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Einleitung 1

1 Einleitung

Die Aufrechterhaltung der genomischen Stabilitat ist das fundamentale Ziel der Zelle. Eine
korrekte Weitergabe der DNA an jede Tochterzelle ist dabei von groRer Bedeutung. Kommt es
zur Schadigung der DNA, kann dies einen ersten Schritt im Verlauf der Tumorigenese zur Folge
haben. Die Zelle hat eine Vielzahl molekularer Mechanismen entwickelt, um DNA-Schaden zu
erkennen und sie fehlerfrei zu reparieren. Sie durchlauft wahrend des Zellzykluses mehrere
Phasen, in denen die Erkennung von DNA-Schaden spezifisch erfolgt und je nach Art des DNA-
Schadens zu einer Signalkaskade fihrt, die entweder einen Reparaturprozess aktiviert oder
den Zelltod einleitet. Der Zellzyklus teilt sich dabei in G1-, S-, G2- und M-Phase. Die S-Phase
und die M-Phase sind dabei die funktionell bedeutsamen Zellzyklusphasen, die durch die Ru-
hephasen G1 und G2 (Gap) voneinander getrennt sind. In der Synthese oder S-Phase wird die
gesamte DNA verdoppelt und in der Mitose oder M-Phase, auf zwei Tochterzellen verteilt.

Die Replikation ist wahrend der S-Phase fiir die Verdoppelung der DNA zustandig. Trifft die
Replikationsmaschinerie auf geschadigte DNA kann dies ein Anhalten oder Kollabieren des
Replikationsapparates bedeuten mit der Folge von DNA-Doppelstrangbriichen, die ein letales
Ereignis fur die Zelle bedeuten, bleiben sie unrepariert (Branzei and Foiani, 2010). Diverse Re-
paraturmechanimen sind fur eine fehlerfreie Replikation zustandig (Hoeijmakers, 2001).

Die moderne Tumortherapie macht sich gerade die Sensibilitdt der S-Phase zunutze, indem

spezifisch Agenzien eingesetzt werden, um Tumorzellen gezielter zu schadigen.

1.1 Tumortherapie

Die Tumortherapie beinhaltet die effiziente Behandlung von Tumoren bei gréRtmdglicher
Schonung des gesunden Gewebes. Das chirurgische Entfernen des Tumors, die Strahlenthera-
pie und die Chemotherapie sind dabei die drei Haupt-Pfeiler einer effizienten Tumorbehand-
lung, die entscheidend das lokoregionale Rezidiv und die Vermehrung oder Entstehung von
Metastasen beeinflusst (Bartelink et al., 2001).

Tumoren entstehen haufig durch Mutationen von Genen des Zellwachstums, der Zellteilung
und Zelldifferenzierung und gehen einher mit einer unkontrollierten Proliferation der entarteten
Zelle. Viele Behandlungsansatze einer Tumortherapie machen sich den erhéhten Anteil an pro-
liferierenden Zellen in Tumoren zu Nutze, greifen die replikative S-Phase der Zellen an und
schonen somit das gesunde Gewebe, aufgrund des geringen Anteils proliferierender Zellen
(Helleday et al., 2008). Es werden DNA-Schaden induziert, die entweder zum Anhalten des
Zellzykluses fluhren kénnen, dabei werden Signalkaskaden aktiviert, die der Zelle Zeit fiir Repa-
raturen geben. Ist der Schaden zu grof® wird der programmierte Zelltod eingeleitet. Zu diesen

induzierten Schaden zahlen unter anderem monofunktionale und bifunktionale Alkylatoren, die
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entweder eine chemische Modifikation von DNA-Basen oder Quervernetzungen zwischen den
DNA-Strangen verursachen (Sedgwick, 2004). Zytostatische Alkaloide wie Topotecan erzeugen
Einzelstