimmung nach Bradford

Eine quantitative photometrische Methode zur Bestimmung des Proteingehalts einer Losung
ist die Proteinbestimmung nach Bradford. Hierbei bindet Coomassie-Brilliantblau
(Bradford-Reagenz) unspezifisch an kationische und hydrophobe unpolare Seitenketten der
Proteine und bildet einen Komplex, welcher bei 595 nm sein Absorptionsmaximum hat. Durch
das Erstellen einer Eichgeraden mit definierten Konzentrationen (0, 0,25, 0,5, 1, 1,5, 2, 2,5,
5,0, 7,5 ug/ul) des Proteins bovines Serumalbumin (BSA) erhilt man Referenzwerte, welche
zur Bestimmung des Proteingehalts einer Losung von unbekannter Proteinkonzentration
herangezogen werden kénnen. Hierzu wurden zu 800 ul ddH,0 je 200 ul Bradford-Reagenz
und 1 ul BSA-Losung gegeben. Die Losung wurde fiir 10 s gevortext und fiir 5 min bei RT
inkubiert. Die Messung wurde mit dem Photometer Nanophotometer P-Class (Implen) in
1,5ml Halbmikro-Kiivetten bei 595nm durchgefithrt. Pro BSA-Losung wurden zwei
Messungen angefertigt und der Mittelwert gebildet. Die Konzentrationsbestimmung der
Proteinlysate (siehe 3.4.1) erfolgte wie bereits fiir die BSA-Losungen beschrieben. Als

Leerprobe diente 800 ul ddH,0, 200 ul Bradford-Reagenz und 1 ul RIPA-Puffer.
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3.4.3 SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese

Fiir eine groflenabhingige Auftrennung von in einem Lysat enthaltenen Proteinen wurde eine
SDS-Polyacrylamid-Gelektrophorese (SDS-PAGE) durchgefiihrt. Das hierbei verwendete
anionische Tensid SDS {iiberdeckt die Eigenladung der Proteine und ermoglicht bei Anlegen
einer Spannung die Grolentrennung der Proteine in einer Polyacrylamid-Gelmatrix. Es
wurden 4 %ige Sammelgele und 10 %ige Trenngele (siehe Tabelle 20) in Mighty Small II
Deluxe mini Vertical Electrophoresis Unit Apparaturen (Hoefer) verwendet. Die
aufzutragenden Proben wurden mit 5x Laimmli-Puffer (siehe Tabelle 23) versetzt, bei 95°C fiir
5min denaturiert, auf FEis abgekiihlt und schlieflich auf das Gel aufgetragen. Als
GroRenstandard wurden 6pul ProSieve Prestained Protein Marker (Lonza Rockland)
eingesetzt. Die Elektrophorese wurde bei 25 mA (Sammelgel) bzw. bei 30 mA (Trenngel) pro

eingesetztem Gel in 1x Elektrophoresepuffer durchgefiihrt.

3.4.4 \Western-Blot

Im Anschluss an eine SDS-PAGE wurden die nach der Grol3e aufgetrennten Proteine auf eine
PVDF-Membran {ibertragen um eine Detektion mittels Antikorper (AK) zu erméglichen. Der
Western-Blot wurde nach dem Tank-Blotting-Verfahren (Biorad) in 1x Transferpuffer mit
300 mA fiir 2-3 h durchgefiihrt. Nach dem erfolgreichem Transfer wurde die Membran mit
5% Milchpulver (w/v) in TBS-T-Puffer (siehe Tabelle 26) (MP-TBS-T) fiir 1h bei RT
geblockt. Der Primir-AK wurde in 1 % MP-TBS-T U/N inkubiert. Die Verdiinnung der im

Western-Blot eingesetzten Primér-AK sind in Tabelle 37 dargestellt.

Tabelle 37: Eingesetzte Primarantikorper fiir WB

Name Anbieter Bestellnummer Wirt Klonalitét Eingesetzte
Antikérper Verdiinnung WB
GAPDH SantaCruz SC-25778 Rabbit poly 1:1000

GFP Roche 11814460001 Mouse mono 1:2000

GFP SantaCruz Sc-8334 Rabbit poly 1:1000

PRPA (pT21) Abcam Ab109394 Rabbit mono 1:4000

Rad52 F-7 SantaCruz Sc-365341 Mouse mono 1:500

Am Folgetag wurde die Membran 3x 5 min mit 1 % MP-TBS-T gewaschen und anschliel3end
mit dem HRP-gekoppelten Sekundér-AK in 1 % MP-TBS-T fiir 1 h bei RT inkubiert. Es wurde
3x 5 min mit TBS-T gewaschen. Schliel3lich erfolgte die Detektion des gebundenen Sekundar-

AK mittels Enhanced Chemiluminescence (ECL) Lumi-Light Western Blotting Substrate bzw.
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Western Bright Chemilumineszenz Substrat Quantum. Die Verdiinnung der im Western-Blot

eingesetzten Sekundéar-AK sind in Tabelle 38 dargestellt.

Tabelle 38: Verwendete Sekundérantikorper fiir WB

Name Antikorper Bestellnummer Anbieter Eingesetzte

Verdiinnung WB

Goat anti-rabbit IgG-HRP Sc-2030 SantaCruz 1:30.000
Goat anti-mouse 1gG-HRP Sc-2031 SantaCruz 1:10.000

Die Visualisierung erfolgte mithilfe des Chemi-Smart 2126 und der ChemiCapt Software

3.5 Mikroskopie

In der vorliegenden Arbeit wurden hauptsichlich zwei Mikroskoptypen verwendet Fiir die
Durchfithrung von Lebendzell-Experimenten (LCI) und der dadurch bedingt genutzten
Kulturgefaf3e (Ibidi u-Slide) wurde ein inverses Mikroskop vom Typ Observer D1 eingesetzt.
Die fiir den experimentellen Aufbau wichtigen Spezifikationen sind in Punkt 3.5.2 genauer
dargestellt. Fiir die Immunfluoreszenz-Mikroskopie wurde ein aufrechtes Mikroskop vom Typ
Axio Imager Z2 benutzt. Die Mikroskopsteuerungssoftware Metafer 4 (Metasystems)
ermoOglichte das Einscannen und die Bildaufnahme von fixierten und immunfluoreszent
gefarbten Zellen. Auf diese Methode wird in Punkt 3.5.1 weiter eingegangen. Mit beiden
Mikroskopsystemen ist eine vollautomatische Bildaufnahme durch einen motorisierten

Kreuztisch, z-Focus und Fluoreszenzfilter-Wechsler moglich.

Tabelle 39: Verwendete Mikroskope

Mikroskop Bauart Steuerungssoftware Kamera Lichtquelle
Observer D1, Zeiss Invers uwManager UK1158M, ABS Jena  HXP 120, Zeiss
Axio Imager Z2, Aufrecht Metacyte-Metafer 4 Cool Cube 1, HBO 100, Zeiss
Zeiss Metasystems

Mit den verwendeten Mikroskopen kamen die in Tabelle 8 aufgelisteten Objektive zum

Einsatz.

3.5.1 Immunfluoreszenz-Mikroskopie

Die Immunfluoreszenz-Mikroskopie (IFM) wird eingesetzt, um zu untersuchende Proteine
mittels einer Antikdrper-Antigen-Reaktion fiir den Betrachter sichtbar zu machen. Bei dem

angewendeten Verfahren der indirekten Immunfluoreszenz bindet zunéchst ein Primér-AK an
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das Zielprotein und in einer zweiten, getrennten Reaktion binden mehrere mit einem
Fluorophor markierte Sekundar-AK an den Primér-AK, was zu einer Verstarkung des Signals

fihrt.

3.5.1.1 Immunzytochemische Farbung

Fiir die IFM wurden fiinf 9 mm-Deckgldschen (DG) in einer 35 mm-Petrischale ausgelegt und
darauf 2Tage vor Versuchsdurchfilhrung 2-3x 10° Zellen ausgesit. Nach der
Versuchsdurchfiihrung wurde das Medium abgenommen, und die Fixierung der Zellen
erfolgte fiir 10 min mit 2,5 % FA in 1x PBS bei RT. AnschlieBend wurde die Fixierlosung
abgenommen und die DG mit 1x PBS gewaschen. Mit 1x PBS/1% FCS/0,1 % Triton X100
wurde fiir 20 min permeabilisert. Anschlief3end wurde zweimal mit 1x PBS/1 % FCS fiir 5 min
gewaschen. Um unspezifische Antikorperreaktionen zu vermindern, wurde fiir ein Minimum
von 30 min mit 1x PBS/ 3 % BSA/ 1 % FCS/ 0,1 % Tween20 (Blocking-Losung) geblockt. Die
DG wurden bis zur Farbung bei 4 °C gelagert.

Das Ansetzen des Primarantikorpers erfolgte in Blocking-Losung. Fiir die AK-Reaktion wurden
einzelne DG auf Parafilm in einer feuchten Kammer mit der Zellseite nach oben platziert. Die
DG wurden mit 30 ul Primar-AK-Losung iiberschichtet. Die Inkubation erfolgte fiir 1 h bei RT
oder U/N bei 4 °C. Die Verdiinnung der in der IFM eingesetzten Primir-AK sind in Tabelle 40

aufgefiihrt.

Tabelle 40: Primérantikorper fiir IFM

Name Anbieter Bestellnummer  Wirt Klonalitét Eingesetzte
Antikérper Verdiinnung IFM
GFP Roche 11814460001 Mouse mono 1:800
Mus81 SantaCruz Sc-53382 Mouse mono 1:200

PRPA Abcam Ab109394 Rabbit mono 1:10.000
Rad51 Abcam Ab63801 Rabbit poly 1:10.000
Rad51 Abcam Ab213 Mouse mono 1:1000
Rad52 F-7 SantaCruz Sc-365341 Mouse mono 1:1000
Rad54 D-18 SantaCruz Sc-5849 Goat poly 1:400
PCNA SantaCruz Sc-56 Mouse mono 1:2000
RPA32 Abcam Ab2175 Mouse mono 1:200
yH2AX Millipore 05-636 Mouse mono 1:1000
yH2AX S139 Epitomics 2212-1 Rabbit mono 1:2000

Nach der Primar-AK-Inkubation wurde 3x 5 min mit 1x PBS/0,1 % Tween20 gewaschen und
die EdU-Inkorporation mittels des EAU Cell Proliferation Kit 647 mit Modifikationen (siehe

3.5.1.2) nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Anschlie@Bend wurde 3x5 min mit
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1x PBS/1 % FCS/0,1 % Tween20 gewaschen. Der Sekundar-AK wurde in
1x PBS/1 % FCS/0,1 % Tween20 angesetzt und einzelne DG mit 50 ul Sekundar-AK-Losung
auf Parafilm {iberschichtet. Die Inkubation wurde fiir 1h bei RT durchgefiihrt. Die

Verdiinnung der in der IFM eingesetzten Sekundér-AK sind in Tabelle 41 aufgefiihrt.

Tabelle 41 Eingesetzte Sekundarantikoérper fiir IFM

Wellenldnge Anbieter Bestellnummer Spezifitit gegen Eingesetzte
Antikérper Spezies Verdiinnung IFM
488 Invitrogen A21202 donkey  mouse 1:1000

488 Invitrogen A11008 goat rabbit 1:1000

594 Invitrogen A11042 chicken goat 1:1000

594 Invitrogen A11001 goat mouse 1:1000

647 Invitrogen A31634 goat rabbit 1:1000

Anschliellend wurden die fixierten Zellen 3x 5 min 1x PBS/ 0,1 % Tween20 gewaschen und
mit einer 0,4 ug/ml DAPI-L6sung in 1x PBS fiir 5 min inkubiert. Nach erneutem Waschen von
3x 5 min mit 1x PBS/ 0,1 % Tween20 wurden die DG einmal mit ddH,O gewaschen und
schliel8lich getrocknet. Die DG wurden mit 2ul Vectashield Mounting Medium auf

Objekttrager aufgebracht und mit Nagellack versiegelt.

3.5.1.2 Differenzierung der Zellzyklusphasen anhand der DAPI- und EdU-Intensitat

Die DNA-Schadensantwort nach ionisierender Strahlung ist abhidngig von der Zeit nach
DNA-Schédigung, der Dosis und der Zellzyklusphase der zu untersuchenden Zellen. Aufgrund
der verschiedenen DNA-Reparaturwege und deren unterschiedlichen Rollen wahrend des
Zellzyklus, ist es notwendig die Zellzykluspopulationen getrennt zu betrachten.

Eine erste Unterscheidung der Zellzyklusphasen ermoglicht der unterschiedliche DNA-Gehalt
von G1- und G2-Zellen. Der fiir die IF eingesetzte Fluoreszenzfarbstoff DAPI interkaliert in die
DNA und fiihrt folglich zu einer intensiveren DAPI-Farbung in S/G2-Zellen als in G1-Zellen.
Eine weitere Methode ermoglicht die Identifizierung von Zellen, welche sich zum Zeitpunkt
der Behandlung in S-Phase befinden. Die Inkorporation des Thymidin-Analogons
5-Ethynyl-2 "-deoxyuridine (EdU) und die bei der IF-Farbung durchgefiihrte EdU-Detektion
durch eine Click-It-Reaktion ermoglicht eine Identifikation und sofern gewiinscht den
Auschluss EdU-positiver und somit wiahrend der Behandlung in S-Phase befindlicher Zellen
(siehe Punkt 3.2.12). Somit kann eine Population von Zellen selektiert werden, welche sich

zum Zeitpunkt der Bestrahlung in G2-Phase befand und nach der gegebenen Inkubationszeit
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noch in G2 verweilt. Das Scannen der gefarbten Zellen erfolgte mit einem 10x Objektiv (siehe
Tabelle 8) mithilfe des motorisierten Mikroskops Axioplan Z2 (Zeiss) und der Steuerungs-

und Auswertungssoftware Metacyte-Metafer4.

A

EdU-Intensitat

DAPI-Intensitat EdU merge

Abbildung 7: (A) Repriasentativer Dot-Plot. Nach dem Einscannen und der Messung der DAPI- und der
EdU-Intensitdt werden die Werte der Einzelzellen in einem Dot-Plot aufgetragen. Ein Punkt entspricht
hierbei einer Zelle der Zellpopulation. Es lassen sich drei Subpopulationen identifizieren. G1-Phase:
Zellen ohne inkorporiertes EQU und einfachem DAPI-Gehalt. S-Phase: Zellen mit inkorporiertem EdU
und einfachem bis doppeltem DAPI-Gehalt. G2-Phase: Zellen ohne inkorporiertes EAU und doppeltem
DAPI-Gehalt. (B) Darstellung von fiir die Scanning-Funktion von Metacyte-Metafer 4 geférbten Zellen.
Mittels des DAPI-Signals ermittelt die Software den DNA-Gehalt der Zellen. Durch Detektion der EAU-
Inkorporation kdnnen S-Phase-Zellen diskriminiert werden.

Die Software-basierte Erkennung von einzelnen Zellkernen aufgrund der DAPI-Farbung
ermoglicht eine zellspezifische Messung der EdU-Farbung. Die Kombination der zwei
Signalintensititen ermoglicht eine Auftragung der DAPI-Konzentration gegen die
EdU-Konzentration in einem Dot-Plot (siehe Abbildung 7). Fiir G2-Phase-spezifische
DNA-Reparaturkinetiken wurden von den als G2-Phase identifizierten Zellen mit einem
CP-Achromat 100x Objektiv Stapelaufnahmen angefertigt (12 Ebenen, 0,5 um Abstand) und
mithilfe von Metacyte-Metafer4 zu einer Maximum-Intensitits-Projektion (MIP) verrechnet.
Nach Export der MIPs wurden die erhaltenen Bilder unter Zuhilfenahme der
Bildanalyse-Software ImageJ (Schneider et al. 2012) manuell ausgewertet. Pro Experiment

wurden mindestens 30 Zellen je Zeitpunkt der Fixierung nach Bestrahlung ausgewertet.
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3.5.2 Live Cell Imaging

Neben der bereits in Punkt 3.5.1.2 beschriebenen Methode =zur Analyse des
Reparaturverhaltens nach Bestrahlung innerhalb einer Zellzykluspopulation, besteht auch die
Moglichkeit der Untersuchung der DNA-Schadensantwort auf Einzelzellebene. Um einzelne
lebende Zellen iiber einen bestimmten Zeitraum zu beobachten, wurden Time-Lapse-
Aufnahmen angefertigt. Fiir die durchgefiihrten Lebendzellversuche wurde mit L-Glutamin
supplementiertes DMEM-Fliissigmedium ohne Phenolrot (DMEM™) verwendet. Pro
Versuchsbedingung wurden Zellen in je einen Kanal eines Ibidi u-Slide VI®* (Ibidi)
Mehrkanal-Objekttragers ausgesit. Hierzu wurden 30 ul einer Verdiinnung der trypsinierten
Zellen (300.000/ml fiir 2 Tage, 150.000/ml fiir 3 Tage) in einen Ibidi-Kanal gegeben. Nach
dem Adhérieren der Zellen auf der Oberfliche des Kunstoffs (30-60 min) wurden die
Reservoirs mit je 60ul DMEM?™?/10 % FCS/1 % NEAA aufgefiillt. Zum Schutz vor
Austrocknung wurde jedes Reservoir mit 15 ul Silikonol {iberschichtet. Das Silikon6l wie auch
der Boden des Ibidi w-Slides sind gaspermeabel und ermoglichen somit die ausreichende
Permeation des Mediums mit dem 5 % CO,-Gasgemisch. Die Begasung erfolgte mithilfe eines
CO,-Controllers (Pecon) in einem auf 37 °C aufgeheizten Mikroskop-Inkubator (Inkubator
und Heizung hergestellt durch Werkstatt FB Biologie, TU Darmstadt). Die Planung und
Realisation des LCI-Mikroskops auf Basis eines Observer D1-Stativs (Zeiss) wurde von Dr. Eik
Schumann durchgefiihrt.

Die Steuerung des Mikroskops erfolgte durch die Mikroskopie-Software uManager (Edelstein
et al. 2010). Diese ermoglichte eine multidimensional acquisition, d.h. wiederholtes Relokieren
zuvor festgelegter Positionen, eine Autofokussierung und die Aufnahme von z-Bilderstapeln in
mehreren Farbkandlen. Bei einem Versuch mit z.B. 4 Ibidi-Kanélen wurden 2x 30 Positionen
den bestrahlten und 2x 20 Positionen den unbestrahlten Proben zugewiesen. Die wiederholte
Bildaufnahme erfolgte mit einer Zyklusdauer von 30 min bei einer maximalen Gesamtdauer
von bis zu 16 h (32 Zyklen).

Da lebende adhdrente Zelle eine gewisse Mobilitit aufweisen, eine Korrektur der
Positionslisten wahrend eines Experiment jedoch nicht moglich war, war ein ausreichend
grofBes Bildfeld wichtig, um die Zellen iiber mehrere Stunden verfolgen zu konnen. Daher
wurde fiir die Lebendzellmikroskopie ein Plan-Apochromat 63x Objektiv (Zeiss) mit
Phasenkontrast eingesetzt, da es dieselbe Auflosung bei groRerem Bildfeld im Vergleich zu
einem Plan-Apochromat 100x Objektiv (Zeiss) liefert. Als Durchlichtquelle diente eine
Weildlicht-LED vom Typ KSL70 (Rapp Optoelectronic) in Verbindung mit einer

Phasenkontrast-Blende. Der Phasenkontrast diente der Autofokussierung (Festlegung der
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Scharfeebene) mithilfe des JAF (H&P)-Algorithmus von uManager. Die Weif3licht-LED wurde
mit einer Intensitit von 130 und einer Belichtungszeit von 6 ms betrieben. Die
fluoreszierenden Proteine wurden durch eine HXP 120 Quecksilber-Kurzbogenlampe (Zeiss)
in Kombination mit fiir die Fluorophore typischen Filtersets FITC/ Alexa 488/ GFP und
Texas Red/ Alexa 594/ dsRed (Semrock) angeregt und die Emission durch eine CCD-Kamera
(ABS Jena) detektiert. Die Kamera wurde zugunsten einer hoheren Lichtausbeute auf den
Binning-Modus 2 und Gain 14 eingestellt. Die Quecksilber-Kurzbogenlampe wurde bei einer
Intensitit von 1/4 mit zugeschaltetem 25 % Reduktionsfilter betrieben. Die Belichtungszeiten
betrugen fiir GFP 150 ms und fiir dsRed 200 ms. Es wurden z-Stapel mit einer Ausdehnung
von -1,5um bis 3,0 um relativ zur Schirfeebene mit 10 Einzelbildern (0,5 um Abstand)
angefertigt. Die Auswertung der Time-Lapse-Aufnahmen erfolgte mithilfe der

wManager-Software in den Einzelebenen.
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4 Ergebnisse

In fritheren Arbeiten wurde beobachtet, dass Zellen trotz einer profizienten Checkpoint-
Induktion, nach Bestrahlung in der G2-Phase, verfriiht mit unreparierten DSBs in die Mitose
eintreten. Aufgrund der Beobachtung, dass zu Zeiten der G2/M-Transition noch DSBs iiber
den Weg der HR repariert werden, wurde zu Beginn dieser Arbeit angenommen, dass G2-
bestrahlte Zellen mit HR-Intermediaten in die Mitose eintreten.

Im ersten Teil der Arbeit wurden Plasmide hergestellt, welche verschiedene Fluorochrom-
gekoppelte, Foci-bildende DNA-Reparatur- und DSB-Marker kodieren. Diese Konstrukte
wurden fiir die Herstellung von stabil transfizierten Zelllinen eingesetzt.

Im zweiten Teil der Arbeit wurden diese Zelllinen verwendet, um DNA-Reparaturprozesse
nach IR in der G2-Phase in fixierten und in lebenden Zellen zu untersuchen. Dariiber hinaus
sollte untersucht werden, welche Schadensstrukturen aufgrund der G2/M-Checkpoint-

Insensitivitat in die Mitose transferiert werden.

4.1 Herstellung von DNA-Konstrukten und darauf basierender einfach
transfizierter Zelllinien

Ein Ziel der Arbeit war es Zelllinien herzustellen, welche Fluorochrom-gekoppelte
DNA-Reparaturproteine exprimieren, so dass DNA-Reparaturprozesse mithilfe der
Lebendzellmikroskopie untersucht werden konnen. Allgemeine DSB-Marker wie das 53BP1-
GFP und MDC1-GFP (bezogen von Prof. Claudia Lukas, Kopenhagen) waren in der
Arbeitsgruppe bereits vorhanden und wurden schon in fritheren Arbeiten fiir DNA-
Reparaturanalysen in lebenden Zellen eingesetzt (Dissertation Barbara Koch, 2010; Eik
Schumann, 2011). Um einen besseren Einblick in den Beitrag der beteiligten DNA-
Reparaturwege zu erhalten, sollten speziell Marker fiir die HR etabliert werden. Hierfiir
wurden genspezifische cDNAs aus 82-6 hTERT-Zellen isoliert und DNA-Konstrukte erstellt,
welche die Expression eines fluoreszierenden Fusionsproteins in humanen Zellen
ermoOglichen. Teilweise wurden DNA-Konstrukte aus anderen Quellen bezogen bzw. waren
bereits in der Arbeitsgruppe vorhanden (siehe Tabelle 29) und wurden fiir Subklonierungen
eingesetzt. Eine Liste der erzeugten Expressionsvektoren ist in Tabelle 42 dargestellt.

Im Folgenden werden die Ergebnisse der Herstellung der mit DNA-Reparaturprozessen
assoziierten Faktoren Rad51, Rad52, Rad54, RPA32, Mus81 und Genl erldutert. Zur
Validierung der Konstrukte wurden diese sequenziert und anhand online verfiigbarer
Datenbanken (NCBI GenBank; UniProt) auf das Auftreten von wildtypischen Isoformen oder

Polymorphismen ({iberpriift. Die Funktionalitit wurde durch Analyse der subzelluldren
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Lokalisation und der Ausbildung von Strahlen- bzw. chemisch-induzierten Foci untersucht.
Vektoren, welche funktionelle Proteine codierten, wurden fiir weitere Subklonierungen

eingesetzt, um diese mit verschiedenfarbig fluoreszierenden Proteinen zu kombinieren.

Tabelle 42: Erzeugte Expressionsvektoren auf Basis von G418-Resistenz vermittelnden Vektoren

Bezeichnung Plasmidbezeichnung Grofe Resistenz  Ursprung des Inserts

Datenbank [bp]

AG Lobrich

L59 pmCherry-Rad52 5964 Kan/G418 Sall/BamHI aus L60 in L139

L60 pEGFP-Rad52 5973 Kan/G418 amplifizierte cDNA Sall/BamHI in L4

L65 ptagBFP-Ligasel 7518 Kan/G418 Xhol/Sacll aus L30 in L142

L67 pmCherry-Rad54 6926 Kan/G418 amplifizierte cDNA Sall/Sacll in 1.139

L79 pEGFP-Rad51 5736 Kan/G418 amplifizierte cDNA Sall/BamHI in L4

L81 pmCherry-53BP1 10600 Kan/G418 Nhel/Sall aus L139 in L16

L98 pEGFP-Mu81N 6361 Kan/G418 amplifizierte cDNA Nhel/HindIII in

L99 pmCherry-Mus81N 6388 Kan/G418 ;Zlel/ HindIII aus 198 in 1L.140

L106 pmCherry-MDC1 10988 Kan/G418 P116/P117 amplifizierte cDNA aus
117 Sall/Sacll in 1L.139

L152 PEGFP-hRPA32 5526 Kan/G418 amplifizierte cDNA Xhol/Kpnl in L4

L153 PEGFP-Gen1-C 7438 Kan/G418 amplifizierte cDNA Sall/BamHI in L4

Kan= Kanamycin
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4.1.1 hRad51

Das humane Rad51 (hRad51) gilt als das essentielle Schliisselprotein der HR, da es fiir die
Stranginvasion und die Homologiesuche benotigt wird. hRad51 ist im Kern lokalisiert und
bildet nach IR DNA-Reparatur-Foci aus, welche resektierte, ssDNA-Bereiche markieren (Haaf
et al. 1995).

Die hRad51-genspezifische cDNA (1017 bp/ 339 AS; GenBank: BAA03189.1, Yoshimura et al.
1993) wurde mit dem Primer PO02 (Dissertation Barbara Koch, 2010) und dem Primer P0O56
amplifiziert. Die CDS wurde nach Amplifikation und Aufreinigung mittels der RE-
Schnittstellen Sall und BamHI in den Vektor pEGFP-C1 (L4) einkloniert (siehe Abbildung 8A).

A
pUC ori CMV IE
’ R{ EGFP-N Sequencing Primer
HSVTK ponA EGFP
) EGFP-C Sequencing Prim|
pEGFP-Rad51 Sall (1370)
5736 bp DAPI Rad51-GFP
NeoR . .
Rad51 ot E .
I g
SV40 ori . 2 ‘.
SVv40 N\ J . i o
10 BamHI (2396)
-35 SV40 polyA

aRad51 merge

Abbildung 8: (A) Vektorkarte des DNA-Konstrukts pEGFP-Rad51 (L79) mit den verwendeten
RE-Schnittstellen. (B) Dargestellt ist eine Zelle der stabil transfizierten Zelllinie U20S Rad51-GFP Klon
A. Die Zelle wurde 4 h nach einer Bestrahlung mit 2 Gy fixiert. Die Immunfluoreszenzfirbung wurde
mit einem AK gegen Rad51 durchgefiihrt. Der Ma@3stab entspricht 10 wm.

Durch die Sequenzierung des Inserts im Vektor pEGFP-Rad51 (L79) wurde bestitigt, dass
dieses mutationsfrei ist. Um die Funktionalitit des Konstruktes zu testen, wurden Zellen mit
2 Gy bestrahlt, nach 4 h fixiert und mit einem AK gegen ein Rad51-Epitop gefdrbt. (siehe
Abbildung 8B). Das erstellte Konstrukt L79 zeigte bei transienter Transfektion eine
Fluoreszenz im Kern, und in bestrahlten Zellen konnten Kernfoci beobachtet werden, welche
eindeutig mit dem durch den AK detektierten Epitop kolokalisierten. In Zellen mit einem
hohen Expressionslevel zeigten sich jedoch auch filamentose fluoreszierende Strukturen,

sogenannte Nukleoproteinfilamente, welche auch in unbestrahlten Zellen vorzufinden waren.
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Unbestrahlte iiberexprimierende Zellen bildeten spontane Kernfoci aus, und die
Uberexpression fithrte zudem zu einer erhdhten Sterblichkeit der Zellen. Dies ist konsistent
mit friiheren Beobachtungen, dass die Uberexpression des essentiellen HR-Faktors zu einer
zelluldren Beeintrdchtigung fithren kann. So fiihrt bereits eine Verdoppelung des Rad51-
Proteinlevels zu spontanen Kernfoci, zur Multimerisierung von Rad51 und der Ausbildung
linearer Strukturen hoherer Ordnung, welche nicht mit DNA-Schidden assoziiert vorliegen
(Raderschall et al. 2002). Vermutlich fiihrt eine Erhohung der nukledren Konzentration zu
einer spontanen Rekrutierung von Rad51 an ssDNA-Bereiche, was besonders in der S-Phase
zu grolden Problemen bei der Replikation fiihrt (Raderschall et al. 2002).

Um eine einheitlichere Zellpopulation mit geringerem Expressionslevel zu erzeugen, wurden
Zellen mit dem Selektionsantibiotikum G418 selektiert. Somit konnte die stabile transgene
Zelllinie U20S Rad51-GFP Klon A isoliert werden. Ein Grol3teil der Zellen besitzt ein sehr
geringes Expressionslevel des Transgens, so dass der Kern nur eine sehr schwache Fluoreszenz
aufweist. Trotzdem wurde neben den strahleninduzierten Foci auch ein erhohtes Level
spontaner hRad51-Foci beobachtet, was auf ein erhohtes Schadenslevel dieser Zelllinie
hindeutet. Daher wurde diese Zelllinie im Rahmen dieser Arbeit nicht fiir die
Lebendzellmikroskopie eingesetzt. Ein Einsatz der Zelllinie fiir Experimente, in denen ein
leicht erhohtes spontanes Rad51-Foci-Level nicht von entscheidender Bedeutung oder sogar

Teil des experimentellen Ansatzes ist, wiare moglich.

4.1.2 hRad52

Der bereits einleitend beschriebene Faktor hRad52 ist eng mit DNA-Reparaturprozessen wie
dem SSA und der HR verkniipft. Er ist jedoch im Gegensatz zu hRad51 kein essentieller
Faktor der HR, so dass eine Uberexpression einen geringen Einfluss auf die Vitalitit der Zelle
hat. hRad52 wurde bereits in vorherigen Arbeiten als Lebendzellmarker fiir HR-Prozesse
beschrieben (Rijkers et al. 1998; van Veelen, Lieneke R et al. 2005; Karanam et al. 2012).

Die hRad52-genspezifische cDNA (1254 bp, 418 AS; GenBank: AAA85793, Shen et al. 1995)
wurde mit den Primern P044 und P057 amplifiziert. Die CDS wurde nach Amplifikation
mittels der RE-Schnittstellen Sall und BamHI in den Vektor pEGFP-C1 (L4) einkloniert (siehe
Abbildung 9A). Durch die Sequenzierung des Inserts im Vektor pEGFP-Rad52 (L60) wurde
bestitigt, dass dieses mutationsfrei ist. In Folge einer transienten Transfektion von U20S-

Zellen zeigte das Fusionsprotein die erwartete Kernlokalisation (siehe Abbildung 9B).
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Abbildung 9: (A) Vektorkarte des DNA-Konstrukts pEGFP-Rad52 (L60) mit den verwendeten
RE-Schnittstellen. (B) Mit dem Konstrukt pmCherry-Rad52 (L59) transient transfizierte U20S-Zelle in
S/G2-Phase, fixiert nach 24 h-Behandlung mit 0,5 mM HU. Die Immunfluoreszenzfiarbung efolgte mit
einem AK gegen yYH2AX. Der Maf3stab entspricht 10 um.

Die Funktionalitat des transgenen Proteins wurde zunéchst durch eine 24 h-Behandlung mit
HU ausgetestet. Die durch das HU induzierte Depletion des Nukleotidpools fiihrt zu
Replikationsstress und erzeugt somit ein Substrat an das hRad52 binden kann (Petermann et
al. 2010). Wie erwartet zeigten mit HU behandelte Zellen eine Vielzahl von hRad52-Foci,
welche zudem in hohem Mafde mit yH2AX kolokalisierten (siehe Abbildung 9B). Da fiir die
Farbung von Kernfoci kein funktioneller anti-Rad52-AK kommerziell erhéltlich war, wurde
keine Gegenfarbung gegen endogenes hRad52 durchgefiihrt. Aus selbigem Grund wurden fiir
spétere Reparaturstudien stabil transfizierte Zelllinien verwendet. Die Liste von auf Basis der

Rad52-Plasmide erzeugten Zelllinien sind in Tabelle 43 zu finden.
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hRad54

Rad54 ist ein zentraler Bestandteil der HR in eukaryotischen Zellen. Durch die Interaktion mit
Rad51 stimuliert es die Stranginvasion und durch das Entfernen von Rad51 am distalen
3'-OH-Ende die DNA-Synthese. Das Motorprotein kann sich unter ATP-Hydrolyse auf
doppelstrangiger DNA fortbewegen, Proteine von der DNA verdrangen und durch Bindung an
HJs die Branch migration vorantreiben (Mazin et al. 2010).

Die hRad54-genspezifische cDNA (2241 bp, 746 AS; GenBank: CAA66379.1, Kanaar et al.
1996) wurde mit den Primern P026 und P062 amplifiziert und {iber die Schnittstellen Sall
und Sacll in den Vektor pmCherry-C1 (L139) einkloniert (siehe Abbildung 10A). Die
Sequenzierung des Inserts im Vektor pmCherry-Rad54 (L67) zeigte, dass die klonierte
Sequenz von der urspriinglich durch Kanaar et al. (1996) veroffentlichten Sequenz abweicht,
was zu einem AS-Austausch fiihrt (H738R). Dieser Sequenzkonflikt beruht auf einem
moglichen Sequenzierfehler der urspriinglichen Sequenz (Quelle:
http://www.uniprot.org/uniprot/Q92698) und war bereits als solcher ausgewiesen. Dieser

Austausch sollte keinen Einfluss auf die Funktion haben und wurde folglich ignoriert.

HSVTK polyA

Kan/NeoR | / pmCherry-Rad54

| \& 6962 bp

SV40 ori /M$

SV40

f1-ori %/

SV40 polyA J
P016

Sacll (3614)

aRad51

o
o
>
=

Rad54-mCherry merge

Abbildung 10: (A) Vektorkarte des DNA-Konstrukts pmCherry-Rad54 (L67) mit den verwendeten
RE-Schnittstellen. (B) Mit dem Konstrukt transient transfizierte U20S-Zelle in S/G2-Phase. Es wurde
nach 4 h Bestrahlung mit 2 Gy fixiert. Die Immunfluoreszenzfirbung erfolgte mit einem anti-Rad51-AK.
Der Maf3stab entspricht 10 um.
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Um die Funktionalitdt des Fusionsproteins zu testen, wurden bestrahlte Zellen fixiert und die
Kolokalisation zwischen einem Rad51-AK und transient transfiziertem Rad54-mCherry
untersucht (siehe Abbildung 10B).

Das Fusionsprotein zeigte eine Lokalisation im Kern. Nach Bestrahlung bildete das
Rad54-mCherry Foci aus, welche mit Rad51 kolokalisierten. Das Konstrukt wurde daher als
funktionell eingestuft. Da zeitgleich mit der Erstellung des Konstrukts eine griine Variante des
fluoreszenzmarkierten Rad54 (L63) verfiighar wurde (bezogen von Roland Kanaar,
Rotterdam), basieren die in Folge erstellten Rad54-Konstrukte bzw. stabil transfizierten
Zelllinien auf Vektoren verschiedenen Ursprungs (siehe Tabelle 44, Tabelle 45). Es zeigte
sich, dass stabil {iberexprimierende Zellen keinen abnormen Phéanotyp wie im Fall von Rad51
ausbildeten. In vielen Zellen war zudem eine zyklische Regulation des Transgens zu
beobachten. So nahm die Fluoreszenz in mitotischen Zellen stark ab, um vermutlich in der
spateren G1-Phase wieder anzusteigen. Dies stimmt mit Berichten iiber die Regulation des
hRad54 tiiberein. Aufgrund der posttranslationalen Steuerung des zelluldren Proteinlevels ist
es daher moglich, hRad54 ohne offensichtliche Beeintrdchtigungen in den Zellen zur

Uberexpression zu bringen (Mazin et al. 2010).

4.1.3 hRPA32

Die als hRPA32 bezeichnete mittlere Untereinheit des RPA-Heterotrimers ist ebenso wie
hRad51 ein Interaktionspartner von hRad52 und liegt an ssDNA-Bereichen vor, um diese vor
nukleolytischer Degradation zu schiitzen. Das Heterotrimer erfiillt diese Funktion wéhrend
der Replikation sowie nach einer Resektion, so dass es in der G2-Phase resektierte und somit
fiir die HR lizensierte Bereiche markiert. Das hRPA32 ist ein essentieller Faktor bei der DSB-
Reparatur und der Checkpoint-Aktivierung (Wu et al. 2005).

Die hRPA32-genspezifische cDNA (810 bp, 270 AS; GenBank: BC001630.1, Strausberg et al.
2002) wurde mit den Primern P133 und P134 amplifiziert und {iber die Schnittstellen Xhol
und Kpnl in den Vektor pEGFP-C1 (L4) einkloniert (siehe Abbildung 11A). Durch die
Sequenzierung des Inserts im Vektor pEGFP-hRPA32 (L152) wurde bestitigt, dass dieses

mutationsfrei ist.
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Abbildung 11: (A) Vektorkarte des DNA-Konstrukts pEGFP-hRPA32 (L152) mit den verwendeten
RE-Schnittstellen. (B) Mit dem Konstrukt transient transfizierte HeLa-Zelle in S/G2-Phase. Es wurde
7 h nach Bestrahlung mit 2 Gy fixiert. Die Immunfluoreszenzfirbung wurde mit einem anti-RPA-AK
durchgefiihrt. Der Maf3stab entspricht 10 um.

In HeLa-Zellen transient transfiziertes RPA32-GFP war im Kern lokalisiert, bildete nach
Bestrahlung Foci aus welche mit dem durch AK detektierten RPA32-Epitop kolokalisierten

(siehe Abbildung 11B). Daher wurde das Konstrukt als funktionell eingestuft.

4.1.4 hMus81

Die humane Crossover junction endonuclease Mus81 ist eine Endonuklease mit einer Funktion
bei der Auflésung von HJs, 3‘-Flap-Strukturen und blockierten Replikationsgabeln (Ciccia et
al. 2003). Sie ist im Cytoplasma, im Zellkern und gehauft in den Nukleoli lokalisiert. Nukleoli
befinden sich in Genomregionen mit rRNA-Gen-kodierenden Bereichen und Bereichen mit
hoher transkriptioneller Aktivitdt. Aufgrund der hochrepetitiven Genomsequenzen in diesen
Abschnitten sind diese moglicherweise anféllig fiir rekombinatorische Vorgidnge, was das
Vorkommen von Mus81 erkldaren konnte (Gao et al. 2003). Da Mus81 als Endonuklease bei
der Auflosung von DNA-Reparaturintermediaten beteiligt ist, sollte dieser Faktor als Marker
fiir spate Schritte der HR fiir die Lebendzellmikroskopie etabliert werden. Die Mus81-
genspezifische cDNA (1653 bp/ 551 AS; GenBank: AF425646.1, Chen et al. 2001) wurde mit
den Primern P110 und P111 amplifiziert und mittels der RE-Schnittstellen Nhel und HindIII
in den Vektor pEGFP-C1 (1L4) einkloniert (siehe Abbildung 12A).
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Abbildung 12: (A) Vektorkarte des DNA-Konstrukts pEGFP-Mus81 (L98) mit den verwendeten
RE-Schnittstellen. (B) Stabil transfizierte Zelllinie U20S Mus81-GFP Klon 2. Dargestellt ist eine
mitotische Zelle (Prophase), fixiert 7 h nach 2 Gy Bestrahlung. Die Immunfluoreszenzfarbung erfolgte
mit einem anti-Mus81-AK. Der Mal3stab entspricht 10 wm.

Die Sequenzierung des Inserts des Vektors pEGFP-Mus81 (1L98) zeigte zwei Abweichungen
von der durch Chen et al. (2001) veroffentlichten Sequenz, welche zu zwei AS-Substitutionen
fiihren (R37H, R350W). Bei diesen AS-Substitutionen handelt es sich nach Angabe der
Datenbank UniProt (Quelle: http://www.uniprot.org/uniprot/Q96NY9) um natiirlich
vorkommende Polymorphismen. Da mit den hergestellten Mus81-Konstrukten
Lebendzellmikroskopie-Experimente durchgefithrt werden sollten, wurden mit dem
Selektionsantibiotikum G418 stabil exprimierende Zelllinien selektiert. Die stabil
transfizierten Zellen zeigten jedoch gegeniiber WT-Zellen ein eingeschranktes Wachstum.
Daher wurden diese Zelllinien nicht fiir die Lebendzellmikroskopie eingesetzt, sondern
dienten der Etablierung von anti-Mus81-AKs fiir die IF (siehe Abbildung 12B). Die Liste von
auf Basis der Mus81-Plasmide erzeugten Zelllinien sind in Kapitel 4.1.6 zu finden.
Moglicherweise konnten zukiinftig Zelllinien mit geringeren Fusionsprotein-Expressionslevels
und weniger beeintrachtigten Zellwachstum etabliert und fiir die Lebendzellmikroskopie

verwendet werden.
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415 Gen1

Aufgrund seiner beschriebenen Endonukleasefunktion bei der Auflosung von HJ-Strukturen
sollte der Faktor Genl als Marker fiir spaite HR-Schritte etabliert werden. Als klassische HJ-
Resolvase induziert Genl an einer dHJ zwei perfekt symmetrische Schnitte, was je nach
Orientierung der Schnitte, entweder zu einem Crossover- oder Non-Crossover-Produkt fiihrt.
Die Genl-genspezifische cDNA (2724bp/ 908 AS; GenBank: AAI17205.1, Strausberg et al.
2002) wurde mithilfe der Primer P130 und P131 amplifiziert und mittels der RE-
Schnittstellen Sall und BamHI in den Vektor pEGFP-C1 (L4) einkloniert (siehe Abbildung
13A).
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Abbildung 13: (A) Vektorkarte des DNA-Konstrukts pEGFP-Genl (L153) mit den verwendeten
RE-Schnittstellen. (B) Transient transfizierte U20S-Zelle in Interphase; der Mal3stab entspricht 10 um.

Zwei unabhéngig voneinander durchgefiihrte cDNA-Isolationen (je drei sequenzierte Klone)
fiihrten zu Plasmiden, welche alle identische Variationen zu der durch Strausberg et al.
(2002) beschriebenen Sequenz aufwiesen. Somit kann angenommen werden, dass es sich
hierbei um eine fiir die Zelllinie 82-6 hTERT spezifische Isoform des Genl handelt. Bei dieser
putativen Isoform wird durch eine Deletion von 5bp ein verfriihtes Stopp-Codon an der
Deletionsstelle eingefiihrt. Sie besitzt somit einen verkiirzten C-Terminus und ist nur 839 AS
lang. Zudem finden sich in dem sequenzierten Bereich (kodierender Bereich fiir AS 1-270,
577-839) der verkiirzten Variante verschiedene Punktmutationen, welche zu AS-
Substitutionen fithren (S92T, T680I, K839E). Bei der AS-Substitution an Position 92 und 680
handelt es sich nach Angabe der Datenbank UniProt (Quelle:
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http://www.uniprot.org/uniprot/Q17RS7) um natiirlich vorkommende Polymorphismen. Der
Austausch an Position 839 wird durch die 5 bp-Deletion und die dadurch entstehende
Leserasterverschiebung des letzten Tripletts verursacht. Der verkiirzte C-Terminus hat
vermutlich keine Auswirkung auf die Nukleaseaktivitit von Genl, da sich die hierfiir
essentiellen AS-Reste im N-Terminus befinden (E134/E136/E157). Fiir eine nukleolytische
Aktivitdit des verkiirzten Proteins spricht zudem das Vorhandensein des intakten,
hochkonservierten Zentrosom-Lokalisationssignals im N-Terminus (AS 128-148). Dieses fiihrt
dazu, dass Genl in Interphase-Zellen am Zentrosom lokalisiert ist (Gao et al. 2012). Auch
wenn nach transienter Transfektion der Zellen das Fluoreszenzsignal erwartungsgemafd im
Kern detektiert wurde (siehe Abbildung 13B), konnte jedoch nicht abschliefend geklart
werden, ob das Fusionsprotein seine Funktion behalten hat und ob die Funktion dieser
Isoform in den 82-6 hTERT-Zellen erhalten geblieben ist. Daher wurde mit dem vorhandenen
Vektor nicht weiter gearbeitet. Sollte sich herausstellen, dass es sich um eine funktionelle
Isoform handelt, konnte das Konstrukt bei der weiteren Aufklarung der Genl-Funktion
eingesetzt werden. Alternativ konnte die auf dem Vektor fehlende 5 bp-Sequenz mithilfe einer
Mutagenese-PCR eingefiigt und somit die Volllingensequenz wieder hergestellt werden.
Weiter konnte auch die ¢cDNA aus einer anderen Zelllinie isoliert und das Plasmid fiir das

Genl-Fusionsprotein erneut kloniert werden.
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4.1.6 Herstellung einfach transfizierter Zelllinien

Die in Tabelle 42 aufgelisteten erzeugten DNA-Konstrukte enthielten ein selektierbares
Markergen in Form einer Resistenz gegen das Selektionsantibiotikum G418/Neomycin. Auf
Basis dieser Resistenz wurden nach einer Transfektion stabil exprimierende Zellen selektiert
(siehe Punkt 3.2.6). Fiir die Herstellung der meisten Zelllinien wurden U20S-Zellen
verwendet. Dies ist eine Standardzelllinie, welche aufgrund ihrer flachen Morphologie und
der geringen Migration gut fiir die Lebendzellmikroskopie geeignet ist und auch schon in
friilheren Arbeiten Verwendung fand (Dissertation Eik Schumann, 2011). Um
zelltypspezifische Phianomene ausschlielden zu konnen, wurden fiir die Herstellung von
Zelllinien aufllerdem HeLa-Zellen verwendet. Die erzeugten Zelllinien sind in Tabelle 43

aufgelistet.

Tabelle 43: Erzeugte transgene Zelllinien auf Basis der G418/Neomycin-Resistenz-vermittelnden
Vektoren

Bezeichnung Datenbank Transfizierter Resistenz Urspriingliche

AG Lobrich Vektor Zelllinie

HeLa Rad52GFP Klon A L60 G418 Hela S3
HeLa Rad52GFP Klon B L60 G418 Hela S3
HeLa Rad52GFP Klon C L60 G418 Hela S3
U20S mCherry-53BP1 Klon A L81 G418 U20S
U20S mCherry-53BP1 Klon B L81 G418 U20S
U20S mCherry-53BP1 Klon C 181 G418 U20S
U20S Mus81-GFP Klon 2 L98 G418 U20S
U20S Rad51-GFP Klon A L79 G418 U20S
U20S Rad52GFP L60 G418 U20S
U20S Rad52GFP Klon X2 L60 G418 U20S
U20S Rad52GFP Klon X3 L60 G418 U20S
U20S Rad52GFP Klon X4 L60 G418 U20S
U20S Rad52GFP Klon X6 L60 G418 U20S
U20S Rad52-GFP Klon 1 L60 G418 U20S
U20S Rad54-GFP Klon A L63 G418 U208
U20S Rad54-GFP Klon C L63 G418 U20S
U20S Rad54-GFP Klon D L63 G418 U208
U20S Rad54-GFP Klon E L63 G418 U20S
U20S Rad54-GFP Klon F L63 G418 U20S
U20S tagBFP-Ligasel L65 G418 U20S

G418: HeLa 800 ug/ml, U20S 400 pg/ml
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4.2 Herstellung doppelt transfizierter Zelllinien

Ein Ziel dieser Arbeit bestand darin, die simultane Analyse von Zellzyklusphase und
DSB-Reparatur in lebenden Zellen mittels LCI zu erméglichen. Hierbei hatte sich gezeigt, dass
die transiente Transfektion mit zwei verschiedenen fluoreszenzgekoppelten Faktoren nur eine
geringe Ausbeute von doppelt transfizierten Zellen lieferte. Zudem variierten die
Expressionslevel zwischen den Zellen sehr stark, wodurch keine konstanten
Versuchsbedingungen gewéhrleistet waren. Zur Erhéhung der Ausbeute doppelt transfizierter
Zellen mit vergleichbaren Expressionniveaus wurde die Erzeugung mehrfach transgener
Zelllinien angestrebt. Hierzu waren zunichst, wie in den vorigen Kapiteln beschrieben,
einfach stabil transfizierte Zelllinien auf Basis eines G418/Neomycin-Resistenz-vermittelnden
Vektors hergestellt worden (siehe Punkt 3.2.6). Diese bildeten die Basis fiir die Herstellung
der doppelt transfizierten Zelllinien.

Flir das Erzeugen von stabil doppelt transfizierten Zellen musste ein neues Vektorsystem,
welches eine weitere Selektionsantibiotikaresistenz vermittelt, etabliert werden. Das zweite
GOI wurde durch Amplifikation der Expressionskassette aus einem G418-Vektor mit den
Primern P079 und PO80 und einer anschliefenden Cut-Ligation in den Vektor pTK-Hyg
eingefiigt (siehe Abbildung 14).

-35 Abbildung 14: Vektorkarte des DNA-

AR 407\ Konstrukts pTK-Hyg (L141) mit der
mp

>/ verwendeten Schnittstelle Swal als

Insertionslocus fir eine Blunt-End-
/\,\Swal (1003)

amplifizierte Expressionskassette. Die

pTK-Hyg
5036 bp

Erkennungssequenz ATTT'AAAT kommt nur

etwa alle 4° bp vor und eignet sich daher fiir

" HSVTK polyA
polyA o
puUC ori y p eine Cut-Ligation.

HSVTK

Eine Cut-Ligation ist eine Ligationsreaktion, welche durch Zugabe einer RE die gleichzeitige
Restriktion und Ligation ermoglicht. Als RE wird ein Enzym mit einer seltenen
Erkennungssequenz gewdhlt, in diesem Fall Swal, um das Zerschneiden des Inserts zu
vermeiden. Das mittels Proofreadig-PCR erzeugte Blunt-End-Amplifikat konnte somit Blunt-

End in den Vektor pTK-Hyg einligiert werden, wiahrend der Swal-Verdau in derselben
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Reaktion durchgefiihrt wurde. Diese Strategie fithrt zu einer hohen Ausbeute an Insert-
tragendem Vektor und verhindert gleichzeitig die Rezirkularisierung des Ziel-Vektors.

Die auf Basis des Vektors pTK-Hyg (L141) erstellen DNA-Konstrukte wurden sequenziert und
somit bestétigt, dass diese frei von Mutationen sind. Die Expression und die Funktionalitéit der
Fusionsproteine wurden zudem durch eine transiente Transfektion, wie bereits in den vorigen
Kapiteln beschrieben, verifiziert.

Die durch Cut-Ligation erzeugten, Hygromycinresistenz-vermittelnden Vektoren sind in

Tabelle 44 aufgefiihrt.

Tabelle 44: Erzeugte Expressionsvektoren auf Basis des Vektors pTK-Hyg (L141)

Bezeichnung Plasmidbezeichnung Groe Resistenz Ursprung der durch Cut-Ligation
Datenbank [bpl] eingefiigten Expressionskassette
AG Lobrich
L71 pTK-HygmCherry-Rad54 9103  Amp/ Hyg L67 pmCherry-Rad54
L72 pTK-HygmCherry-C1 6854 Amp/ Hyg L139 mCherry-C1
L73 pTK-HygmCherry-Rad52 8096  Amp/ Hyg L59 pmCherry-Rad52
L83 pTK-HygRad54-EGFP 9103 Amp/ Hyg L76 pEGFP-Rad54
(Quelle: Dr. Olivia Barton)
1.84 pTK-HygRad52-EGFP 8050 Amp/ Hyg L60 pEGFP-Rad52
L100 pTK-HygmCherry-Mus81N 8513  Amp/ Hyg L99 pmCherry-Mus81N
L108 pTK-Hyg-dsRedLigasel 9448 Amp/ Hyg L30 pdsRed-Ligasel
(Quelle: Prof. Christina Cardoso)

Amp= Ampicillin, Hyg= Hygromycin

Die Hygromycinresistenz-vermittelnden Vektoren wurden schliellich eingesetzt, um bereits
einfach stabil transfizierte Zellen zu transfizieren und stabile doppelt transfizierte Zelllinien

zu selektieren. Die hieraus hervorgegangen Zelllinien sind in Tabelle 45 aufgelistet.
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Tabelle 45: Erzeugte doppelt transgene Zelllinien

Bezeichnung Datenbank TransfizierterResis- Urspriingliche Zelllinie

AG Loébrich Vektor tenz

HeLa Rad52GFP dsRed-Ligasel Klon A L108 Hyg  HeLa Rad52GFP Klon A

HeLa Rad52GFP dsRed-Ligasel Klon B L108 Hyg  HeLa Rad52GFP Klon A

HeLa Rad52GFP dsRed-Ligasel Klon C L108 Hyg  HeLa Rad52GFP Klon A

HeLa Rad52GFP dsRed-Ligasel Klon D L108 Hyg  HeLa Rad52GFP Klon A

HeLa Rad52GFP dsRed-Ligasel Klon E L108 Hyg  HeLa Rad52GFP Klon A

[U20S 53BP1-GFP dsRed-Ligasel Klon 1 L108 Hyg  U20S 53BP1-GFP (Quelle: C. Lukas)
[U20S 53BP1-GFP dsRed-Ligasel Klon 2 L108 Hyg  U20S 53BP1-GFP (Quelle: C. Lukas)
[U20S 53BP1-GFP Rad54mCherry Klon1211L71 Hyg U20S 53BP1-GFP (Quelle: C. Lukas)
[U20S MDC1-GFP dsRed-Ligasel Klon 1 L108 Hyg U20S MDC1-GFP (Quelle: C. Lukas)
[U20S MDC1-GFP dsRed-Ligasel Klon 2 L108 Hyg U20S MDC1-GFP (Quelle: C. Lukas)
[U20S MDC1-GFP Mus81mCherry Klon b2 L1100 Hyg  U20S MDC1-GFP (Quelle: C. Lukas)
[U20S MDC1-GFP Mus81mCherry Klon b4 L1100 Hyg  U20S MDC1-GFP (Quelle: C. Lukas)
[U20S MDC1-GFP Mus81mCherry Klon Y5 L1100 Hyg  U20S MDC1-GFP (Quelle: C. Lukas)
[U20S MDC1-GFP Mus81mCherry Klon Y6 1.100 Hyg U20S MDC1-GFP (Quelle: C. Lukas)
[U20S MDC1-GFP Rad52mCherry (L73) L73 Hyg U20S MDC1-GFP (Quelle: C. Lukas)
[U20S Rad52GFP dsRed-Ligasel Klon 1 L108 Hyg U20S Rad52-GFP Klon 1

[U20S Rad52GFP dsRed-Ligasel Klon C L108 Hyg  U20S Rad52-GFP Klon 1

[U20S Rad52GFP dsRed-Ligasel Klon D L108 Hyg  U20S Rad52-GFP Klon 1

[U20S Rad52GFP H2BCherry Klon X L154 Puro U20S Rad52-GFP Klon 1

[U20S Rad52GFP H2BCherry Klon Y L154 Puro U20S Rad52-GFP Klon 1

[U20S Rad52GFP H2BCherry Klon Z L154 Puro U20S Rad52-GFP Klon 1

[U20S Rad54GFP dsRed-Ligasel Klon U L108 Hyg  U20S Rad54-GFP Klon F

[U20S Rad54GFP dsRed-Ligasel Klon W L108 Hyg  U20S Rad54-GFP Klon F

[U20S Rad54GFP dsRed-Ligasel Klon X L108 Hyg  U20S Rad54-GFP Klon F

[U20S Rad54GFP dsRed-Ligasel Klon Y L108 Hyg  U20S Rad54-GFP Klon F

[U20S Rad54GFP dsRed-Ligasel Klon Z L108 Hyg  U20S Rad54-GFP Klon F

Hyg=Hygromycin: 200 ug/ml; Puro=Puromycin: 0,1 pxg/ml
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4.3 Rad51 und Rad54 als Marker von HR-Prozessen in fixierten Zellen

In fritheren Arbeiten konnte bereits gezeigt werden, dass Zellen zu spiten Zeitpunkten nach
Bestrahlung trotz eines erhOhten Levels von unreparierten Briichen in die Mitose eintreten.
Aufgrund der Beobachtung, dass zu Zeiten der G2/M-Transition noch DSBs iiber den Weg der
HR repariert werden, wurde angenommen, dass G2-bestrahlte Zellen mit HR-Intermediaten in
die Mitose eintreten. Um diese Hypothese zu testen, wurden die Foci-Kinetiken verschiedener
HR-Marker in der G2-Phase gemessen und anschlieffend das Auftreten von Foci dieser

Proteine in der Mitose untersucht.

4.3.1 Messung von Rad51 und Rad54-Foci-Kinetiken nach Bestrahlung in G2

Der am besten beschriebene HR-Marker ist das Rad51. Der Schliissel-Faktor besetzt die in
Folge der Resektion entstandenen RPA-beladenen Bereiche und stellt aufgrund seiner
massenhaften Rekrutierung ein ideales Substrat fiir eine IF-Farbung dar. Rad54 ist ein
direkter Interaktionspartner von Rad51 und hat eine Rolle bei der Stranginvasion in die
homologe Schwesterchromatide, sowie bei der Entfernung von Rad51 zur Initiation der
Reparatursynthese.

Aufgrund der engen Zusammenarbeit der zwei Faktoren, ist in der IFM eine hohe
Kolokalisation nach Bestrahlung in der G2-Phase, und daher eine &hnliche
Rekrutierungskinetik zu erwarten. Um dies zu tiiberpriifen, wurden U20S-Zellen bestrahlt,
fixiert und fiir die IFM gefarbt. Da die Foci-Kinetiken ausschlief3lich in der G2-Phase gemessen
werden sollten, wurde lebenden U20S-Zellen 30 min vor der Bestrahlung EdU zugegeben.
Somit konnten S-Phase-Zellen durch eine Detektion der EdU-Inkorporation ausgeschlossen
werden. Die Zellen wurden 15 min, 2h, 4h, 6 h und 8 h nach Bestrahlung mit 1 Gy fixiert
und fiir die IFM gegen yH2AX, Rad54 und EdU oder gegen Rad51, Rad54 und EdU geférbt.
Die Bestimmung der Foci-Werte in den G2-bestrahlten Zellen zu den verschiedenen
Zeitpunkten wurde wie in Kapitel 3.5.1.2 beschrieben durchgefiihrt.

Zuséatzlich wurden mit dem 0,25 h-Zeitpunkt unbestrahlte Zellen fixiert, um das
Hintergrundlevel aufgrund spontaner Foci zu bestimmen. Um die tatsdchlichen
strahlungsinduzierten DSBs analysieren zu konnen, wurden die in Kontrollzellen ermittelten
spontanen Foci-Zahlen von dem Wert der bestrahlten Proben abgezogen. Die verrechneten
Werte sind in den Abbildungsunterschriften der jeweilige Experimente angegeben.

Wie in Abbildung 15 dargestellt, kolokalisiert Rad54 wie erwartet stark (~95%) mit YH2AX
und mit Rad51. Da Rad54-Foci in der IFM kleiner ausfallen als Rad51-Foci, lassen sie sich
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etwas schwerer detektieren. Um zu {iberpriifen, ob die Foci-Kinetik der beiden Faktoren nach
Bestrahlung in G2-Phase identisch ist, wurden Foci in 40 Zellen pro Probe ausgezdhlt und

Kinetiken erstellt (Abbildung 16).

DAPI aRad54 ayH2AX merge
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Abbildung 15: Immunfluoreszenzfarbung in U20S WT-Zellen. Den Zellen wurden 30 min vor
Bestrahlung EAU zugegeben. Nach Bestrahlung mit 1 Gy wurden die Zellen zu den angegebenen
Zeitpunkten fixiert und mit Antikorpern gegen Rad54 und yH2AX bzw. Rad54 und Rad51 gefdrbt. G2-
Phase-Zellen wurden mithilfe der Scanning-Funktion von Metafer 4-MetaCyte ausgewahlt. Der Malstab
entspricht 10 wm.

Nach Bestrahlung zeigt das Level der yH2AX-Foci in U20S WT-Zellen sein Maximum von etwa
44 Foci pro Zelle nach 0,25 h. Zwischen 0,25 h und 2 h nach Bestrahlung fallen die Foci-
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Werte schnell auf etwa die Hélfte ab. Im Zeitraum von 2-8 h nach Bestrahlung fallen die
yH2AX-Foci langsamer, aber weiterhin kontinuierlich von 22 auf etwa 9 Foci pro Zelle ab.
Rad51 und Rad54 besitzen identische Kinetiken, welche sich zu der von yH2AX
unterscheiden. Beide Proteine bilden 0,25 h nach Bestrahlung etwa einem Focus pro Zelle
aus. Beide Proteine erreichen das Maximum der Rekrutierung bei 2 h nach Bestrahlung mit
etwa 13 Foci pro Zelle. Die Foci-Werte beider Faktoren fallen von 2-8 h kontinuierlich auf

etwa 5 Foci pro Zelle ab.

Abbildung 16: yH2AX-, Rad54- und Rad51-Foci-

50
45 =—yH2AX Kinetiken nach Bestrahlung in der G2-Phase. Den
R Rad54 U20S-Zellen wurde 30 min vor Bestrahlung EdU
40 zugegeben. Die Zellen wurden zu den angegeben
\ —+—Rad51 : : e
0 35 Zeitpunkten nach Bestrahlung mit 1 Gy fixiert und
o \ - gegen YH2AX, Rad54 und Rad51 geféarbt. Die Foci
2 30
© o5 \ wurden in G2-Phase-Zellen ausgewertet. Die
=
A \\ yH2AX- und Rad54-Foci-Werte entstammen zwei
520 Experimenten und die Fehlerbalken stellen die
15 Standardabweichung der Mittelwerte aus zwei
10 A Experimente dar. Die Rad51-Foci-Werte
i entstammen  drei  Experimenten und die
Fehlerbalken stellen den Standardfehler der

0 5 4 6 8 Mittelwerte aus drei Experimenten dar. Die Foci-

Zeit nach Bestrahlung [h] Werte der unbestrahlten Kontrollzellen wurden

abgezogen (YH2AX: 10,7; Rad54: 4,5; Rad51: 5,9).

Der Versuch bestitigt anhand der yH2AX-Foci, dass die DSB-Reparatur biphasisch verlauft,
wobei zundchst 2/3 der Briiche innerhalb der ersten 4 h, und verbliebene Briiche langsam in
den folgenden Stunden repariert werden. Durch die Analyse der Rad51- und Rad54-Foci kann
auf den Anteil der HR bei der DSB-Reparatur in der G2-Phase geschlossen werden. Beide
Faktoren bilden ihr Maximum bei 2 h nach Bestrahlung aus und markieren hier die meisten
iiber HR reparierenden DSBs. In Folge kommt es zu einem langsamen Abfall der Foci-Werte
parallel mit den Werten der yH2AX-Foci. Dies lasst darauf schlieen, dass die zu spéten Zeiten
langsam reparierten Briiche {iber die HR repariert werden. Dies ist konsistent mit fritheren
Arbeiten (Beucher et al. 2009). Auch zu spiaten Zeitpunkten sind die HR-Faktoren Rad51 und
Rad54 noch an DSBs nachweisbar. Da aus anderen Arbeiten bekannt ist, dass Zellen zu diesen
Zeitpunkten bereits wieder in die Mitose eintreten (Deckbar et al. 2007; Dissertation Eik
Schumann, 2011), liegt die Vermutung nahe, dass die Zellen mit HR-Intermediaten in die

Mitose eintreten.
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4.3.2 Detektion von HR-Reparaturfaktoren an DSBs in Mitose nach Bestrahlung in der
G2-Phase

Nachdem gezeigt werden konnte, dass zu spiten Zeiten nach IR unreparierte Briiche durch
die HR-Marker Rad51 und Rad54 detektiert werden konnen, stellte sich die Frage, ob Zellen
in der Tat mit HR-Reparaturintermediaten in die Mitose eintreten. Daher sollte untersucht
werden, ob Rad51- oder Rad54-Foci in der Mitose nachweisbar sind.

Dazu wurden adhérent auf DG wachsende Zellen mit 2 Gy bestrahlt, nach 7 h fixiert und mit
AKs gegen yYH2AX und Rad51 bzw. yH2AX und Rad54 fiir die IFM gefarbt. Anhand der DAPI-
Farbung des kondensierten Chromatins konnten mitotische Zellen identifiziert werden. Um
den Erfolg der Farbung selbst zu {iberpriifen, wurden G2-Zellen als Positivkontrolle
herangezogen (siehe Abbildung 17).

Zum Zeitpunkt 7 h nach Bestrahlung zeigten die G2-Phase-Zellen deutliche Rad51- bzw.
Rad54-Foci. Interessanterweise waren diese in mitotischen Zellen durch eine IF-Farbung nicht
detektierbar. Der erhohte yH2AX-Foci-Wert weist jedoch darauf hin, dass die
Reparaturprozesse noch nicht abgeschlossen sind. Es wéare moglich, dass Rad51 und Rad54
aufgrund der Chromatin-Umstrukturierung nicht mehr binden kénnen oder aktiv verdrangt
werden, obwohl noch HR-Strukturen vorhanden sind. Alternativ konnte die Reparatur so weit
fortgeschritten sein, dass die Strukturen, an welche die Proteine binden, nicht mehr bestehen.
Daher ergab sich die Frage, wann die Rad51/Rad54-Foci vor dem Eintritt in die Mitose von

den DSBs verschwinden.
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Abbildung 17: Darstellung der DNA-Reparaturfaktoren Rad51 und Rad54 in Hela-Zellen nach
Bestrahlung mit 2 Gy. Die Zellen wurden 7 h nach Bestrahlung fixiert und mit AKs gegen yH2AX und
Rad51 bzw. Rad54 geférbt. Durch die yYH2AX-Féarbung wird das erhohte DSB-Level in den mitotischen
Zellen sichtbar. M=Mitose, G2= G2-Phase-Zelle (A) HeLa WT-Zellen. Rad51 kann in G2-Phase-Zellen
angefarbt werden, jedoch nicht in Mitose. (B) HeLa WT-Zellen. Rad54 ist nur in G2-Zellen detektierbar,
jedoch nicht in Mitose. Der Maf3stab betrdgt 10 um.

4.3.3 Messung von Rad54-GFP-Foci-Kinetiken nach IR mittels Lebendzellmikroskopie

Das Fehlen der Rad51- und Rad54-Foci in der Mitose fiihrte zu der Annahme, dass diese vor
dem Eintritt in die Mitose von den noch unreparierten Briichen entfernt werden. Wie in
fixierten Zellen gezeigt werden konnte, sind diese Faktoren in der spiten G2-Phase noch
detektierbar. Daher stellte sich die Frage, wann die Faktoren die vorhandenen DSBs verlassen.
In den bisher angefertigten Versuchen wurden stets fixierte Zellen betrachtet. Experimente
mit fixierten Zellen erlauben quantitative Aussagen iiber eine grol3e Zellpopulation, jedoch
ohne einen Einblick zu geben, an welcher genauen Position des Zellzyklus eine einzelne Zelle
steht. So ist z.B. keine Aussage moglich, wie weit eine fixierte Zelle noch von der Mitose
entfernt ist. Die Lebendzellmikroskopie hingegen ermoglicht die Quantifizierung der Foci
fluoreszenzmarkierter Proteine und die Verfolgung des Zellzyklusverhaltens auf

Einzelzellebene.
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Rad51 eignet sich aufgrund der bereits beschriebenen Probleme bei einer Uberexpression
kaum fiir eine Detektion von HR-Ereignissen in lebenden Zellen. Das posttranslational
regulierte Rad54 ermoglicht hingegen die Markierung von HR-Ereignissen auch ohne negative
Nebeneffekte fiir das Uberleben der exprimierenden Zellen.

Zur Charakterisierung der Rad54-GFP-Foci beim Eintritt bestrahlter Zellen in die Mitose
wurden U20S Rad54-GFP Klon F-Zellen in zwei Kandle eines Ibidi u-Slides ausgesédt. 48 h
nach Aussaat wurde ein Kanal mit 2 Gy bestrahlt. Nach etwa 3 h wurden die Zellen in das
Lebendzellmikroskop iiberfiihrt und eine Positionsliste von Zellen angefertigt. Der Zeitraum
wurde so gewdhlt, da sich die Rad54-GFP-Foci erst zu spéteren Zeiten nach Bestrahlung
ausbilden und nur Rad54-GFP-Foci-positive Zellen, welche sich also in S-/G2-Phase befinden,
analysiert werden sollten. Die unbestrahlten Kontrollzellen wurden nach der Grolle
ausgewahlt. Sehr kleine Zellen wurden nicht in die Positionsliste aufgenommen, da diese
vermutlich G1-Phase-Zellen darstellten und diese nicht im geplanten Zeitraum in die Mitose
eintreten wiirden. 4 h nach Bestrahlung wurde die Bildaufnahme gestartet. Fiir die folgende
Auswertung des Experiments wurden nur Zellen herangezogen, welche nach Start der
Mikroskopie weniger als 9 h bendtigten, um in die Mitose einzutreten. Somit waren diese
Zellen maximal 13h in S-/G2-Phase. In Abbildung 18A ist exemplarisch eine U20S
Rad54-GFP Klon F-Zelle abgebildet. Diese zeigte 3,5h vor dem Eintritt in die Mitose noch
Rad54-GFP-Foci. Uber den Verlauf der Zeit nimmt die Anzahl der Rad54-GFP-Foci ab und vor
dem Eintritt in die Mitose sind diese kaum noch detektierbar. In Abbildung 18B ist die Anzahl
der Rad54-GFP-Foci in einzelnen Zellen {iber den Verlauf der Zeit aufgetragen. Auffillig sind
hierbei die z.T. erheblichen Schwankungen der Foci-Werte zwischen zwei Zeitpunkten. Dies
liegt vermutlich an intranukledren Bewegungen oder an der abweichenden Fokussierung
durch die Autofokusfunktion der uManager-Software zwischen zwei Zeitpunkten. Dennoch
wird deutlich, dass in S-/G2-Phase bestrahlte Zellen (farbige durchgéngige Linien) Rad54-
GFP-Foci mit maximal 15 Foci 4 h nach Bestrahlung starten und die Foci bis zum Eintritt der
Zellen in die Mitose kontinuierlich abnehmen. Bereits eine halbe Stunde vor dem Eintritt in
die Mitose sind nur noch maximal drei Foci in einer Zelle detektierbar. Im Gegensatz dazu ist
das Foci-Level in unbestrahlten Zellen (unterbrochene Linien) iiber den gesamten
Beobachtungszeitraum mit maximal 2-3 Foci sehr gering. Vor dem Eintritt in die Mitose
verringert sich die Zahl der Rad54-GFP-Foci weiter. In Abbildung 18C sind die Mittelwerte
aller bestrahlten und unbestrahlten Zellen aufgetragen. Diese Auftragung ldsst einen
kontinuierlichen Abfall der Rad54-GFP-Foci bis zu 3,5h vor dem Eintritt in die Mitose
erkennen. In den folgenden 1,5 h scheint sich ein Plateau auszubilden. SchlieSlich kommt es

ab 2 h vor dem Eintritt in die Mitose zu einem schnellen Abfallen der Rad54-GFP-Foci-Zahlen.
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Abbildung 18: Darstellung eines Lebendzellexperiments zur Untersuchung der Rad54-GFP-Foci in
lebenden U20S Rad54-GFP Klon F-Zellen nach Bestrahlung mit 2 Gy. (A) Die Bildaufnahme von
Rad54-GFP-Foci-positiven Zellen wurde 4 h nach Bestrahlung gestartet. Daher zeigen die Zellen zu
Beginn des Experiments ein erhohtes Rad54-GFP-Foci-Level. Die Foci-Zahlen wurden in den
Einzelebenen der Stapelaufnahmen ausgezéhlt. Dargestellt ist der Verlauf einer Zelle ab 3,5 h vor dem
Eintritt in die Mitose. Der Zeitpunkt des Eintritts in die Mitose wurde anhand der
Phasenkontrastaufnahme ermittelt. Dieser ldsst die Chromatinkondensation und somit den Beginn der
Prophase erkennen. (B) Auftragung des Rad54-GFP-Foci-Levels relativ zum Eintritt in die Mitose
einzelner Zellen. Farbige durchgehende Linien stellen mit 2 Gy bestrahlte Zellen und unterbrochene
farblose Linien Kontrollzellen dar. Der Beginn einer jeden Linie stellt den Zeitpunkt des Starts der
Bildaufnahme dar und l&sst den Verlauf der Foci-Zahlen bis zum Eintritt in die Mitose verfolgen. (C)
Darstellung des Verlaufs der Rad54-GFP-Foci bis zum Eintritt in die Mitose als Mittelwerte aus den
einzelnen Zellen. Die Fehlerbalken sind die Standardabweichung zwischen bestrahlten Zellen (5
Zellen) bzw. unbestrahlten Kontrollzellen (10 Zellen).

Auch wenn bei der Auswertung vermutlich sowohl S- als auch G2-Phase bestrahlte Zellen in
die Auswertung einflossen, wird deutlich, dass sich das Rad54-GFP-Foci-Level in lebenden
Zellen anders verhalt, als es die Analyse in G2-Phase-fixierten Zellen vermuten lasst. So lasst
die Lebendzellmikroskopie ein vollstindiges Verschwinden der Rad54-GFP-Foci in der
G2-Phase bis zum Eintritt der Zellen in die Mitose erkennen. Dies war in fixierten Zellen nicht

zu beobachten. Das schnellere Absinken der Rad54-GFP-Foci-Werte in den letzten 2 h vor der
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Mitose konnte hier moglicherweise auf einen aktiven Mechanismus der Entfernung von
Rad54-GFP hindeuten.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass nach IR in G2 in fixierten Zellen auch zu
spaten Zeiten noch Rad51/Rad54-Foci detektiert werden konnen. Die Lebendzellmikroskopie
zeigt, dass Rad54-GFP-Foci in mitotischen Zellen nicht nachweisbar sind, da sie bereits in der

spaten G2-Phase kurz vor der Mitose dissoziieren.

4.4 Charakterisierung des DNA-Reparaturfaktors Rad52

Die vorangegangenen Versuche zeigten, dass die HR-Faktoren Rad51 und Rad54 auch zu
spaten Zeitpunkten nach IR in G2-Phase-Zellen Foci ausbilden, wahrend in mitotischen Zellen
zum selben Zeitpunkt keine Foci detektierbar sind. Das in beiden Zellzyklusphasen erhohte
yH2AX-Level deutet darauf hin, dass DSBs, welche vermutlich HR-Intermediate darstellen, in
die Mitose eintreten. Moglicherweise sind die HR-Faktoren nicht detektierbar, weil diese vor
dem Eintritt in die Mitose trotz vorhandener HR-Strukturen nicht mehr binden kénnen oder
derekrutiert werden. Daher wurde das Auftreten von Foci eines weiteren, mit HR-Prozessen
assoziierten Faktors in der G2-Phase und in mitotischen Zellen untersucht. Das vermutlich im
Second-End-Capture-Schritt der HR involvierte Protein Rad52 konnte mangels spezifischer
Antikorper nicht durch IFM detektiert werden. Daher wurde fiir die folgenden
Untersuchungen eine Hela-Zelllinie (HeLa Rad52-GFP Klon A), welche das fluoreszenz-

getaggte Protein liberexprimiert, herangezogen (siehe Kapitel 4.1.6).

DAPI Rad52-GFP ayH2AX merge

Abbildung 19: Darstellung des DNA-Reparaturfaktors Rad52-GFP in Hela Rad52-GFP Klon A-Zellen
nach Bestrahlung. Die Zellen wurden 7 h nach Bestrahlung mit 2 Gy fixiert und fiir die IFM geférbt. Die
yH2AX-Farbung verdeutlicht das erhohte Schadenslevel. M=Mitose, G2= G2-Phase-Zelle. Der Faktor
Rad52-GFP ist sowohl in G2-Phase-Zellen als auch in mitotischen Zellen nach Bestrahlung nachweisbar.
Dargestellt ist das intrinsische Rad52-GFP-Signal. Der Maf3stab betrdgt 10 um.
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Uberraschenderweise konnten in Rad52-GFP-exprimierenden Zellen 7 h nach Bestrahlung
sowohl in G2- als auch in mitotischen Zellen Rad52-GFP-Foci detektiert werden (siehe
Abbildung 19). Da diese Rad52-GFP-Foci in beiden Zellzyklusphasen zu einem grof3en Anteil
mit den yH2AX-Foci kolokalisierten, lag die Vermutung nahe, dass es sich hierbei um die
verbliebenen strahleninduzierten Briiche handelt. Dies war der erste direkte Hinweis, dass in
der Tat Zellen mit HR-Reparaturintermediaten in die Mitose eintreten.

Um zu untersuchen, ob die beobachteten mitotischen Rad52-GFP-Foci den HR-Prozessen aus
der G2-Phase entstammen, wurden nachfolgend Versuche zum Reparaturverhalten von

Rad52-GFP durchgefiihrt.

4.4.1 Messung von Rad52-GFP-Foci-Kinetiken mittels Lebendzellmikroskopie nach
Bestrahlung in der G2-Phase

Die vorangegangenen Versuche hatten gezeigt, dass Zellen nach Bestrahlung in der G2-Phase
trotz verbliebener Briiche in die Mitose eintreten. Aufgrund der Feststellung, dass Briiche,
welche zu spiaten Zeiten langsam repariert werden HR-Prozesse darstellen, wurde
angenommen dass HR-Reparatur-Intermediate in die Mitose eintreten konnen. Da die
Kolokalisation von Rad52-GFP mit yH2AX in der Mitose gezeigt werden konnte, wurde
angenommen, dass es sich bei den markierten DSBs um HR-Prozesse handelt, welche der G2-
Phase entstammen. Da Rad52 bereits als HR-Marker in der Lebendzellmikroskopie eingesetzt
wurde (Karanam et al. 2012), sollte die Rekrutierungkinetik von Rad52-GFP nach
Bestrahlung in der G2-Phase und speziell das Verhalten am G2/M-Ubergang untersucht
werden.

Aufgrund einer berichteten Funktion von Rad52 bei einem Replikationsgabelneustart (Wray
et al. 2008) sollten fiir eine Charakterisierung von Rad52-GFP in der G2-Phase S-Phase-Zellen
ausgeschlossen werden. Hierfiir wurde der Zellzyklusmarker DNA-Ligasel fiir die
Lebendzellmikroskopie eingesetzt (Easwaran et al. 2005). Die DNA-Ligasel ist ein in humanen
Zellen nicht-essentieller Faktor (Han et al. 2014), und eine Uberexpression desselben hat
keinen Effekt auf das Zellwachstum oder die DNA-Reparatur (Paul et al. 2013). In Abbildung
20 ist beispielhaft das typische Ligasel-Muster, dem die Beurteilung des S-Phase-Fortschritts
zugrunde lag, dargestellt. Das spezifische Muster beruht auf der Funktion der Ligasel bei der
Ligation der Okazaki-Fragmente und markiert somit Zentren der Replikation. Dieses
spezifische Muster tritt nur in S-Phase-Zellen auf, in G1- und G2-Phase liegt die Ligasel

gleichmafig pan-nukleér verteilt vor.
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tagBFP-Ligasel aPCNA Propidiumiodid EdU merge

Abbildung 20: Reprisentative Darstellung von U20S-Zellen in verschiedenen Stadien der S-Phase
anhand des Ligasel-Musters. Mit ptagBFP-Ligasel (L65) transient transfizierte U20S-Zellen wurden fiir
30 min mit EAU behandelt und sofort fixiert. Nach Fixierung der Zellen wurde eine IF-Farbung gegen
das an der Replikation beteiligte PCNA und eine Detektion der EdU-Inkorporation durchgefiihrt. Die
Gegenfiarbung des Kerns erfolgte mit Propidiumiodid. (A) Friihe S-Phase. Das plotzliche Auftreten einer
grolen Anzahl kleinerer Ligasel-Foci reprédsentiert die Aktivierung der Replikationsurspriinge und die
sich hierbei ausbildenden Replikationsgabeln. (B) Spédte S-Phase. Es werden weniger
Replikationsurspriinge aktiviert und die aktiven Replikationsgabeln laufen in grof3eren
Replikationszentren zusammen. Der Mal3stab entspricht 10 um.

Fiir die Selektion stabil transfizierter Klone wurde der Vektor pTK-Hyg-dsRedLigasel (L.108)
kloniert (siehe Kapitel 4.2). Es wurden Zelllinien hergestellt, welche das Rad52-GFP
zusammen mit dem Zellzyklusmarker dsRed-Ligasel stabil exprimieren (siehe Kapitel 4.2).
Der Zellzyklusmarker ermdglichte die Identifikation der in der S-Phase befindlichen Zellen
aufgrund des spezifischen Ligasel-Signals. Zudem konnte {iber das Muster des S-Phase-Signals
eine Einteilung in frithe, mittlere und spate S-Phase erfolgen (Easwaran et al. 2005). Bei der
Erstellung von Positionslisten vor dem Start des Lebendzellexperiments wurden nur jene
Zellen in die Positionsliste aufgenommen, welche sich zu Beginn des Experiments in spét-S
befanden. Dieses Vorgehen ermoglichte die effiziente Lokalisation von Zellen in einer
asynchronen Population, welche sich voraussichtlich zum Zeitpunkt der Bestrahlung (etwa 2 h
nach Start des Experiments) in der G2-Phase befinden werden. Fiir eine G2-spezifische
Analyse wurden letztlich nur Zellen ausgewertet, welche zum Zeitpunkt der Bestrahlung keine
replikationsassoziierten Ligasel-Foci mehr aufzeigten. Die Bildaufnahme wurde anhand der
Positionsliste gestartet und erfolgte zundchst mit einer Zyklusdauer von 30 min iiber die
Dauer von 2 h. Nach Ende des Vorfilms wurde das die Zellen tragende Ibidi u-Slide aus dem
Mikroskop entnommen und ein Kanal mithilfe einer Bestrahlungsmaske mit 2 Gy bestrahlt.

Anschliel3end wurde das Ibidi u-Slide wieder in das Mikroskop eingesetzt. Die Bildaufnahme
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wurde anhand der Positionsliste erneut gestartet und erfolgte nun iiber einen Zeitraum von
11 h. Schlief8lich wurden nur Zellen ausgewertet, welche bei Bestrahlung negativ fiir
Replikationsfoci waren, somit die S-Phase verlassen hatten und in einem Zeitfenster von 5-9 h
nach Bestrahlung in die Mitose eintraten. Da unbestrahlte Zellen in der Regel keinen G2/M-
Checkpoint induzieren, wurden fiir die unbestrahlte Kontrolle auch Zellen mit deutlich
kiirzeren G2-Phasen ausgewertet.

In Abbildung 21 ist die Time-Lapse-Aufnahme einer bestrahlten Zelle im Phasenkontrast und
in den Fluoreszenzkandlen exemplarisch dargestellt. Der Zeitpunkt O h beschreibt den
sichtbaren Eintritt der Zelle in die Mitose, hier im Stadium der Metaphase. Zu Beginn der
Aufnahme (-8 h) ist die Zahl der Rad52-GFP-Foci gering. Das punktférmige dsRed-Ligasel-
Signal zeigt an, dass sich diese Zelle in S-Phase befand. Im Laufe der folgenden Stunde nimmt
die Zahl der Replikationsfoci stetig ab, bis zum Zeitpunkt -6,5 h keine dsRed-Ligasel-Foci
mehr zu erkennen sind. Somit befindet sich die Zelle zum Zeitpunkt der Bestrahlung (gelber

Balken) bereits in G2.
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Nach der Bestrahlung lésst sich ein kontinuierlicher Anstieg der Rad52-GFP-Foci erkennen.
6 h nach der Bestrahlung befindet sich die Zelle in der Mitose.

Die Rad52GFP-Foci-Kinetik wurde in 18 bestrahlten und 39 unbestrahlten Zellen erstellt und
die Werte relativ zum Eintritt der Zellen in die Mitose sortiert. Die Mittelwerte der

Rad52-GFP-Foci sind in Abbildung 22 dargestellt.
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Abbildung 22: Messung von Rad52-GFP-Foci-Kinetiken nach Bestrahlung in der G2-Phase mittels
Lebendzellmikroskopie. U20S Rad52-GFP dsRed-Ligasel Klon 1-Zellen wurden mit 2 Gy bestrahlt. Es
wurden nur in G2-Phase bestrahlte Zellen ausgewertet, welche zwischen 5-9 h nach Bestrahlung in die
Mitose eintraten. Die Werte wurden relativ zum Eintritt der Zellen in die Mitose sortiert. (0 h). Die
Fehlerbalken sind die Standardabweichung zwischen bestrahlten Zellen (18 Zellen) bzw. unbestrahlten
Kontrollzellen (39 Zellen). Es wurden 4 Experimente angefertigt.

Unbestrahlte Kontrollzellen besitzen ein spontanes Level an Rad52-GFP-Foci von etwa 3 Foci
pro Zelle, welches nur gering iiber den betrachteten Zeitraum schwankt. Im Gegensatz dazu
steigt das Rad52-GFP-Foci-Level in den mit 2 Gy bestrahlten Zellen bis auf etwa 9 Foci pro
Zelle 0,5 h vor der Mitose an. Zum Zeitpunkt O h, welcher mitotischen Zellen enspricht, fiel
der Wert auf etwa 4 Foci pro Zelle ab. Nach der Mitose liegt der Rad52-GFP-Foci-Wert auf
Hintergrundniveau.

Durch den Versuch konnte gezeigt werden, dass Rad52-GFP nach Bestrahlung im Verlauf der
G2-Phase kontinuierlich an den Schadensort rekrutiert wird und dass Zellen mit diesen Foci in
die Mitose eintreten. Erst in der Mitose dissoziieren die Foci vom Chromatin, so dass die Foci-
Zahlen nach der Zellteilung wieder auf Hintergrundniveau sind. Dieses Ergebnis war
iiberraschend, da die zuvor untersuchten HR-Faktoren Rad51 und Rad54 das Maximum 2 h

nach Bestrahlung ausbilden und daraufhin langsam abfallen. Zudem bildet Rad52-GFP in der
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Mitose Foci aus, was bei Rad51/54 nicht beobachtet wurde. Diese Ergebnisse geben erstmals

Hinweise darauf, dass Zellen in der Tat mit HR-Strukturen in die Mitose eintreten.

4.4.2 Rad52-, Rad51- und yH2AX-Foci-Kinetiken nach Bestrahlung in der G2-Phase

Vorherige Experimente zeigten, dass Rad52-GFP im Gegensatz zu den HR-Markern Rad51
und Rad54 in der Mitose an den verbliebenen DSBs detektierbar ist. Dazu zeigte sich, dass
Rad52-GFP eine andere Rekrutierungskinetik aufweist. Es sollte sichergestellt werden, dass
Rad52 wirklich dieselben DSBs markiert wie Rad51 und Rad54. Hierzu wurde die
Rekrutierung dieses Faktors nach Bestrahlung in der G2-Phase genauer untersucht. Es wurden
Foci-Kinetiken analog zu denen von Rad51 und Rad54 angefertigt (siehe Kapitel 4.3.1).
Zuséatzlich zu der Bestimmung der absoluten Rad52-GFP-Foci-Zahlen, wurde auch deren
Kolokalisation mit yH2AX und Rad51 untersucht. Die Kolokalisation von Rad52-GFP mit
yH2AX sollte die Rekrutierung an DSBs aufzeigen. Das Mal3 der Kolokalisation von Rad52 mit
Rad51 sollte zudem aufzeigen, ob es sich bei den durch Rad52-GFP detektierten Strukturen in
der Tat um Briiche handelt, die iiber den Weg der HR repariert werden.

Die Auswertung der yH2AX-Foci in den U20S Rad52-GFP Klon 1-Zellen (siehe Abbildung
23A) zeigte, dass diese etwa 44 Foci pro Zelle 0,25 h nach Bestrahlung aufweisen. Die Kinetik
des Abfalls der Foci-Zahlen zeigt das bereits beschriebene biphasische Verhalten. 8 h nach
Bestrahlung weisen die Zellen etwa 7 verbliebende yH2AX-Foci pro Zelle auf. Bei der
Betrachtung der Kinetik von Rad52-GFP wird die sehr langsame Rekrutierung nach
Bestrahlung deutlich. So sind zum Zeitpunkt 0,25 h nach Bestrahlung nur geringfiigig mehr
Rad52-GFP-Foci detektierbar als in unbestrahlten Zellen. Die Anzahl der Foci steigt jedoch
stetig bis zu einem Maximum von etwa 5 Rad52-GFP-Foci pro Zelle bei 8 h nach Bestrahlung
an, welche stark mit YH2AX kolokalisieren (siehe auch Abbildung 24).Um sicherzugehen, dass
die Rad52-GFP-Foci wirklich Strukturen der HR markieren, wurden die Foci auf ihre
Kolokalisation mit Rad51 untersucht. Die Rad51-Foci zeigten auch in dieser Rad52-
tiberexprimierenden Zelllinie das Maximum nach 2h, gefolgt von der langsamen
Verringerung der Foci-Zahlen zu spateren Zeiten. Dies lasst darauf schlieRen, dass die HR
trotz der Uberexpression von Rad52-GFP in den Zellen normal verlduft. Zum Zeitpunkt 8 h
nach Bestrahlung kolokalisieren Rad52-GFP und Rad51 sehr stark, so dass es sich bei den
durch Rad52-GFP-markierten Strukturen sehr wahrscheinlich um HR-Prozesse handelt (siehe
auch Abbildung 24). Die langsame Rekrutierung von Rad52-GFP konnte darauf hinweisen,

dass es an einem spaten Schritt der HR beteiligt ist.
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Abbildung 23: Foci-Kinetiken von U20S Rad52-GFP Klon 1-Zellen. Den Zellen wurde 30 min vor
Bestrahlung EdU zugegeben. Die Zellen wurden zu den angegeben Zeitpunkten nach Bestrahlung mit
1 Gy fixiert und fiir die IFM geférbt. (A) Analyse der Foci-Werte von yH2AX, Rad52-GFP und deren
Kolokalisation in G2-Phase-Zellen. Die Fehlerbalken sind der Standardfehler der Mittelwerte aus vier
Experimenten. Foci-Werte von unbestrahlten Kontrollzellen wurden abgezogen (YH2AX: 9,2; Rad52-
GFP: 4,6 Kolokalisation: 1,1) (B) Analyse der Foci-Werte von Rad51, Rad52-GFP und deren
Kolkalisation in G2-Phase-Zellen. Die Fehlerbalken sind die Standardabweichung der Mittelwerte aus
zwei Experimenten. Die Foci-Werte von unbestrahlten Kontrollzellen wurden abgezogen (Rad51: 4,8;
Rad52-GFP: 6,4; Kolokalisation: 0,5)

Um zu iberpriifen, ob die spdte Rekrutierung von Rad52-GFP in den U20S-Zellen ein
generelles Phdnomen oder rein zelltypspezifisch ist, wurde eine Rad52-GFP-Foci-Kinetik in
HeLa Rad52-GFP Klon A-Zellen nach Bestrahlung in der G2-Phase angefertigt. Die Zellen
wurden mit 2 Gy bestrahlt, zum einen um den G2/M-Checkpoint ldnger aufrecht zu erhalten
und zum anderen, um die gemessenen Werte zu vergrofdern.

Die yH2AX-Foci-Kinetik zeigt nach Bestrahlung erneut das erwartete biphasische Verhalten
auf (siehe Abbildung 25). Das Maximum liegt 0,25 h nach Bestrahlung bei etwa 55 Foci pro
Zelle. Zuerst fallen die Foci-Werte bis 4 h stetig auf etwa 18 Foci pro Zelle ab. Ab diesem
Zeitpunkt fallt das Foci-Level langsamer. Bei 8 h nach Bestrahlung liegt das Rest-Foci-Level
bei etwa 7 yH2AX-Foci pro Zelle. Erstaunlicherweise zeigt Rad52-GFP bis zu 6h nach
Bestrahlung einen fortschreitenden Anstieg der Foci-Werte mit dem Maximum von etwa 10
Rad52-GFP-Foci pro Zelle. Die Rad52-GFP-Foci kolokalisieren zu allen Zeiten mit yH2AX. Im
Gegensatz zu den untersuchten U20S-Zellen féllt zum Zeitpunkt 8 h nach Bestrahlung das
Rad52-GFP-Foci-Level auf etwa 2,5 pro Zelle ab. Der Grund hierfiir konnte in einer

voranschreitenden Reparatur in G2-Phase-Zellen liegen.
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Abbildung 24: Immunfluoreszenzfirbung in U20S Rad52-GFP Klon 1-Zellen. Den Zellen wurden
30 min vor Bestrahlung EdU zugegeben. Nach Bestrahlung mit 1 Gy wurden die Zellen zu den
angegebenen Zeitpunkten fixiert und mit Antikérpern gegen die Epitope Rad51 bzw. yH2AX geférbt.
G2-Phase-Zellen wurden mithilfe der Scanning-Funktion von Metafer 4-Metacyte ausgewahlt. Der
Maf3stab entspricht 10 wm.

HeLa- und U20S-Zellen zeigen prinzipiell dasselbe Verhalten in Bezug auf die langsame
Rekrutierung von Rad52-GFP nach IR in der G2-Phase. Bei HeLa-Zellen tritt das Maximum
bereits frither auf als bei den U20S-Zellen. Moglicherweise verlauft die DSB-Reparatur {iiber
HR in HeLa-Zellen generell etwas schneller. Trotzdem sind die Kinetiken mit der Annahme

konsistent, dass Rad52-GFP in spaten Schritten der HR-beteiligt sein konnte.
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4.4.3 Untersuchung der Kolokalisation von Rad52-GFP mit pRPA32

In den vorangegangen Versuchen konnte gezeigt werden, dass Rad52-GFP an DSBs nach
Bestrahlung erst im spéteren Verlauf der G2-Phase rekrutiert wird und mit dem DNA-
Schadensmarker yYH2AX und dem HR-Faktor Rad51 kolokalisiert. Da Rad51 nicht mehr in der
Mitose an den DSBs lokalisiert ist, sehr wohl aber Rad52-GFP, wurde angenommen, dass
Rad51 nicht der entscheidende Interaktionspartner von Rad52-GFP fiir einen Verbleib an den
DSBs ist. Daher wurde ein weiterer Interaktionspartner von Rad52 untersucht, das RPA, deren
gemeinsame Rolle bei der HR bereits gezeigt werden konnte (Park et al. 1996). Durch IR
induziertes phosphoryliertes RPA interagiert zudem verstarkt mit Rad51 und Rad52 (Wu et al.
2005). Infolge einer DNA-Schiadigung wird unter anderem die mittlere Untereinheit RPA32
durch Mitglieder der Phosphatidylinositol 3-Kinase-like Kinase (PIKK)-Familie (ATM, ATR und
DNA-PK) an Position T21 phosphoryliert und ist somit ein Bestandteil der
DNA-Schadensantwort. Das Fehlen der Phosphorylierungsstelle fiihrt zu einem erhohten
Zellsterben besonders nach der Einwirkung von genotoxischem Stress (Vassin et al. 2009).
Durch den Einsatz Phospho-spezifischer Antikérper kann gezielt phosphoryliertes RPA32
(pRPA) an einzelstréangigen Bereichen detektiert werden.

Fiir die Untersuchung der Kolokalisation des Rad52-GFP mit dem ssDNA-Marker pRPA
wurden in der G2-Phase bestrahlte U20S Rad52-GFP Klon 1-Zellen zu den bereits genannten
Zeiten nach Bestrahlung fixiert und fiir die IFM gefarbt. Dabei zeigte sich, dass die U20S
Rad52-GFP Klon 1-Zelllinie den bereits mehrfach beschriebenen langsamen Anstieg der
Rad52-GFP-Foci iiber die Dauer der G2-Phase in bestrahlten Zellen aufweist (siche Abbildung
26A). Mit Ausnahme des 4 h Zeitpunktes liegt das pRPA-Level um 1-2 Foci hoher und zeigt
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ebenfalls einen gleichmif3igen Anstieg. Rad52-GFP kolokalisiert mit pRPA sehr stark und
beide erreichen ihr Maximum zum Zeitpunkt 8 h nach Bestrahlung.

Die beobachtete pRPA-Kinetik in den bestrahlten U20S Rad52-GFP Klon 1-Zellen ist anders
als erwartet. Da RPA wie auch Rad51 an resektierte Bereiche bindet, sollte der Wert zum 2 h-
Zeitpunkt deutlich tiber dem hier gemessenen Wert liegen. Vorangegangene Versuche hatten
bereits die maximale Rad51-Foci-Zahl zum 2 h-Zeitpunkt gezeigt, deren Voraussetzung eine
erfolgte Resektion und RPA-Beladung sind (siehe Kapitel 4.3.1). Zudem haben Studien
gezeigt, dass RPA eine mit Rad51 vergleichbare Kinetik aufweist (Shibata et al. 2011). Um zu
iiberpriifen, ob die spdte RPA-Phosphorylierung ein generelles Phinomen oder U20S-
spezifisch ist, wurden vergleichbare Experimente mit Hela Rad52-GFP Klon-A-Zellen
(Abbildung 26B) durchgefiihrt

Hierbei zeigte sich erneut das langsame Ansteigen der Rad52-GFP-Foci, ein Maximum bei 6 h
nach 2 Gy Bestrahlung und das Abfallen der Foci zum 8 h Zeitpunkt hin. Anders verhielt sich
hierbei die pRPA-Foci-Kinetik. Diese zeigte ihr Maximum bereits zum 2 h Zeitpunkt und fiel
zu den spateren Zeitpunkten hin ab. Die Kinetik entsprach den Erwartungen bei einer
vorangegangenen Resektion. Aufgrund der Diskrepanz zwischen den Zelllinien in Bezug auf
die pRPA-Kinetik, wurden in weiteren Zelllinien (HeLa WT und A549 WT) Foci-Kinetiken
erstellt (siehe Abbildung 26C und D). In beiden WT-Zellen zeigen sich die Maxima der durch
pRPA markierten resektierten Bereiche wie erwartet zum 2 h-Zeitpunkt nach Bestrahlung
(siehe Abbildung 27). Auch wenn aufgrund der geringen Anzahl der durchgefiihrten
Experimente keine exakte Bestimmung der pRPA-Werte in den spezifischen Zelllinien moglich
war, verdeutlichen die Experimente, dass das langsame Ansteigen der pRPA-Foci-Werte in

U20S Rad52-GFP-Zellen U20S-spezifisch ist.
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Abbildung 26: yH2AX, pRPA und Rad52-GFP-Foci-Kinetiken. Den Zellen wurde 30 min vor Bestrahlung
EdU zugegeben. Die Zellen wurden zu den angegeben Zeitpunkten nach Bestrahlung fixiert und fiir die
IFM geféarbt. (A) U20S Rad52-GFP Klon 1-Zellen. Analyse der Foci-Werte von pRPA, Rad52-GFP und
deren Kolokalisation in G2-Phase nach 1 Gy Bestrahlung. Die Fehlerbalken sind der Standardfehler der
Mittelwerte aus drei Experimenten. Foci-Werte von unbestrahlten Kontrollzellen wurden abgezogen
(pRPA: 10,1; Rad52-GFP: 4,9 Kolokalisation: 3,6) (B) HeLa Rad52-GFP Klon A-Zellen. Analyse der
Foci-Werte von pRPA, Rad52-GFP und deren Kolokalisation in G2-Phase nach 2 Gy Bestrahlung. Die
Fehlerbalken sind die Standardabweichung der Mittelwerte aus 2 Experimenten. Foci-Werte von
unbestrahlten Kontrollzellen wurden abgezogen (pRPA: 7,9; Rad52-GFP: 1,6; Kolokalisation: 1,1) (C)
A549 WT-Zellen. Analyse der Foci-Werte von pRPA, yH2AX und deren Kolokalisation in G2-Phase nach
2 Gy Bestrahlung. Die Fehlerbalken sind die Standardabweichung der Mittelwerte aus zwei
Experimenten. Die Foci-Werte von unbestrahlten Kontrollzellen wurden abgezogen (pRPA: 3,1; yH2AX:
8,6; Kolokalisation: 1,5) (D) HelLa WT-Zellen. Analyse der Foci-Werte von pRPA, yH2AX und deren
Kolokalisation in G2-Phase nach 2 Gy Bestrahlung. Die Fehlerbalken sind die Standardabweichung der
Foci-Werte von 40 Zellen eines Experiments. Die Foci-Werte von unbestrahlten Kontrollzellen wurden
abgezogen (pRPA: 4; yYH2AX: 7,7; Kolokalisation: 1,3)
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Abbildung 27: Immunfluoreszenzfirbung in HeLa WT-Zellen in der G2-Phase. Die Zellen wurden
30 min vor Bestrahlung mit EAU behandelt. Die Zellen wurden mit 2 Gy bestrahlt und zu den
angegebenen Zeitpunkten fixiert. Die IF-Farbung wurde mit Antikérpern gegen die yH2AX und pRPA
durchgefiihrt. G2-Phase-Zellen wurden mithilfe der Scanning-Funktion von Metafer 4-MetaCyte
ausgewdhlt. Der Maf3stab betrdgt 10 um

merge

Durch diesen Versuch konnte gezeigt werden, dass zusatzlich zu den Faktoren yH2AX und
Rad51 auch ein Marker fiir ssDNA, das pRPA, zu spiten Zeiten in der G2-Phase maximal mit
Rad52-GFP kolokalisiert. Auch wenn RPA schon zu frithen Zeiten phosphoryliert vorliegt, so
bindet der Interaktionspartner Rad52-GFP erst zu spiteren Zeiten nach Bestrahlung. Dies
spricht erneut dafiir, dass Rad52 bei der fortgeschrittenen, HR in der spdten G2-Phase an
Bedeutung gewinnt. Somit stellen die in der spiten G2-Phase verbliebenen Strukturen
vermutlich HR-Prozesse dar, welche durch Rad52-GFP markiert in die Mitose eintreten
konnen. Sollten HR-Intermediate in die Mitose eintreten, miissen diese aufgelost werden, um
das ZerreiBen der intermedidren Struktur und damit der Chromatiden in der Anaphase zu
verhindern. Die mogliche Auflosung von HR-Intermediaten in der Mitose sollte in weiteren

Versuchen aufgeklart werden.
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4.5 Die Auflésung von HR-Reparaturintermediaten in mitotischen Zellen

In den vorangegangenen Versuchen konnte gezeigt werden, dass Zellen mit unreparierten
DSBs in die Mitose eintreten. Es konnte zudem gezeigt werden, dass die an fritheren Schritten
der HR beteiligten Fakoren Rad51 und Rad54 bereits in der spiten G2-Phase von den Briichen
dissoziieren. Die Detektion von pRPA32 lie} die Vermutung zu, dass die verbliebenen
Strukturen ssDNA-Bereiche beinhalten. Rad52-GFP wird erst spat an die Briiche rekrutiert
und bleibt auch bei Eintritt in die Mitose an die Schadensstruktur gebunden. Diese Strukturen
stellen vermutlich HR-Intermediate wie D-Loops oder HJs dar. Die Auflosung der HR-
Intermediate ist vor der Chromatidsegregation besonders wichtig, um ein Zerreillen der
Chromatiden in der Anaphase und die Induktion neuer Schéden zu verhindern. Eine an der
Auflosung solcher HR-Strukturen moglicherweise beteiligte Endonuklease ist das bereits
beschriebene Mus81. Mithilfe des hergestellten Konstrukts pEGFP-Mus81 N (L98) und der
erzeugten Zellinie U20S Mus81-GFP Klon A konnte ein AK fiir den Einsatz in der IFM
etabliert werden. Im Folgenden werden die Ergebnisse der Detektion von Mus81 in

mitotischen Zellen nach Bestrahlung dargestellt.

4.5.1 Kolokalisation von Rad52, Mus81 und yH2AX in mitotischen Zellen

Um zu untersuchen, ob Mus81 an Bruchstrukturen bindet, die aufgrund der Checkpoint-
Insensitivitit aus der G2-Phase in die Mitose transferiert werden, wurden IF-Farbungen mit
einem AK gegen Mus81 durchgefiihrt. Hierzu wurden U20S Rad52-GFP-Klon 1-Zellen mit
2 Gy bestrahlt und nach 7 h fixiert. Die Zellen wurden mit AKs gegen Mus81 und yH2AX
gefarbt, um eine mogliche Lokalisation der Faktoren Rad52-GFP und Mus81 am DSB
detektieren zu konnen. Die mitotischen Zellen wurden mittels der durch eine DAPI-Farbung
feststellbaren Chromatinkondensation identifiziert. Wie in Abbildung 28A dargestellt, bilden
Rad52-GFP- und Mus81 in mitotischen Zellen Foci aus, welche zudem kolokalisieren. Die
Nuklease Mus81 wird also in der Tat auch nach IR in der spaten S/G2-Phase in der Mitose an
die Schadensstrukturen rekrutiert, welche HR-Reparaturintermediate darstellen. Im
Folgenden sollte das zeitliche Verhalten der Foci-Level untersucht werden. Dazu wurden von
mitotischen Zellen Bilder aufgenommen, die Zellen in die verschiedenen Mitosephasen
eingeteilt und die jeweiligen Foci-Level quantifiziert. Da die verwendeten U20S-Zellen bereits
ein erhohtes spontanes Level von Rekombinationsassoziierten Foci aufweisen wurden hier die
bestrahlten und unbestrahlten Proben in separaten Grafiken aufgetragen (Abbildung 28B und

C). Beschrieben wird die Differenz aus den beiden Ansitzen um den IR-Effekt hervorzuheben.

4. Ergebnisse 92



A

DAPI Rad52-GFP aMus81 ayH2AX merge
B C
16 16
2Gy7h Kontrolle
1
4 m Rad52-GFP 14 Rad52-GFP
12 W Mus81 12 Mus81
v M Kolokalisation @ Kolokalisation
= 10 A = 10
N N
[=] 8 4 [=] 8
g g
g 6 g 6
= =
4 A 4
2 4 2
0+ 14 10 8 5 0 24 T ° T 17 T 5 ™13 1
Pro Prometa Meta Ana Telo Pro Prometa Meta Ana Telo
Mitosephase Mitosephase

Abbildung 28: Kolokalisation von Rad52-GFP und Mus81 in mitotischen Zellen. U20S Rad52-GFP
Klon 1-Zellen wurden mit 2 Gy bestrahlt, nach 7 h fixiert und mit AKs gegen Mus81 und yH2AX gefarbt.
Unter den Séulen ist die Anzahl der fiir die jeweilige Gruppierung ausgewerteten M-Phase-Zellen
angegeben. (A) Exemplarische Darstellung einer Prophase-Zelle. Mafistab betrdgt 10 um. (B) In
bestrahlten mitotischen Zellen wurden die Rad52-GFP-, Mus81-Foci-Werte und deren Kolokalisation
bestimmt. Die Einteilung der Zellen in die verschiedenen Mitosestadien wurde anhand der DAPI-
Kernfiarbung durchgefiihrt. (C) In unbestrahlten mitotischen Zellen wurden die Rad52-GFP-, Mus81-
Foci-Werte und deren Kolokalisation bestimmt. Die Einteilung der Zellen in die verschiedenen
Mitosestadien wurde anhand der DAPI-Kernfarbung durchgefiihrt.

Wie bereits in der Lebendzellmikroskopie beobachtet, treten die bestrahlten Zellen mit einem
erh6hten Rad52-GFP-Foci-Level in die Mitose ein. Zum Beginn der Mitose besitzen die Zellen
im Mittel etwa 9 Foci pro Zelle. In derselben Phase sind etwa 3,5 strahleninduzierte Mus81-
Foci pro Zelle vorhanden, welche sehr gut mit Rad52-GFP kolokalisieren. Es ist ein starker
Abfall der Foci-Zahlen im Verlauf bis zur Metaphase zu beobachten. In der Prometaphase sind
nur noch etwa 3,5 Rad52-GFP-Foci pro Zelle vorhanden. Von den etwa 1,5 Mus81-Foci in
Prometaphase kolokalisiert mit Rad52-GFP noch etwa 1 Focus pro Zelle. In den folgenden
Mitose-Phasen ist nur noch ein Rest-Level von Rad52-GFP-Foci detektierbar.

Der Versuch zeigt, dass durch Rad52-GFP markierte DNA-Bereiche in die Mitose transferiert
werden und dort mit Mus81 kolokalisieren. Somit liegt die Vermutung nahe, dass die

iiberfithrten Strukturen HR-Intermediate darstellen, welche in der Mitose vor der
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Chromatidsegregation von der Endonuklease Mus81 aufgelost werden. Dass etwas weniger
als die Halfte der in Pro- und Prometaphase detektierten Rad52-GFP-Foci mit Mus81
kolokalisiert, konnte ein Anzeichen dafiir sein, dass nicht alle HR-Intermediate dieselbe
Struktur aufweisen und moglicherweise nicht im gleichen MaRe ein Substrat fiir Mus81
darstellen. Zudem konnten andere strukturspezifische Endonukleasen an der Auflésung von

HR-Intermediaten in der Mitose beteiligt sein.

4.6 Rad52-GFP-Foci-Kinetiken in der G2-Phase nach Rad51-Inhibition

Aufgrund der Beobachtung, dass Rad52-GFP erst spét nach der Bestrahlung in der G2-Phase
rekrutiert wird, wurde zunéchst vermutet, dass Rad52 eine Rolle in spaten Schritten der HR
hat, was konsistent mit der Literatur wére. Hieraus entstand die Hypothese, dass die Rad52-
Foci-Ausbildung unterbleiben sollte, wenn friihe Schritte der HR inhibiert werden. Um diese
Hypothese zu testen, wurde der Rad51-small molecule-Inhibitor BO2 eingesetzt. Durch
Inhibition der Rad51-DNA-Interaktion (Huang et al. 2012), wird die Nukleoproteinfilament-
Ausbildung verhindert, und in Folge bleiben die Rad51-vermittelte Stranginvasion, die
D-Loop-Ausbildung sowie die Second-End-Capture-Reaktion aus.

Hierzu wurde U20S Rad52-GFP Klon1-Zellen 30 min vor Bestrahlung der Inhibitor zusammen
mit EAU zugegeben. Die Zellen wurden mit 1 Gy bestrahlt und Kinetiken bis zu 8 h nach
Bestrahlung angefertigt. Es wurden die yH2AX- und Rad52-GFP-Foci in G2-Zellen
quantifiziert.

Wie Abbildung 29 A zeigt, sind zum Zeitpunkt 0,25 h nach Bestrahlung die yH2AX-Foci-Level
in den Proben mit und ohne Inhibitor mit etwa 45 yH2AX-Foci pro Zelle anndhernd gleich und
fallen iiber den Zeitraum von 2 h im gleichen Malfde auf etwa 25 Foci pro Zelle ab. Ab dem
Zeitpunkt 4 h nach Bestrahlung kann in den Proben mit BO2-Zugabe ein erhohtes yH2AX-
Level gegeniiber den Proben ohne Inhibitor verzeichnet werden. Wahrend in BO2-Inhibitor
behandelten Zellen ab 4 h der Wert um etwa 16 Foci pro Zelle stagniert, sinkt der Wert in den
unbehandelten Zellen stetig bis zu einem Minimum von etwa 7 Foci pro Zelle bei 8 h nach
Bestrahlung. Dies lasst darauf schlieen, dass der verwendete Inhibitor einen Reparaturdefekt

in der langsamen Komponente erzeugt und folglich in der Lage ist, die HR zu inhibieren.
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Abbildung 29: yH2AX- und Rad52-GFP-Foci-Kinetik in der G2-Phase nach 1 Gy Bestrahlung ohne und
mit Rad51-Inhibitor B02. U20S Rad52-GFP Klon 1-Zellen wurde 30 min vor Bestrahlung EdU und B02
zugegeben. Die Zellen wurden zu den angegeben Zeitpunkten nach Bestrahlung fixiert und fiir die IFM
geféarbt. (A) Analyse der Foci-Werte von yH2AX in G2-Phase-Zellen nach Bestrahlung. Die Fehlerbalken
der unbehandelten Zellen sind der Standardfehler der Mittelwerte aus 4 Experimenten. Die
Fehlerbalken der BO2-behandelten Zellen sind der Standardfehler der Mittelwerte aus
drei Experimenten. Foci-Werte von unbestrahlten Kontrollzellen wurden abgezogen (unbehandelt: 9,2;
BO2-Inhibitor: 11,6) (B) Analyse der Foci-Werte von Rad52-GFP in G2-Phase-Zellen nach Bestrahlung.
Die Fehlerbalken der wunbehandelten Zellen sind der Standardfehler der Mittelwerte aus
vier Experimenten. Die Fehlerbalken der BO2-behandelten Zellen sind der Standardfehler der
Mittelwerte aus drei Experimenten. Foci-Werte von unbestrahlten Kontrollzellen wurden abgezogen
(unbehandelt: 4,6; BO2-Inhibitor: 5,8)

Im Gegensatz zu den hohen yH2AX-Foci-Zahlen direkt nach Bestrahlung, zeigen dieselben
Zellen direkt nach Bestrahlung nur etwa einen Rad52-GFP-Focus (siehe Abbildung 29 B). In
den folgenden 8 h Reparaturzeit steigen die Rad52-GFP-Foci in den unbehandelten Zellen
kontinuierlich bis zu einem Maximum von etwa 5 Foci pro Zelle an. Dies wurde bereits in
vorigen Experimenten beobachtet. Uberraschenderweise wurde in den BO02-behandelten
Zellen ein noch stirkerer Anstieg der Rad52-GFP-Foci ab 2 h nach Bestrahlung beobachtet.
Zum Zeitpunkt 8 h nach IR erreichten die Rad52-GFP-Foci das Maximum von etwa 14 Foci
pro Zelle. In Abbildung 30 sind U20S-Rad52-GFP Klon 1-Zellen zu den Zeitpunkten 2 h und
8 h nach Bestrahlung mit 1 Gy mit und ohne Inhibitor dargestellt. Deutlich wird hierbei das
erh6hte Rad52-GFP- und yH2AX-Foci-Level in den mit Inhibitor behandelten Zellen.
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Abbildung 30: Immunfluoreszenzfarbung in U20S Rad52-GFP Klon 1-Zellen. Die Zellen wurden 30 min
vor Bestrahlung mit EAU und dem Inhibitor BO2 behandelt. Die Zellen wurden mit 1 Gy bestrahlt und
nach 8 h fixiert. Die IF-Farbung wurde mit Antikdrpern gegen yH2AX durchgefiihrt. G2-Phase-Zellen
wurden mithilfe der Scanning-Funktion von Metafer 4-MetaCyte ausgewdhlt. Der Maf3stab betrigt
10 pwm.

Um auszuschliel3en, dass dieses Ergebnis U20S-zelltypspezifisch ist, wurde das vergleichbare
Experiment in HeLa Rad52-GFP Klon A-Zellen durchgefiihrt. Auch in diesen Zellen konnte
durch eine Rad51-Inhibition der HR-Reparaturdefekt auf Ebene der yH2AX-Foci in den
G2-Phase-Zellen gezeigt werden (Abbildung 31A). Bei der Quantifizierung der
Rad52-GFP-Foci wurde erneut ein starkeres Ansteigen ab 2 h nach Bestrahlung beobachtet.
Wie bereits in den unbehandelten HeLa Rad52-GFP Klon A-Zellen nach IR beschrieben, zeigen
auch B02-behandelte Zellen das Maximum der Rad52-GFP-Foci bei 6 h nach Bestrahlung.
Erstaunlicherweise liegt der Wert in behandelten Zellen mit etwa 24 Foci pro Zelle bei fast

dem 2,5fachen des Werts in unbehandelten Zellen (siehe Abbildung 31).
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Abbildung 31: yH2AX- und Rad52-GFP-Foci-Kinetik in der G2-Phase nach 2 Gy Bestrahlung ohne und
mit Rad51-Inhibitor B02. HeLa Rad52-GFP Klon A-Zellen wurde 30 min vor Bestrahlung EdU und B02
zugegeben. Die Zellen wurden zu den angegeben Zeitpunkten nach Bestrahlung fixiert und fiir die IFM
geféarbt. (A) Analyse der Foci-Werte von YH2AX nach Bestrahlung. Die Fehlerbalken der unbehandelten
Zellen sind die Standardabweichung der Einzelwerte aus einem Experiment. Die Fehlerbalken der BO2-
behandelten Zellen sind der Standardfehler der Einzelwerte aus einem Experiment. Die Foci-Werte von
unbestrahlten Kontrollzellen wurden abgezogen (unbehandelt: 9,3; B0O2-Inhibitor: 10,3) (B) Analyse
der Foci-Werte von Rad52-GFP nach Bestrahlung. Die Fehlerbalken der unbehandelten Zellen sind die
Standardabweichung der Einzelwerte aus 40 Zellen. Die Fehlerbalken der BO2-behandelten Zellen sind
die Standardabweichung der Einzelwerte aus 40 Zellen. Die Foci-Werte von unbestrahlten
Kontrollzellen wurden abgezogen (unbehandelt: 2,9; BO2-Inhibitor: 2,3)

Die Messung der yH2AX-Foci-Kinetiken zeigt, dass die Inhibition von Rad51 zu dem bereits
beschriebenen HR-Reparaturdefekt in der G2-Phase fiihrt. Dieser manifestiert sich erst zu den
spateren Zeitpunkten, wenn die schnelle Reparaturkomponente (NHEJ) grofdtenteils
abgeschlossen ist und die langsame Reparatur durch HR an Bedeutung gewinnt. Im Gegensatz
zu den YH2AX-Foci, deren Werte das Maximum direkt nach der Bestrahlung haben und dann
im Zuge der Reparatur abfallen, zeigen die Rad52-GFP-Foci einen langsamen aber stetigen
Anstieg iiber die Zeit. Eine Inhibition von Rad51 fiihrt dazu, dass sich sogar mehr Rad52-GFP-
Foci ausbilden. Dies deutet darauf hin, dass die Rad52-GFP-Rekrutierung nicht oder nicht
ausschlieSlich von einer Rad51-vermittelten Stranginvasion und einem darauf folgenden
Second-End-Capture-Schritt abhéngig ist.

Auffallig ist zudem, dass nahezu alle in der spaten G2-Phase akkumulierenden Rad52-GFP-
Foci mit den verbliebenden yH2AX-Foci kolokalisiseren. Somit bindet Rad52-GFP an jeden mit
yH2AX markierten DSB, welcher im Zuge der G2-Phase nicht iiber den Rad51-abhingigen

Pfad der HR repariert wurde.
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Wird die HR durch Inhibition von Rad51 an der Reparatur von DSBs gehindert, sollten die
upstream von Rad51 stattfindenden Reaktionen dennoch intakt bleiben. Konnen sich keine
Rad51-Filamente ausbilden, verbleiben somit mehr fiir die HR-lizensierte, resektierte und in
Folge mit RPA beladene DNA-Bereiche unrepariert. Da RPA als Interaktionspartner von Rad52
beschrieben ist, sollte nun untersucht werden, ob das hohe Rad52-GFP-Level darauf
zuriickzufiihren ist, dass es an RPA an resektierten Bereichen bindet.

Die Kinetiken wurden zunichst in U20S Rad52-GFP Klon 1-Zellen angefertigt. Wie aus
Abbildung 32A ersichtlich, fiihrt eine BO2-vermittelte HR-Inhibition nach Bestrahlung zu
einem verstirkten Anstieg der pRPA-Foci iiber den beobachteten Zeitraum. 8 h nach
Bestrahlung stehen etwa 6,5 pRPA-Foci in unbehandelten den etwa 13 pRPA-Foci pro Zelle in
den behandelten Proben gegeniiber. Auffillig ist die nahezu identische Kinetik im Vergleich
zu den Rad52-GFP-Foci in Zellen mit und ohne Inhibitor (sieche Abbildung 29). Wie bereits
zuvor beschrieben (siehe Kapitel 4.4.3), lassen sich in den U20S Rad52-GFP Klon 1-Zellen die
vermutlich vorhandenen resektierten Bereiche zum frithen 2 h-Punkt nicht anhand des pRPA-
Signals detektieren. Dies konnte an einer verzogerten Phosphorylierung des RPA32 liegen.
Dagegen tritt das Maximum der pRPA-Foci in HeLa-Zellen schon nach 2 h auf (siehe Kapitel
4.4.3). Daher sollte die Auswirkung der Inhibition auf das pRPA-Level auch in diesen Zellen
gemessen werden.

Die pRPA-Kinetiken in HeLa WT- und Rad52-GFP Klon A-Zellen lassen die durch pRPA
markierte, strahleninduzierte und zum 2 h-Zeitpunkt maximale Resektion erkennen (siehe
Abbildung 32B und C). Zu den folgenden Zeitpunkten féllt das pRPA-Foci-Level vermutlich
aufgrund der Reparatur durch HR ab. Durch den Einsatz des Rad51-Inhibitors BO2 kann in
beiden Zelllinien der HR-Defekt nach Bestrahlung auf pRPA-Ebene gezeigt werden. In beiden
Zelllinien steigt das Level der pRPA-Foci bis zum 2 h-Punkt vergleichbar mit den
unbehandelten Zellen an. In mit Inhibitor behandelten HeLa Rad52-GFP Klon A-Zellen steigt
der Wert weiter auf etwa 23 Foci pro Zelle bis 6 h nach Bestrahlung an. In der HeLa WT-
Zelllinie steigt der Wert nur gering auf etwa 19 Foci pro Zelle bis 6 h nach Bestrahlung an. In
Abbildung 33 sind HeLa Ra52-GFP Klon A-Zellen zum 6 h-Zeitpunkt nach Bestrahlung mit
2 Gy mit und ohne Inhibitor dargestellt. Hierbei wird das erhohte Rad52-GFP- und pRPA-Foci-
Level in mit Inhibitor behandelten Zellen deutlich. Zudem kolokalisieren beide Faktoren stark.
In beiden Zelllinien féllt der pRPA-Wert zwischen 6 und 8 h wieder ab. Ein Abfall der Foci-
Werte zwischen dem 6 und 8 h-Zeitpunkt trat auch bei den unbehandelten Zellen auf. Dieser
Effekt wurde erstmals bei Rad52-GFP-Foci in HeLa Rad52-GFP Klon A-Zellen beobachtet

(siehe Kapitel 4.4.2), und zunéchst der fortschreitenden Reparatur mittels HR zugeschrieben.
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Abbildung 32: pRPA-Foci-Kinetik in der G2-Phase nach Bestrahlung nach 1 Gy oder 2 Gy ohne und mit
Rad51-Inhibitor BO2. Den Zellen wurde 30 min vor Bestrahlung EAU und B02 zugegeben. Die Zellen
wurden zu den angegeben Zeitpunkten nach Bestrahlung fixiert und fiir die IFM gefédrbt. (A) U20S
Rad52-GFP Klon A-Zellen. Die Fehlerbalken der unbehandelten Zellen sind der Standardfehler der
Mittelwerte aus vier Experimenten. Die Fehlerbalken der BO2-behandelten Zellen sind der
Standardfehler der Mittelwerte aus drei Experimenten. Foci-Werte von unbestrahlten Kontrollzellen
wurden abgezogen (unbehandelt: 10,1; BO2-Inhibitor: 12,5) (B) HeLa WT-Zellen. Die Fehlerbalken der
B02-behandelten und der unbehandelten Zellen sind die Standardabweichung von 40 Zellen
eines Experiments. Foci-Werte von unbestrahlten Kontrollzellen wurden abgezogen (unbehandelt: 4,0;
B02-Inhibitor: 2,7). (C) HeLa Rad52-GFP Klon A-Zellen. Die Fehlerbalken der BO2-behandelten und der
unbehandelten Zellen sind die Standardabweichung der Mittelwerte aus zwei Experimenten. Foci-
Werte von unbestrahlten Kontrollzellen wurden abgezogen (unbehandelt: 7,9; BO2-Inhibitor: 7,6)
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Abbildung 33: Immunfluoreszenzfarbung in HeLa Rad52-GFP Klon A-Zellen. Die Zellen wurden 30 min
vor Bestrahlung mit EAU und dem Inhibitor BO2 behandelt. Die Zellen wurden mit 2 Gy bestrahlt und
nach 6 h fixiert. Die IF-Farbung wurde mit Antikérpern gegen das Epitop pRPA32 durchgefiihrt. G2-
Phase-Zellen wurden mithilfe der Scanning-Funktion von Metafer 4-MetaCyte ausgewahlt. Der Mal3stab
betrédgt 10 um.

Da sich der Wert aber auch in den HR-inhibierten Zellen verringert, bleibt fraglich, ob der
Abfall in WT-Zellen wirklich durch die Reparatur der DSBs zustande kommt.

Die Versuche zeigen, dass durch den Einsatz des Rad51-Inhibitors nach Bestrahlung ein HR-
Reparaturdefekt entsteht. Hieraus resultiert ein erhohtes YH2AX-Foci-Level. An den hierdurch
vermehrt auftretenden, durch pRPA markierten resektierten Bereichen ist zu spiten
Zeitpunkten in hohem Malle Rad52-GFP lokalisiert. Somit ist die Rekrutierung des Faktors
Rad52-GFP zu spiten Zeitpunkten nicht abhédngig von einer Rad51-Filamentausbildung und
den daraus resultierenden Strukturen. Stattdessen wird Rad52-GFP an seinen
Interaktionspartner, das pRPA rekrutiert. Findet keine Rad51-Beladung und Stranginvasion
statt, kann mehr Rad52-GFP an die vermehrt unreparierten pRPA-beladenen Bereiche binden.
Somit bindet Rad52-GFP wohl nicht ausschliel3lich an Second-End-Capture-Strukturen sondern

moglicherweise generell an pRPA-beladene Strukturen zu spiten Zeiten in der G2-Phase.
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4.7 Rad52-GFP- und yH2AX-Foci in Mitose nach Rad51-Inhibition

Da die HR-Inhibition in der G2-Phase zu einem Reparaturdefekt fiihrte, war nach Bestrahlung
das yH2AX- und das Rad52-GFP-Foci-Level in der spaten G2-Phase erhoht. Daher sollte
untersucht werden, ob die Zellen aufgrund des hohen DSB-Levels in der G2-Phase verbleiben
oder dennoch in die Mitose eintreten. Dazu wurden HelLa Rad52-GFP Klon A-Zellen 30 min
vor der Bestrahlung mit EAU und mit oder ohne Inhibitor behandelt. Die Zellen wurden mit
2 Gy bestrahlt, nach 7 h fixiert und gegen yH2AX fiir die IFM gefarbt. Mitotische Zellen
wurden anhand des DAPI-gefarbten Chromatins identifiziert, wobei nur EdU-negative Zellen
in die Auswertung einflossen.

Wie in Abbildung 34A dargestellt, konnten bestrahlte Zellen, welche mit dem HR-Inhibitor
behandelt wurden, auch mit einem erhéhten Schadenslevel in die Mitose eintreten. Bestrahlte
HeLa Rad52-GFP Klon A-Zellen weisen 7 h nach Bestrahlung etwa 9,5 yH2AX-Foci pro Zelle
auf (siehe Abbildung 34B). Bis zur Prometaphase fallt der Wert auf etwa 8,4 Foci pro Zelle ab.
Die Behandlung mit dem Inhibitor fiihrt dazu, dass Prophase-Zellen mit etwa 27 yH2AX-Foci
pro Zelle ein deutlich erhohtes Foci-Level aufweisen. In der Prometaphase fallt der Foci-Wert
auf etwa 23,5 Foci pro Zelle ab.

In bestrahlten Proben ohne Inhibitor zeigen Prophase-Zellen etwa 8,5 Rad52-GFP-Foci pro
Zelle (siehe Abbildung 34B). Der Wert fallt bis zur Prometaphase auf etwa 4 Foci pro Zelle ab.
Nach Einsatz des Inhibitors weisen Prophase-Zellen etwa 25 Rad52-GFP-Foci pro Zelle auf,
was einer Verdreifachung der Foci-Werte durch die Behandlung gleich kommt. In der
Prometaphase fallt der Rad52-GFP-Foci-Wert auf etwa 14,5 Foci pro Zelle ab. Wahrend in den
behandelten und den unbehandelten Zellen der Abfall der Rad52-GFP-Foci-Werte zwischen
Pro- und Prometaphase recht deutlich ist, ist dieser Riickgang auf yH2AX-Foci-Level weniger
stark ausgepragt.

Das Experiment zeigt deutlich, dass der durch die Rad51-Inhibition induzierte
Reparaturdefekt auch in der Mitose sichtbar ist. Hierbei fiel die Anzahl der yH2AX-Foci
zwischen Pro- und Prometaphase in behandelten und unbehandelten auf etwa 87% ab. Dies
ist tiberraschend, da in unbehandelten Zellen ein Abfall der yH2AX-Foci in der Mitose als eine
Auflosung von HR-Intermediaten, gefolgt von einer yH2AX-Dephosphorylierung interpretiert
werden konnte. Ein prozentual gleichstarker Abfall in HR-inhibierten Zellen wiederspricht
dieser Annahme jedoch. Der Abfall der Foci-Zahlen konnte daher auch auf
Chromatinstrukturdnderungen und somit einen anderen Mechanismus der Foci-Auflosung

zuriickgefiihrt werden.
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Abbildung 34: Rad52-GFP- und yH2AX-Foci in Mitose nach Behandlung mit Rad51-Inhibitor. In
G2-Phase bestrahlte HeLa Rad52-GFP Klon A-Zellen. Den Zellen wurde 30 min vor Bestrahlung EAU
und der Inhibitor BO2 zugegeben. Die Zellen wurden 7 h nach Bestrahlung fixiert und fiir die IFM
gefarbt. (A) Beispielhafte Darstellung der Differenzierung der Zellzyklusphasen zur Bestimmung der
Foci-Zahlen von Rad52-GFP und yH2AX in mitotischen Zellen. (B) Analyse der Foci-Werte von yH2AX
und Rad52-GFP nach 2 Gy Bestrahlung. Es wurden Pro- und Prometaphase-Zellen ausgewertet. Die
Fehlerbalken sind die Standardabweichung der Mittelwerte von zwei unabhéngigen Experimenten.
Foci-Werte von unbestrahlten Kontrollzellen wurden abgezogen (Rad52-GFP Prophase
unbehandelt=1,78 Prometaphase unbehandelt=0,25; Prophase Rad51i=2; Prometaphase Rad51i=2,3;
vyH2AX: Prophase unbehandelt=5,4; Prometaphase unbehandelt=4,25; Prophase Rad51i=6,9;
Prometaphase Rad51i=5,3)
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Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass eine Rad51-Inhibition zu mehr pRPA-Foci
nach IR in der G2-Phase fiihrt, da die resektierten Bereiche nicht weiter prozessiert werden.
Zudem fithrt die Rad51-Inhibition zu mehr Rad52-GFP-Foci zu spiten Zeiten, welche mit
PRPA kolokalisieren. Das erhohte Level ist zudem ebenfalls in der Mitose sichtbar. Dies ldsst
darauf schlieBen, dass Rad52-GFP in der spdten G2-Phase offensichtlich nicht nur an
Strukturen downstream der Stranginvasion bindet, sondern generell an RPA beladene ssDNA-

Bereiche.
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5 Diskussion

Im ersten Teil der Arbeit sollten Plasmide und transgene Zelllinien hergestellt werden, die
eine Untersuchung der DSB-Induktion und -Reparatur {iber verschiedene Wege auf
Einzelzellebene erlauben. Im ersten Kapitel der Diskussion sollen die Aspekte der in dieser
Arbeit verwendeten Methoden eingegangen werden. Hierzu zdhlen die Klonierung der
DNA-Konstrukte und die darauf basierende Herstellung transgener Zelllinen fiir
Immunfluoreszenz- wie auch Lebendzellmikroskopie-Experimente. Diese vorangegangenen
Arbeiten waren fiir die Gewinnung wissenschaftlich relevanter Erkenntnisse essentiell
gewesen.

Im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit sollten basierend auf den Zelllinien DNA-
Reparaturprozesse nach IR in Abhéngigkeit zur Zellzyklusphase untersucht werden. In den
weiteren Kapiteln werden die mithilfe der vorangegangen Arbeiten erlangten Ergebnisse aus
der Immunfluoreszenz und der Lebendzellmikroskopie in Bezug auf der Suche nach in die

Mitose eintretenden HR-Strukturen diskutiert.

5.1 Ektopische Uberexpression Fluorochrom-gekoppelter HR-Faktoren

In der vorliegenden Arbeit wurde eine Vielzahl von DNA-Konstrukten mit dem Ziel erstellt,
Faktoren fiir spezifische DNA-Reparaturprozesse und Zellzyklusmarker mit Fluorochromen zu
koppeln, so dass sie fiir IFM und Lebendzellmikroskopie genutzt werden konnen. Die
Grofdzahl der kommerziell erhiltlichen Vektorsysteme basiert auf dem Prinzip der Expression
des GOI unter der Kontrolle des starken konstitutiv aktiven Immediate-early Promotor des
humanen Cytomegalovirus (CMV). Dieser Promotor kam in allen erzeugten DNA-Konstrukten
zum FEinsatz. Bringt man ein zelleigenes Gen zur konstitutiven Uberexpression ignoriert man
dabei gleichzeitig, dass die iiberwiegende Anzahl der endogenen Proteine abhingig von der
Zellzyklusphase und inneren sowie &ufleren Einfliissen exprimiert wird. Fluorochrom-
gekoppelte Proteine werden meist iberexprimiert, um sich ihre Funktion in Signalkaskaden
oder in Komplexen mit anderen Proteinen zu betrachten. Dabei kann gerde diese
Uberxpression zu einer Beeintrichtigung des intrazelluliren Millieus und zelluldrer
Fehlregulation bis hin zur Apoptose fiihren. Im Fall der Uberexpression von Rad51, hatte die
Erhohung der intrazelluldaren Konzentration einen unmittelbaren Effekt auf Proteinebene.
Wurde hierbei eine Konzentrationsschwelle iiberschritten, verlagerte sich das Gleichgewicht
aus frei gelostem und spontan gebundenem Protein derart, dass es zu der ungesteuerten

Polymerisierung des Rad51-Monomers an ssDNA-Bereichen kam. Dies hatte eine erhohte
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spontane Rekombination und Zellsterblichkeit zur Folge und machte diesen HR-Marker fiir
die Untersuchung von HR-Ereignissen in lebenden Zellen unbrauchbar.

Im Gegensatz zu Rad51 stellten sich Rad54-Konstrukte fiir eine konstitutive Uberexpression
des Fluorochrom-gekoppelten Rad54 als geeignet heraus. Die Ursache hierfiir liegt neben der
transkriptionellen vor allem in der postranslationalen Regulation des zelluliren Rad54-
Proteinlevels (Mazin et al. 2010). Somit reguliert die Zelle auch das Transgen konzentrations-
und zellzyklusabhingig und verhindert somit, dass Rad54-regulierte Prozesse aus dem
Gleichgewicht geraten. In dieser Arbeit wurde eine U20S Rad54-GFP-Zelllinie verwendet,
welche bereits gute Ergebnisse lieferte. Zeitgleich wurde eine Zelllinie hergestellt (U20S
53BP1-GFP Rad54-mCherry Klon 1211), welche 53BP1-GFP und Rad54-mCherry
tiberexprimiert. Diese erwies sich nach eingdnglichen Tests als gut geeignet, um HR-Prozesse
bei gleichzeitiger DSB-Markierung zu untersuchen. In der vorliegenden Arbeit kam die
Zelllinie nicht zum Einsatz, da Rad54 wie auch 53BP1 nicht in Form von DSB-assoziierten
Foci bei der G2/M-Transition zu beobachten sind. Fiir zukiinftige Studien, welche sich mit
z.B. mit HR-Prozessen in S- oder G2-Phase beschiftigen, wiirde sich diese jedoch
ausgezeichnet eignen. Nur noch wenige Schritte waren notwendig, um mit dem vorhandenen
Plasmid ptagBFP-Ligase (1L65) eine dreifarbige Zellinie fiir zellzyklusspezifische
Untersuchungen in lebenden Einzelzellen zu erzeugen.

Wihrend es sich bei Rad51 und Rad54 um fiir die HR essentielle Faktoren handelt, wird
Rad52 aufgrund des in der Evolution hoherer Eukaryoten entstandenen BRCA2 als nicht
essentielles Protein betrachtet. Nichtessentielle Proteine ektopisch zur Expression zu bringen
ist prinzipiell weniger kritisch, da die Zelle {iber redundante Regulationsmechanismen verfiigt
und eine einseitige Verdnderung der Proteinkonzentration kaum eine Auswirkung hat.
Dennoch kann die Moglichkeit einer ungewollten Verdnderung der zelluldren Prozesse nicht
vollkommen ausgeschlossen werden, so dass dies zunédchst {iberpriift werden sollte. Aufgrund
der Beteiligung von Rad52 an mehreren DNA-Reparaturwegen (HR, SSA) wurden die
Rad52-GFP-Zelllinien auf ihre DNA-Reparatur-Kapazitdt mittels yH2AX-Foci-Analyse hin
tiberpriift. WT- und transgene Zelllinien wiesen dabei das gleiche biphasische
Reparaturverhalten auf. Auch in der Entstehung und Auflésung der Rad51- und pRPA-Foci,
welche die Reparatur iiber die langsame Komponente der HR reprdsentieren, zeigten die
Zelllinien ein identisches Verhalten. Daher wurden die Zellen dquivalent verwendet.

Neben diesen biochemischen Griinden sprechen auch technische Griinde fiir das Anstreben
einer moglichst geringen Expression des Transgens.

So sind gerade fiir die Lebendzellmikroskopie geringere Expressionsstdrken von erheblichem

Vorteil, wenn es darum geht, subzellulire Vorgidnge zu beobachten. Hier kann durch ein
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geringeres Proteinlevel die Hintergrundfluoreszenz verringert werden, um somit einen
hoheren Kontrast z.B. im Fall einer Foci-Bildung nach Bestrahlung zu erhalten. Die in dieser
Arbeit etablierten Zelllinien weisen {iberwiegend moderate Expressionsstarken auf, jedoch ist
es auch hier fiir den ungeiibten Betrachter hadufig schwieriger, die Signale IR-induzierter Foci
von dem pan-nukledren Hintergrundsignal zu unterscheiden.

Um die vielzdhligen Probleme einer ektopischen Uberexpression zu reduzieren, kénnten in
zukiinftigen Arbeiten Expressionsvektoren mit Promotoren von geringerer Aktivitdt zum
Einsatz kommen. Eine Expression des Fusionsproteins unter Kontrolle des nativen endogenen
Promotors wird wegen der Grofe der genomischen Promotorsequenzen und den
Grof3enlimitierungen eines Transfektionsvektors bei einer Transfektion in den wenigsten
Fillen praktikabel sein. Dennoch gibt es die Moglichkeit, auf andere Promotorsysteme
zuriickzugreifen, welche eine geringe Expression des GOI ermoglichen.

Die klassischen Vektorsysteme, wie sie auch in der Arbeit verwendet wurden, exprimieren die
selektierbare Resistenz gegen das Selektionsantibiotikum unter der Kontrolle eines separaten
Promotors. Dies fiihrt bei der Selektion zu falsch-positiven Klonen, wenn diese nur das
Resistenzgen, aber nicht das eigentliche GOI exprimieren. Bei der durchgefiihrten Selektion
der einfach und doppelt transfizierten Zelllinien ergab ein Verhéltnis von nur etwa 1:20 von
fluoreszierenden Zellen zu Zellen, welche nur die Resistenz exprimierten. Eine weitere
Verbesserung zu den bisherigen Klonierungsstrategien wiirde der Einsatz von Vektoren mit
einer sogenannten Internal ribosome entry site (IRES) darstellen. Durch den Einsatz einer IRES
kann unter der Kontrolle eines einzigen Promotors das GOI und die Resistenz in Form einer
polycistronischen mRNA transkribiert werden. Somit erlangen Zellklone nur dann die
selektierbare Resistenz, wenn sie gleichzeitig das GOI exprimieren. Ein solcher Vektor ist z.B.
das Plasmid pH2B mCherry IRES puro2 (L154), welches die Expression des GOI nach einer
Selektion mit Puromycin garantiert. Der Einsatz dieses Vektorsystems konnte in zukiinftigen
Arbeiten den Aufwand bei der Suche nach positiven Klonen verringern.

Zusammenfassend ist festzustellen, dass das verwendete Promotor/Vektorsystem fiir die
konstitutive Expression fluoreszenzmarkierter Proteine nicht optimal, fiir die meisten im
Rahmen dieser Arbeit zu exprimierenden GOI jedoch als ausreichend angesehen werden
kann. Durch den Einsatz verschiedener selektierbarer Markergene konnten Zelllinien erzeugt
werden, welche es ermoglichen, simultan verschiedene subzelluldre Prozesse im lebenden

System zu verfolgen und zu analysieren.
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5.2 Bestimmung der Zellzyklusphasen in der Lebendzellmikroskopie

In der angefertigten Arbeit sollte das Reparaturverhalten nach Bestrahlung in der G2-Phase
untersucht werden. Die Voraussetzung hiefiir ist die exakte Bestimmung der Zellzyklusphase
in asynchron proliferierenden Zellen auf Einzelzellebene. Die Lebendzellmikroskopie besitzt
einige Vorteile bei der Analyse des Zellzyklusverhaltens im Vergleich zu der klassischen
Methode der IFM mit fixierten Zellen. Bei der IFM ist es moglich eine Zelle aufgrund ihres
DNA-Gehalts und einer moglichen EdU-Inkorporation in eine bestimmte Zellzyklus-Phase
einzuordnen. Da es sich jedoch nur um eine Momentaufnahme handelt, kann keine Aussage
getroffen werden, wie sich die betrachtete Zelle zu fritheren Zeitpunkten verhalten hat bzw.
sich in Zukunft verhalten wird. Anders verhélt es sich bei der Betrachtung lebender Zellen
mittels der Lebendzellmikroskopie. Hier ist es moglich, einzelne Zellen bereits vor der
geplanten Behandlung hinsichtlich ihres Zellzyklusverhaltens {iber einen ldngeren Zeitraum
zu beurteilen. So erlauben bereits Phasenkontrastaufnahmen, anhand derer Zellteilungen
detektiert werden konnen, Aussagen iiber das Proliferationsverhalten. Zusitzlich zu der
lichtmikroskopischen Auswertung im Phasenkontrast besteht die Moglichkeit Fluorochrom-
gekoppelte Proteine, die Zellzyklusabhidngig exprimiert werden oder ihre Lokalisation iiber
den Zellzyklus hinweg dndern mittels Fluoreszenzmikroskopie zu verfolgen. Im Laufe der
Arbeit wurde der S-Phase-Marker dsRed-Ligasel eingesetzt, um mit hoher Effizienz gezielt in
G2-Phase-Zellen analysieren zu konnen. Hierfiir wurden Zellen ausgesucht, welche sich in der
spaten S-Phase befanden und voraussichtlich zum Zeitpunkt der Bestrahlung in der G2-Phase
sein werden.

Die eigentlich als S-Phase-Marker eingesetzte DNA-Ligasel vereint einige positive
Eigenschaften gegeniiber Zellzyklusmarkern bei denen eine Aussage iiber die Zellzyklusphase
aufgrund der Proteinkonzentration getroffen wird. Aufgrund der Ligase-Funktion an den
Okazaki-Fragmenten wahrend der Replikation, kann eine fluoreszenzmarkierte DNA-Ligasel
anhand ihrer intranukledren Lokalisation in den Replikationszentren den Fortschritt der
S-Phase anzeigen (Easwaran et al. 2005). Das Ende der S-Phase wird durch den Ubergang
eines punktformigen Musters in ein flachig pan-nukledres Signal im Zellkern markiert.

Diese exakte Trennung von S- und G2-Phase war bei den durchgefiihrten Versuchen von
besonderer Bedeutung, da der verwendete DNA-Reparaturfaktor Rad52 nachge-
wiesenermafden eine starke Akkumulation an arretierten Replikationsgabeln aufzeigt
(Petermann et al. 2010) und zudem nur in G2-Phase bestrahlten Zellen analysiert werden
sollte. Das Ligasel-Muster ermoglichte hierbei nicht nur den Ausschluss von S-Phase-Zellen

aus der Auswertung, sondern erlaubte auch Aussagen dariiber, in welchem Stadium der
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S-Phase sich diese befanden. Somit konnte die Ausbeute von Zellen, welche sich zum
Zeitpunkt der Bestrahlung, die etwa 2h nach der ersten Bildaufnahme stattfand, in der
G2-Phase befinden sollten, erh6ht werden.

AbschlieBend ist festzustellen, dass der Zellzyklusmarker DNA-Ligasel am besten geeignet ist
um die Zellzyklusphasen S- und G2-Phase in der Lebendzellmikroskopie voneinander zu
trennen. Der Grund hierfiir liegt in der zellzyklusspezifischen intranukledren Lokalisation,
welche eine exakte Aussage iliber die Beendigung der Replikation und somit den Eintritt in die

G2-Phase liefert.

5.3 Das Zusammenspiel von Rad51, Rad54 und Rad52 in der spaten G2-Phase

In friiheren Arbeiten unserer Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass Zellen nach IR in der
G2-Phase, mit einer erhohten Anzahl unreparierter Briiche wieder in die Mitose eintreten
(Deckbar et al. 2007; Dissertation Eik Schumann, 2011). Zu diesen Zeiten ist die Reparatur
iiber NHEJ weitestgehend abgeschlossen, und die noch verbliebenen Briiche werden iiber den
langsamen Weg der HR repariert (Beucher et al. 2009). Dies zeigt sich z.B. darin, dass zu
spaten Zeiten nach IR yH2AX-Foci mit den an der HR-beteiligten Proteinen Rad51 und Rad54
kolokalisieren (siehe 4.3.1). Somit lag zu Beginn der Arbeit die Vermutung nahe, dass diese
Zellen mit HR-Strukturen in die Mitose eintreten. Allerdings konnten in mitotischen Zellen
keine Rad51/54-Foci nachgewiesen werden. Es ist bekannt, dass beide Faktoren in einer
wechselseitigen Abhédngigkeit zueinander stehen. Rad54 wird benotigt, und um Rad51 vom
invadierten Strang zu entfernen und somit die Reparatursynthese zu ermoglichen. Fehlt
Rad54, kann dieser Prozess nicht stattfinden und die Rad51-Filamente bleiben bestehen.
Ebenso ist Rad54 von Rad51 abhéngig, da ohne die Rad51-Filamentausbildung auch kein
Rad54 binden kann (Takata et al. 2000; van Veelen, Lieneke R et al. 2005; Wesoly et al.
2006).

Aufgrund der Beobachtung, dass Rad54-GFP-Foci in der spdten G2-Phase noch vorhanden
waren, in der Mitose jedoch nicht mehr detektiert werden konnten, wurde das Verhalten von
Rad54-GFP-Foci am G2/M-Ubergang in dieser Arbeit mittels Lebendzellmikroskopie
untersucht. Hierbei zeigte sich, dass sich die Foci-Zahlen im Laufe der G2-Phase langsam
verringern, was als fortschreitende Reparatur interpretiert wurde. Interessanterweise konnte
ein schnellerer Abfall der Foci-Zahlen in den letzten 2 h vor der Mitose beobachtet werden.
Eine erste Erkldrung hierfiir konnte sein, dass auch die verbliebenen Briiche repariert werden.
Dies ist jedoch unwahrscheinlich, da die DSBs in der Mitose noch nachweisbar sind und in

fritheren Arbeiten gezeigt werden konnte, dass diese zur Entstehung von Chromosomen-
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briichen fithren (Deckbar et al. 2007). Dass dieses schnellere Abfallen in der IFM nicht
beobachtetet werden konnte, konnte moglicherweise an der geringen Anzahl der zu jedem
betrachteten Zeitpunkt kurz vor dem Eintreten in die Mitose stehenden Zellen liegen. Wenige
Zellen mit wenigen Foci beeinflussen den Gesamtwert nicht so sehr, dass dies zu einem
sichtbaren Abfall in der Kinetik fithren wiirde. Dies konnte auch ein Grund dafiir sein, warum
in den Kinetiken zu spiaten Zeiten nicht alle yH2AX-Foci mit Rad54 kolokalisieren und der
Rad54-Foci-Wert etwas geringer ist. Weshalb es zu dem in der Lebendzellmikroskopie
beobachteten Abfall kommt, kann nicht abschliefend geklart werden, allerdings gibt es
verschiedene Erkldrungsansdtze. Zum einen konnte dies an einer beginnenden
Chromatinkondensation liegen, in deren Konsequenz sich das Chromatin vielleicht derart
andert, dass Rad54 allein aus sterischen Griinden nicht mehr binden kann. Aufgrund des
Abfalls der Werte bereits 2 h vor dem Mitoseeintritt ist dies jedoch weniger wahrscheinlich, da
die Chromatinkondensation auch im Phasenkontrast héitte detektiert werden konnen.
Wahrscheinlicher ist, dass es sich um einen aktiven Prozess der Derekrutierung der
HR-Faktoren handeln konnte. Im Folgenden werden die Moglichkeiten der Zelle,
rekombinatorische Vorgédnge zu unterdriicken bzw. riickgdngig zu machen, in Verbindung mit
der Zellzyklusregulation zu den spéten Zeiten in der G2-Phase diskutiert.

Im Zuge der DSB-Reparatur stellt die HR zwar einen langsamen, jedoch den fiir die Wahrung
der genomischen Integritit am besten geeigneten Prozess dar, da die Reparatur
weitestgehend fehlerfrei verlauft. Trotzdem muss die HR strikt reguliert werden, um eine
spontane Rekombination zu unterdriicken und somit Genome rearrangements wie dem Verlust
der Heterozygotie, Chromosomendeletionen, Inversionen oder Translokationen vorzubeugen
(Branzei und Foiani 2007). Ein kritischer und daher stringent zu regulierender Schritt
wahrend der HR ist die Ausbildung des prasynaptischen Rad51-Filaments. Dies zeigt sich
unter anderem darin, dass eine Uberexpression des fiir diesen Schritt zentralen Proteins
Rad51 zu illegitimen Rekombinationsereignissen und chromosomaler Instabilitit fiihrt und im
Zusammenhang mit einer Tumorentstehung steht (Richardson et al. 2004). Bereits in Hefen
sind frith Mechanismen beschrieben worden, welche eine {iberméfRige Aktivierung und
Rad51-Filamentausbildung verhindern oder wieder riickgédngig machen konnen. Wichtiger
Bestandteil dieser Regulation ist die in Eukaryoten hochkonservierte Familie der RecQ-
Helikasen. Im Hefe-System verhindern RecQ-Helikasen zusammen mit der Helikase Srs2 die
spontane Ausbildung von Rad51-Filamenten und somit eine spontane Rekombination. Hierbei
stellt das Srs2 den wichtigsten Antagonisten zu {iberschiissigem Rad51 dar, um den

bekannten Phinotyp der Rad51-Uberexpression zu unterdriicken (Paffett et al. 2005).
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Wihrend die Hefe Saccharomyces cerevisiae nur ein RecQ-Gen besitzt (Sgsl), wurden in
Mensch bisher fiinf beschrieben (WRN, BLM, RECLQ4, RECQL1, und RECQL5) (Branzei und
Foiani 2007). Ein Teil der humanen RecQ-Proteine werden zusammen mit weiteren Helikasen
aufgrund ihrer antagonistischen Wirkung der Rad51-Filamentausbildung auch als
Anti-Rekombinasen bezeichnet. An der Schliisselstelle der HR setzen die diversen
Anti-Rekombinasen an, um bestehende freie (FBH1, RECQL5, PARI) bzw. bereits invadierte
Rad51-Filamente (BLM, RTEL1) wieder aufzulésen (Hu et al. 2007; Barber et al. 2008;
Fugger et al. 2009; Moldovan et al. 2012; Mladenov et al. 2013). Einen besonders
interessanten Faktor stellt hierbei das RecQ5L dar, ein potentielles Ortholog zu Srs2 aus
S. cerevisiae, das eine Rolle bei der Prozessierung von spiaten HR-Intermediaten hat. In Folge
einer normal stattfindenden Stranginvasion bildet sich zun&chst ein D-Loop aus, und die
Reparatursynthese findet statt. Das humane RTEL1 (Srs2-Homolog) kann die Auflésung von
D-Loop-Rekombinationsintermediaten in einer ATP-abhingigen Reaktion bewerkstelligen. Der
in der Folge freie Invasionsstrang mit neusynthetisierten Anteilen wire prinzipiell erneut ein
Substrat fiir eine erneute Rad51-Nukleation. Die erneute Rad51-Beladung wird allerdings
durch RecQ5L aktiv inhibiert (Hu et al. 2007; Paliwal et al. 2014). Das Entladen von Rad51
durch RecQS5L ist von der RecQ5L-ATPase-Doméne abhédngig. RPA verstarkt hierbei die
Reaktion und verhindert eine Rad51-Renukleation. Somit wird bei ausreichender
Reparatursynthese die DSB-Reparatur in Richtung des SDSA (Abbildung 35B) umgelenkt und
verhindert die Ausbildung von dHJ-Strukturen des DSBR-Weges (Abbildung 35A). Auf diese
Weise fordert RecQ5L die Bildung von NCO-Produkten in humanen Zellen nach einer zuvor
erfolgten Stranginvasion und Reparatursynthese, den Schliisselschritten der HR (Paliwal et al.
2014).

Auch wenn der beschriebene Mechanismus nicht G2-Phase-spezifisch untersucht wurde, ist
der Vorgang deshalb so interessant, weil er eine aktive Rad51-Derekrutierung bei einer bereits
fortgeschrittenen HR beschreibt. Es ist dabei nicht vollkommen klar, auf welche Weise das
RecQ5L im Laufe des Zellzyklus oder etwa spit in der G2-Phase reguliert wird. Ebenfalls
ungeklart bleibt, und ob es sich bei der in dieser Arbeit beobachteten Rad51-Derekrutierung
vor der Mitose um einen RecQ5L-abhédngigen Prozess handelt.

Ein weiterer beschriebener Prozess der Anti-Rekombination basiert auf einem Kinase-
abhingigen Mechanismus bei der die Tyrosinkinase c-Abl den Schliisselfaktor darstellt. c-Abl
wurde aufgrund des bei der Translokation von Chromosom 9 und 22, dem Philadelphia-
Chromosom, entstehenden neuen Fusionsprotein Bcr-Abl entdeckt. Dieses stellt eine

konstitutiv iiberaktive Form der Tyrosinkinase dar, wirkt deregulierend auf den Zellzyklus
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und ist der Ausloser der chronischen myeloischen Leukdmie (CML). Die c-Abl-Thyrosinkinase
liegt normalerweise autoinhibitiert vor, wird in Folge der Entstehung von DSBs durch ATM
aktiviert (Baskaran et al. 1997) und begiinstigt einen p53-abhédngigen Zellzyklusarrest und
Apoptose. Zudem konnte auch eine DNA-PK-abhéngige Aktivierung von c-Abl nach IR durch
Phosphorylierung gezeigt werden (Kharbanda et al. 1997). c-Abl riickphosphoryliert ATM und
verstarkt somit dessen Aktivierung (Meltser et al. 2010).

In der aktivierten Form phosphoryliert c-Abl zudem die Faktoren Rad51, Rad52, WRN, DDB1
und BRCA1. Hierbei ist zundchst die Interaktion mit Rad51 von besonderem Interesse. Die
Phosphorylierung von Rad51 durch c-Abl an Tyrosin-54 inhibiert dessen DNA-Bindung und in
Folge die Rad51-Filamentausbildung und daran anschliel3ende Prozesse (Yuan 1998). Trotz
der Beteiligung von c-Abl an frithen Schritten der Schadensantwort nach IR konnte zunéachst
gezeigt werden, dass dessen Aktivitdt in HEK293-Zellen erst nach 4 h das Maximum erreichte
und bis zu 12 h nach Bestrahlung abfiel (Foray et al. 2002). Neuere Studien konnten ebenfalls
zeigen, dass das Ausmald der Kinaseaktivitdt von der Reparaturzeit abhiangig ist. So konnte
nach Bestrahlung ein kontinuierlicher Anstieg der c-Abl-Aktivitdt mit einem Maximum nach
24 h beobachtet werden, welche in der Folge zu einer funktionellen Herunterregulation der
HR zu spaten Zeitpunkten fiihrte (Meltser et al. 2010).

Die negative Regulation der HR {iiber c-Abl konnte somit ein weiterer Grund fiir die
Dissoziation der HR-Faktoren in der spaten G2-Phase trotz unrepariert verbliebener Briiche
sein. Je ladnger die Briiche in der G2-Phase unrepariert bleiben, desto mehr steigt die Aktivitét
von c-Abl. Dies fiihrt zur Rad51-Phosphorylierung an Tyrosin-54 und zur Dissoziation vom
DSB.

Den beschriebenen Prozessen gemein ist, dass diese dem Eintreten von Rad51-Filamenten
bzw. invadierten Strukturen, welche eine Rad51-Aktivierung voraussetzen, in die Mitose
entgegenwirken. Somit stellt sich die Frage, welche Strukturen letztlich in die Mitose
eintreten konnen. Hierbei lieferten die durchgefiihrten Versuche mit Rad52 eine mogliche
Erklarung.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde mithilfe der IFM beobachtet, dass das Rad52-GFP-Level zu
spaten Zeiten (HeLa 6 h, U20S 8 h nach IR) am hochsten ist. Zusatzlich konnte mittels der
Lebendzellmikroskopie auf Einzelzellebene beobachtet werden, dass Rad52-GFP nach IR in
der G2-Phase langsam an die Briiche rekrutiert wird und die Anzahl der Foci beim Eintritt in
die Mitose maximal ist. Vor dem Eintritt der Zellen in die Mitose erreichte das Rad52-Foci-
Level das Maximum und war auch beim Erreichen der Prophase noch detektierbar. Die in
dieser Arbeit gemachten Beobachtung sind konsistent mit friiheren Arbeiten, in denen eine

langsame Rekrutierung von Rad52 an IR-induzierte DSBs gezeigt wurde (Wray et al. 2008).
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In der genannten Publikation wird die langsame Rad52-Rekrutierung jedoch mit gestorten
Replikationsprozessen in Verbindung gebracht. In der vorliegenden Arbeit konnte eine
Beteiligung von S-Phase-Zellen in der IFM sowie in der Lebendzellmikroskopie durch die
gleichzeitige Detektion von EdU bzw. DNA-Ligasel ausgeschlossen werden. Somit ist dies der
erste Hinweis darauf, dass Rad52 auch in G2-Phase-Zellen eine langsame Rekrutierung
aufweist.

Um einen Einblick zu bekommen, an welche Strukturen das Rad52-GFP rekrutiert wird,
wurden Foci-Kolokalisationsstudien in fixierten Zellen nach Bestrahlung in der G2-Phase
angefertigt. Die Detektion von DSBs durch eine yH2AX-Farbung in Rad52-GFP-Zelllinien
zeigte die zunehmende Rekrutierung von Rad52-GFP an den Schadensort. Somit wurde
deutlich, dass in der spdten G2-Phase die meisten verbliebenen Briiche das Rad52-GFP
rekrutiert hatten. Aufgrund der zuvor angefertigten Rad51/Rad54-Kinetiken wurde
angenommen, dass die zu spidten Zeiten langsam reparierten DSBs iiber den Weg der HR
prozessiert werden. Um eine Verbindung der spét auftretenden Rad52-GFP-Foci zu HR-
Prozessen herstellen zu konnen, wurden weitere Kolokalisationsstudien mit Rad51 in den
Rad52-GFP-Zelllinien hergestellt. Hierbei konnte gezeigt werden, dass Briiche, an welchen zu
spaten Zeiten noch Rad51 vorhanden ist, zunehmend Rad52-GFP rekrutieren, je ldnger die
Zellen in der G2-Phase verweilen. Somit konnte eine Verbindung der spdten Rad52-GFP-
Rekrutierung mit aktiven HR-Prozessen bestétigt werden. Die spiate Rekrutierung von Rad52-
GFP im Vergleich zu Rad51/Rad54 zeigt zudem, dass letztere nicht von Rad52-GFP abhingig
sind. Dies ist konsistent mit fritheren Arbeiten in Hamster CHO-Rad52”"-Zellen, in denen die
Rad51/54-Rekrutierung nach Bestrahlung vergleichbar zu WT-Zellen verlauft (van Veelen,
Lieneke R et al. 2005).

Alle bisher gemachten Beobachtungen sind mit einer vermuteten Funktion des Rad52 bei
fortgeschrittenen HR-Prozessen in der G2-Phase konsistent. Eine mogliche Funktion stellt
hierbei die Second-End-Capture-Reaktion (Abbildung 35A) an einen D-Loop nach
vorangeschrittener Reparatursynthese dar. Hierbei wird das zweite resektierte DSB-Ende mit
dem in Form des als D-Loops verdrangten DNA-Bereichs annealt.

Da bei Rad52-vermittelten Annealing-Reaktionen RPA einen weiteren Interaktionspartner von
Rad52 darstellt, wurde zudem die Kolokalisation mit diesem Faktor untersucht. RPA liegt
nach einer DSB-Induktion durch IR phosphoryliert vor und ist an ssDNA-Bereichen lokalisiert,
wie sie nach Resektion oder bei Ausbildung eines D-Loops auftreten konnen. Die beschriebene
Interaktion von Rad52 und pRPA (Jackson et al. 2002; Deng et al. 2009) konnte ebenfalls in

der spaten G2-Phase mittels IFM bestatigt werden. Hierbei stellte sich heraus, dass in U20S-
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Zellen die erwartete pRPA-Foci-Bildung nicht zu frithen Zeitpunkten detektiert werden
konnte, obwohl zu selbigen Zeiten bereits Rad51-Foci messbar waren. In den verwendeten
HeLa-Zelllinien, wie auch in A549-Zellen zeigte die pRPA-Foci-Kinetik jedoch ihr Maximum
bei 2 h nach Bestrahlung. Dies ist konsistent mit der Beobachtung, dass zu diesem Zeitpunkt
die meisten tiber HR reparierten Briiche resektiert sind und somit auch das Maximum der
Rad51/54-Foci auftritt. Daher wurde die abweichende pRPA-Foci-Kinetik auf ein U20S-
spezifisches Phanomen zuriickgefiihrt. Moglicherweise ist die Phosphorylierung in diesen
Zellen langsamer oder es handelt sich um ein technisches Problem bei der Detektion in
diesem Zelltyp. Zu spiten Zeitpunkten nach IR in der G2-Phase konnte jedoch in allen
Zelllinien das verbliebene pRPA-Foci-Level detektiert werden. In den Rad52-GFP-Zellen
kolokalisierte pRPA mit Rad52-GFP. Die Beobachtung, dass Rad52-GFP erst spater rekrutiert
wird, obwohl sein Interaktionspartner bereits nach 2 h die maximalen Foci-Werte zeigt, fiihrte
zu der Frage nach der Regulierung der Rad52-Rekrutierung.

Die bereits im Zusammenhang mit der Rad51-Derekrutierung genannte Tyrosinkinase c-Abl
ist im aktiven Zustand in der Lage, Rad51 am Tyrosin 315 zu phosphorylieren. Dies fiihrt zu
einer starkeren Interaktion mit Rad52 nach IR (Chen et al. 1999). c-Abl phosphoryliert nach
IR zudem hRad52 am Tyrosin-104, was fiir die Rad52-Foci-Bildung nach Bestrahlung
notwendig ist (Kitao und Yuan 2002). Hierbei ist die Reihenfolge der Phosphorylierung nicht
ganz aufgeklart. In dieser Arbeit wurde beobachtet, dass Rad52-GFP an das bereits
bestehende Rad51-Filament rekrutiert wird. Daher konnte angenommen werden, dass
zundchst mit der aktivierenden Phosphorylierung von Rad52 am Tyrosin-104 und des Rad51
am Tyrosin-315 die Interaktion von Rad52 mit Rad51 hergestellt und verstarkt wird. Somit
konnte das Rad52 an den DSB rekrutiert werden, um dort eine Second-End-Capture-Reaktion
zu begiinstigen. Anschlielend konnte Rad51 durch die Modifikation an Tyrosin-54
derekrutiert werden. Um die gleichzeitige Derekrutierung von Rad52 zu verhindern, miisste
ein Umschalten auf einen anderen Bindungspartner stattfinden. Hierfiir konnte pRPA in Frage
kommen, welches wie in dieser Arbeit gezeigt wurde, besonders zu spiten Zeiten mit Rad52-
GFP kolokalisiert. Fiir deren Interaktion ist das RQK-Motiv des hRad52 verantwortlich
(Grimme et al. 2010). Es konnte gezeigt werden, dass die Bindung von RPA die
Selbstassoziation des hRad52 zu multimeren Ringen verhindert. Das hRad52 kann somit den
heterotrimeren Komplex RPA an den Untereinheiten RPA70 und RPA32 binden. Hierbei
erhoht die Interaktion mit RPA32 die Affinitdt von Rad52 fiir ssDNA mal3geblich (Jackson et
al. 2002). Im humanen System wird Rad52 daher mit RPA-abhidngigen DNA-

Annealingreaktionen in Verbindung gebracht, wie diese etwa bei dem Second-End-Capture,
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dem SSA oder dem SDSA auftreten konnen. Neueste in vitro-Hefe-Studien beschreiben die
Ausbildung eines RPA-Rad52-Rad51-ssDNA-Intermediats in einem fortgeschritten HR-
Stadium, welches eine Second-End-Capture-Reaktion ermoglicht (Gibb et al. 2014). Ein
vergleichbares Intermediat wére aufgrund der konservierten Interaktionsdomanen von Rad52
ebenfalls im humanen System vorstellbar und wére mit der in der spiten G2-Phase
nachgewiesenen Kolokalisation von Rad51, Rad52-GFP und pRPA konsistent.

Da intermedidre HR-Strukturen in der Anaphase zu Problemen bei der Chromatidsegregation
fiihren, stellte sich die Frage, ob diese Strukturen noch zuvor aufgelost werden konnen. Es
sind verschiedene Endonukleasen beschrieben worden, welche eine Rolle bei der Auflosung
von verzweigten DNA-Strukturen haben, z.B. Flap-Strukturen, HJs, und D-Loops, wie sie bei
HR-Prozessen auftreten konnen. Eine dieser strukturspezifischen Endonukleasen ist das
Mus81. Es konnte im Rahmen dieser Arbeit beobachtet werden, dass Mus81 in der Mitose
Foci ausbildet, welche mit yYH2AX kolokalisieren. Kurz nach dieser Entdeckung wurden von
Naim et al. (2013) die Mus81-Foci-Ausbildung in der Mitose nach Replikationsstress
publiziert. Dies war ein weiterer Hinweis, dass die Zelle mit HR-Strukturen in die Mitose
kommt. Durch die Detektion von Mus81 in der Mitose und deren Kolokalisation mit Rad52-
GFP wurde eine Verbindung zwischen HR-Prozessen in der G2-Phase und der Aufl6sung von
HR-Intermediaten in der Mitose hergestellt. Interessant ist hierbei, dass Mus81 durch
Phosphorylierung an seiner regulatorischen Untereinheit Emel durch die Kinase Plk1 aktiviert
wird. Plkl besitzt seine maximale Aktivitit in der Mitose, so dass es sich hierbei um eine
Mitose-spezifische Aktivierung dieser Endonuklease handelt (Matos et al. 2011).

In der angefertigten Arbeit wurde beobachtet, dass nach IR in den mitotischen Zellen nur ein
Teil der Rad52-GFP-Foci mit den Mus81-Foci kolokalisierte. Das deutet darauf hin, dass die
Struktur des durch Rad52-GFP gebundenen Substrats nicht immer gleich ist, oder weitere
strukturspezifische Endonukleasen eine Rolle bei der Auflosung der intermedidren Strukturen
spielen. Weitere jlingere Arbeiten stellten diesen Sachverhalt dar. So konnten nicht nur
Mus81 sondern auch die Nukleasen XPF-ERCC1, SLX1-SLX4 und Genl in mitotischen Zellen
in Form von DSB-assoziierten Foci nachgewiesen werden (Naim et al. 2013; Garner et al.
2013; Pepe und West 2014). Dies lasst darauf schlief3en, dass viele in der Mitose aktive
Endonukleasen existieren, welche die verschiedenen wéahrend der HR entstehenden
Strukturen wie z.B. Flap-Strukturen, HJs und D-Loops auflésen konnen (Schwartz und Heyer

2011).
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Abbildung 35: Schematische Darstellung der Rad52-assoziierten Reparaturwege nach einer Bestrahlung
in der G2-Phase. Allen Wegen geht eine u.a. CtIP abhéngige Resektion, RPA und Rad51-Beladung
voraus. Nach einer erfolgten Stranginvasion und D-Loop-Ausbildung findet die Reparatursynthese und
Branch migration statt. (A) DSBR: Mithilfe von Rad52 kommt es zum Second-End-Capture des zweiten
resektierten DSB-Endes. Nach fortgeschrittener Synthese kann sich eine dHJ-Struktur ausbilden. Diese
kann in der Mitose z.B. durch Mus81 aufgelost werden. (B) SDSA: Nach dem Beginn der
Reparatursynthese wird in der spidten G2-Phase das Rad51-Filament (antiRad51) aufgelost. Bei
ausreichender Synthese konnen die einander komplementiren Bereiche unter mithilfe von Rad52
annealt werden. (C) SSA: Finden resektierte DNA-Bereiche keine komplementire Sequenz auf der
Schwesterchromatide bleiben die Rad51-Filamente bestehen, bis sie in der spdten G2-Phase aufgeldst
werden (antiRad51). Im Falle der Rad51-Inhibition (+Rad51i) wird das Rad51-Filament nicht
ausgebildet. Durch Resektion zugénglich gemachte intrachromosomale Homologien dienen dazu, den
DSB zu reparieren. Auftretende Flap-Strukturen koénnen z.B. durch Mus81 prozessiert werden.
"antiRad51" beschreibt die Rad51-Entfernung in spit-G2 durch die im Text diskutierten Mechanismen.
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Somit besitzen Zellen offenbar mehrere Mechanismen, um Rekombinationsintermediate in
der Mitose aufzulosen. Hierbei stellt sich die Frage, ob das Eintreten der DSBs in die Mitose
die Ursache fiir die Entstehung solcher Mechanismen ist. Alternativ wére vorstellbar, dass die
Zelle gezielt mit HR-Intermediaten in die Mitose eintritt, da sie in dieser Phase die Werkzeuge

besitzt, diese Strukturen aufzuldsen.

5.3.1 Auswirkungen der Rad51-Inhibition auf die DSB-Reparatur am G2/M-Ubergang

Der in der Arbeit eingesetzte Rad51-Inhibitor fiihrte in behandelten Zellen zu einem
Reparaturdefekt in der langsamen Komponente (HR) und zu einem hoheren Foci-Level am
Ende der G2-Phase nach Bestrahlung. Mit dem yH2AX-Reparaturdefekt ging ein Anstieg der
Rad52-GFP-Foci in der G2-Phase einher. Dieses Ergebnis war zunédchst {iberraschend, da
erwartet wurde, dass aufgrund der fehlenden Rad51-Filament-Ausbildung bzw. Rad51-Rad52-
Interaktion weniger Rad52-GFP-Foci auftreten wiirden und weil davon ausgegangen wurde,
dass Rad52 eine Rolle in der spdten HR beim Second-End-Capture hat. Da sich trotz der
Rad51-Inhibition dennoch Rad52-GFP-Foci ausbildeten, ist davon auszugehen, dass eine
Interaktion mit Rad51 in der G2-Phase nicht der Grund fiir die Rad52-Rekrutierung darstellt.
Die Erhohung der Rad52-GFP-Foci-Werte liegt vielmehr in den vermehrt unrepariert
verbliebenen, durch pRPA markierten ssDNA-Bereichen begriindet. Somit ist vermutlich das
Vorhandensein von pRPA die Grundvoraussetzung fiir die Rad52-GFP-Rekrutierung in der
spaten G2-Phase und nicht das Rad51-Filament. Dies ist mit friiheren Berichten iiber die
starke Interaktion von Rad52 und RPA konsistent (Jackson et al. 2002; Deng et al. 2009). Die
moglichen Griinde fiir die zeitliche Abfolge der Rad52-GFP-Rekrutierung mit dem Maximum
zum G2/M—Uberang wurden zuvor beschrieben (siehe Kapitel 5.3)

Die aufgrund der Rad51-Inhibition erhohten yH2AX- und Rad52-GFP-Werte konnten sogar in
mitotischen Zellen nachgewiesen werden. Dies ist {iberraschend, da in fritheren Arbeiten die
Abhéangigkeit des G2/M-Checkpoints von einem Rest-Schadenslevel gezeigt werden konnte
(Deckbar et al. 2011). Das beschriebene DSB-Level von etwa 15 yH2AX-Foci pro Zelle, bei
welchem die Zellen erst wieder den G2/M-Checkpoint aufheben, wird nach Rad51-Inhibition
weit {iberschritten. Trotzdem sind die Zellen in der Lage, in die Mitose einzutreten. Dies fiihrt
vermutlich im Zuge der Mitose zu grolden Problemen. Es war auffillig, dass bestrahlte und mit
dem Inhibitor behandelte Zellen kaum in der Lage waren, iiber die Metaphase hinaus zu
gelangen. Die Bestimmung der Foci-Werte in weiter fortgeschrittenen Mitosen war nicht
moglich, da die mit Inhibitor-behandelten Zellen vermutlich beim Alignment der

Chromosomen Probleme haben und daher in der Metaphase arretierten. Dieses Verhalten
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wurde bereits fiir weitere HR-Mutanten beschrieben, z.B. MRE11 (Gao et al. 2009). Die mit
Inhibitor behandelten mitotischen Zellen gestalteten sich derart, dass die kondensierten
Chromosomen weniger fein strukturiert und teilweise verklumpt erschienen. In Zellen, welche
unbestrahlt waren und mit dem Inhibitor behandelt wurden, war diese Art der kondensierten
Chromosomen nicht auffillig. Die Frage, die sich hierbei stellt, ist ob die dysfunktionale
Mitose durch ein erhohtes DSB-Level verursacht wird und in der Folge zu einem Intra-M-
Checkpoint fiihrt (z.B. SAC) oder ob das Vorhandensein bestimmter HR-Faktoren fiir eine
erfolgreiche Mitose notwendig ist. Da dieser Phanotyp in unbestrahlten Inhibitor-behandelten
Zellen kaum zu beobachten war, ware eher ein mit der DSB-Signalkaskade assoziierter
Prozess vorstellbar. In diesem Fall stellt sich jedoch die Frage, warum die Zellen iiberhaupt
erst mit dem erhohten Level in die Mitose eintreten und nicht weiter den Checkpoint aufrecht
erhalten. Eine Moglichkeit ware die Rad52-Rekrutierung an RPA in der spaten G2-Phase.
Aufgrund der starken Interaktion des Rad52 konnte es zu einem verminderten ATR-Signalling
kommen. Dies konnte zu einer verfrithten Aufhebung des G2/M-Checkpoints fiihren. Diese
Argumentation wiirde auch die Vorgédnge in den Rad51-profizienten Zellen erkldren. Da in
der spaten G2-Phase HR-Intermediate bestehen, deren Prozessierung sehr wahrscheinlich die
erst in der Mitose aktivierten Nukleasen benoétigt, muss die Zelle einen Weg finden den
Checkpoint aufzuheben. Eine durch Rad52 inhibierte RPA-ATR-Signalkette wiirde
sicherstellen, dass verbliebene freie DSB-Enden einer Annealing-Reaktion zugefiihrt wurden.
Ob die Annealing-Produkte Resultat eines SSA, SDSA oder Second-End-Capture-Schritts sind,
wiirde schlieSlich in der Mitose dariiber entscheiden, welche strukturspezifische
Endonuklease die intermedidren Strukturen auflosen kann. Dies konnte auch ein Grund fiir
die Vielzahl der in der Mitose aktivierten Endonukleasen mit unterschiedlichen
Substratspezifitdten darstellen.

Es konnte nicht abschlieRend geklart werden, ob die Rad51-Inhibition eine Auswirkung auf
die Mus81-Foci-Werte in der M-Phase hat. Sollte es sich bewahrheiten, dass die Endonuklease
neben HJ-Strukturen auch 3'-Flaps schneidet, wire auch in Rad51-inhibierten Zellen eine
Erhohung der Mus81-Foci zu erwarten. Aufgrund der teilweise wenig aussagekraftigen
IF-Farbungen wire es ratsam, eine der erzeugten Mus81-Zelllinien fiir ein einfaches
Bestrahlungsexperiment nach Rad51-Inhibition einzusetzen. Dies konnte Auskunft {iber die
Beteiligung von Mus81 an den moglicherweise stattfindenden Reaktionen am G2/M-

Ubergang geben.
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5.4 Alternative Modelle zur Rolle von Rad52 in der spaten G2-Phase

In den vorangegangen Ausfithrungen wurde deutlich, dass Rad52 erst zu spiten Zeiten nach
der Bestrahlung in der G2-Phase an die verbliebenen HR-Prozesse rekrutiert wird. Aufgrund
der verzogerten Kinetik im Vergleich zu Rad51/54 und pRPA konnte spekuliert werden, dass
die Rad52-Rekrutierung durch die Verweildauer der Zelle in der G2-Phase bzw. die zeitliche
Nahe zur Mitose reguliert wird. Da, wie in dieser Arbeit beobachtet, der bekannte
Interaktionspartner Rad51 zum Eintritt in die Mitose von der gemeinsamen Bindungsstelle
dissoziiert, Rad52-GFP jedoch weiter gebunden bleibt, spielt hierbei wahrscheinlich der
zweite Interaktionspartner von Rad52, das RPA, eine wichtigere Rolle. Im Gegensatz zu
Rad51 ist fiir RPA beschrieben, dass es bei allen Funktionen von Rad52 mit diesem
interagiert. Die Bindung von RPA unterdriickt die Ausbildung von Sekundérstrukturen und
begiinstigt dadurch die Bildung des Rad51-Nukleoproteinfilaments. Im Hefesystem wurde
gezeigt, dass erst ein Rad51-Rad52-Komplex den Zugang zu der ssDNA herstellen kann, wobei
die Interaktion von Rad52 und RPA daraufhin zur Rad51-Beladung auf die ssDNA fiihrt
(Sugiyama und Kowalczykowski 2002). Das humane Rad52 hat jedoch aufgrund des
Vorhandenseins von BRCA2 seine essentielle Funktion als Rad51-Mediator bzw. -Loader
verloren. Lediglich in einem BRCA2-defizienten Hintergrund scheint das Rad52 noch eine
Rest-Funktion wahrnehmen zu konnen (Lok und Powell 2012).

Wie bereits zuvor beschrieben, existieren anti-rekombinatorische Mechanismen, welche das
Rad51-Filament aktiv entfernen konnen. Nach einer Stranginvasion und einer kurzen
DNA-Synthese konnte der invadierte ssDNA-Strang mittels der Antirekombinasen wieder aus
dem D-Loop entfernt werden. Sollte der ssDNA-Strang ausreichend verldngert worden sein,
wiirde dieser nun die Homologie zu dem anderen resektierten DSB-Ende aufweisen. Bei einer
folgenden SDSA-Reaktion konnten Rad52 und RPA die beiden homologen Sequenzen
annealen (Abbildung 35B) (Paliwal et al. 2014). Da RecQ5L das gebundene Rad51 entfernt
und somit ein Annealing der einzelstrangigen homologen Bereiche durch Rad52 ermoglicht,
wdre es der essentielle Faktor, der den HR-Prozess in einen SDSA-Weg umleitet. Fiir eine
solche Annahme spricht, dass eine Rad52 bzw. RecQ5L-Depletion zu weniger SSA als auch
SDSA fiihrt (Paliwal et al. 2014). In der genannten Publikation handelt es sich jedoch um S-
Phase-abhéngige Effekte, da ein S-Phase-schddigendes Agens (Camptothecin) zum Einsatz
kam. Da nicht bekannt ist, wie RecQ5L zellzyklusabhédngig reguliert wird, kann nicht mit
Sicherheit gesagt werden, ob dieser Prozess auch in der spdten G2-Phase stattfindet.

Ein interessantes Phdnomen in CML-Zellen, ist das durch die iiberaktivierte Tyrosinkinase

Ber-Abl erhohte SSA. Durch die dauerhafte Aktividt verschiebt Ber-Abl das Gleichgewicht
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zwischen der HR (aufgrund der Phosphorylierung von Rad51 an Tyrosin-54) und dem SSA in
Richtung des Rad51-unabhédngigen Reparaturwegs des mutagenen SSA (Abbildung 35C)
(Cramer et al. 2008). Da SSA durch die DNA-Annealing-Funktion von Rad52 begiinstigt wird,
wirkt sich die Bcr-Abl bzw. c-Abl vermittelte Phosphorylierung am Tyrosin-104 vermutlich
zusatzlich positiv auf diesen Weg der DNA-Reparatur aus. So konnte in vitro gezeigt werden,
dass die Tyrosin-104-Phosphorylierung von Rad52 durch c-Abl dieses affiner fiir ssDNA
macht, und somit die Annealing-Aktivitat verstarkt (Honda et al. 2011). Da die Tyrosin-104-
Phosphorylierungsstelle und auch ein c-Abl-Homolog in Hefen nicht existieren, ist davon
auszugehen, dass es sich hierbei um keinen konservierten Regulationsmechanismus und somit
um keine urspriingliche Funktion von Rad52 handelt. Aufgrund der kontinuierlich
ansteigenden Aktivitdt von c-Abl nach Bestrahlung und der dadurch bedingten Derekrutierung
von Rad51 (Meltser et al. 2010), wére ebenfalls die gesteigerte Tyrosin-104-Phosphorylierung
und die damit gesteigerte Rad52-GFP-Rekrutierung zu erklédren, die in dieser Arbeit zu spéten
Zeiten nach IR beobachtet werden konnte. Sollte es Rad51-ssDNA-Bereiche geben, welche
keine Homologiesuche durchgefiihrt haben, wire moglicherweise ebenfalls nur noch das SSA
ein Ausweg, um die DNA-Integritdt wieder herzustellen. Hierbei ist fraglich, ob durch eine
weitreichende Resektion die hierfiir benotigte intrachromosomale Homologie zu Verfiigung
gestellt werden kann. Dennoch liefen die beobachteten Ereignisse nach Inhibition von Rad51
in der G2-Phase ebenfalls eine Beteiligung von RPA und Rad52 an einem mdglichen Last-
Resort-Mechanismus, in Form des SSA, am G2/M-Ubergang vermuten.

Sehr wahrscheinlich kann in Folge der Rad51-Inhibition kein SDSA mehr stattfinden, da
aufgrund der ausbleibenden Stranginvasion auch keine Reparatursynthese stattfinden konnte.
Dies wiirde bedeuten, dass die inhibierten Zellen die resektierten Bereiche dem SSA
(Abbildung 35C) zufiihren miissten. Wiirde trotz ausreichender Resektion jedoch fehlender
Homologie keine RPA-Rad52-vermittelte Annealingreaktion auf dem beschédigten Chromatid
zustande kommen, konnte dies ein Grund fiir das erhohte DSB-Level und die assoziierten
Rad52-GFP-Foci in den inhibierten Zellen sein. In der vorliegenden Arbeit konnte in Hela-
Zellen ein Absinken der yH2AX-Foci-Werte in den Kinetiken zwischen 6-8 h beobachtet
werden. Ebendieser Abfall wurde ebenfalls in Rad51-inhibierten Zellen detektiert und war
auch auf Rad52-GFP-Foci-Level zu beobachten. Moglich wére, dass in diesen Zellen zum
spaten Zeitpunkt ein Teil der resektierten Briiche dem SSA zugefiithrt wird und dieses das
Absinken der Foci-Werte verursacht. Auch wenn dieser Effekt in G2-Phase-U20S-Zellen nicht
beobachtet wurde, konnte es sein, dass hier das SSA in der G2-Phase durch Rad52-

Rekrutierung vorbereitet wird und erst mit dem Eintritt in die Mitose aktiviert wird.
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Ein weiteres bei der Rad52-Regulation beteiligtes Protein ist das Phosphatase und Tensin
Homolog (PTEN). Dieses Protein ist nach p53 der wichtigste Tumorsuppressor in humanen
Zellen. PTEN interagiert und kolokalisiert mit hRad52 genauso wie mit yH2AX nach
genotoxischem Stress und ist an der Regulierung einer Rad52-Sumoylierung involviert (Choi
et al. 2013). Da die Rad52-Sumoylierung sowohl in Hefen als auch in humanen HEK293-
Zellen durch das DNA-alkylierende Agens MMS induziert werden konnte, handelt es sich
vermutlich um einen hochkonservierten Prozess (Sacher et al. 2006). In Hefen hat die Rad52-
Sumoylierung zur Folge, dass Rad51-Filamente, die mit keinem aktiven Reparaturprozess
mehr assoziiert und somit unproduktiv waren, entfernt werden konnen. Somit konnen deren
toxische Auswirkungen bei der Zellteilung verhindert werden (Esta et al. 2013). In Hefe WT-
Zellen entfernt die Anti-Rekombinase Srs2 (das funktionelle Homolog zum humanen RTEL1)
postsynaptische Rad51-Filamente, damit verwundene HR-Reparaturintermediate aufgelost
werden konnen (Esta et al. 2013). Sumoylierungs-defiziente Hefe-Mutanten hingegen zeigen
eine Verschiebung der spontanen mitotischen Rekombination vom SSA in Richtung der Gen-
Konversion, einen Prozess der dquivalent zu dem DSBR-Weg der HR ist (Altmannova et al.
2010). Vermutlich kann sumoyliertes scRad52 die Rad51-Filamenstruktur derart modifizieren,
dass es zu einer Dissoziation von der ssDNA kommt. Auf diese Weise wiirde eine {ibermaRige
spontane Rekombination, und damit das Eintreten verwundener HR-Intermediat-Strukturen
in die Mitose verhindert werden.

Auch wenn die exakte Regulation der Rad52-Sumoylierung durch die E3-Ligase MMS21 im
humanen System nicht vollstdndig geklart ist (Ouyang et al. 2013), zeigen sich dennoch
Uberschneidungen mit einer méglichen Funktion des modifizierten Rad52 bei dem Entfernen
des Rad51 von der ssDNA vor dem Eintritt in die Mitose.

Der Tumorsuppressor PTEN spielt eine wichtige Rolle bei der Regulation des Ubergangs von
der G2-Phase in die Mitose. Dieser ist mit einer zunehmenden PTEN-Phosphorylierung durch
Plk1 assoziiert (Choi et al. 2014). Plk1 {ibernimmt Funktionen bei der DNA-Reparatur und
dem Eintritt in die Mitose. Es konnte gezeigt werden, dass eine erste Aktivierung von Plk1 in
der G2-Phase durch die Kinase Aurora-A zusammen mit dem Kofaktor Bora bereits einige
Stunden vor dem Eintritt in Mitose stattfinden kann. Die Bora/Aurora-A-abhingige
Phosphorylierung von Plk1 ist eine Vorraussetzung, um den Eintritt der Zellen in die Mitose
zu ermoglichen. Die Abhingigkeit der Rad52-Sumoylierung von den Faktoren PTEN und Plk1
und deren mogliche Rolle bei der Entfernung von Rad51-Filamenten steht somit in einem
direkten Zusammenhang mit dem Ubergang von der G2-Phase in die Mitose (Mactirek et al.

2008).
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Alle hier beschriebenen Regulationsmechanismen deuten darauf hin, dass die Entfernung von
Rad51 und die Rekrutierung von Rad52 aktive Prozesse in der G2-Phase und am Ubergang in
die Mitose sind. Die Frage nach der funktionellen Rolle von Rad52 an der Schadensstruktur
bzw. wie diese Struktur aussieht, kann bis heute nicht gekldrt werden. Es wire moglich, dass
es zu einer Art Pathway-Switch kommt. Z.B. konnte nach der Entfernung des Rad51-Filaments
der invadierte Strang wieder aus dem D-Loop entfernt werden, und das Rad52 das Annealing
mit dem zweiten resektierten DSB-Ende ermoglichen (SDSA). Sollte noch keine
Stranginvasion stattgefunden haben oder der synthetisierte Bereich nicht lang genug sein,
konnte auch ein SSA stattfinden. Dennoch stellt sich die Frage, welche Rolle dieser
Mechanismus am G2/M-Ubergang spielt. Zudem bleibt ungeklirt, welche Art von Strukturen

tatsichlich in die Mitose eintreten, ob und wie diese Strukturen prozessiert werden.

6 Ausblick

Einen interessanten Ansatz zur Untersuchung der Zellzyklusspezifischen Funktion von Rad52
in humanen Zellen bietet die Rad52-Depletion durch den Einsatz von RNA-Interferenz. Diese
Methode nutzt zelleigene Mechanismen, um mit einer spezifischen RNA-Sequenz als Sonde
eine komplementdre RNA zu erkennen und abzubauen. Ist das Ziel eine messenger RNA
(mRNA) fiihrt dies zu einer verrringerten Translation und somit zur Herunterregulation des
Proteins in der Zelle. Um konstante Versuchbedingungen herzustellen ist es sinnvoll, einen
Faktor in den Zellen dauerhaft herunterzuregulieren. Dies kann durch den Einsatz einer
ektopisch exprimierten short hairpin RNA (shRNA) erreicht werden. Gegen Ende der
vorliegenden Arbeit wurde dies mit einem gegen das Rad52 gerichteten shRNA-Plasmid
durchgefiihrt. Dieses sollte dazu dienen, Zelllinien mit einer konstitutiven Herunterregulation
des Faktors Rad52 zu erzeugen. Es wurden Hela S3-Zellen transfiziert und mit Puromycin als
Selektionsantibiotikum selektiert. Die erstellten Zelllinien werden derzeit in der Arbeitsgruppe
auf die gewiinschte Herunterregulatin hin untersucht. Da die Funktion von Rad52 in der
vorhandenen Literatur bisher iiberwiegend in asynchronen Populationen beschrieben wurde,
in denen G1/S-Phase-Zellen {iberwiegen, war es kaum moglich, einen zellularen Phanotyp fiir
eine Rad52-Defizienz zu beschreiben. In dieser Arbeit wurde beobachtet, dass Rad52 eine
Rolle bei der DNA-Reparatur in der spaten G2-Phase haben konnte. Einen tieferen Einblick in
die Funktion von Rad52 kénnten zukiinftige Uberlebensexperimente, Reparaturmessungen

und chromosomale Studien in G2-synchronisierten Zellen geben.
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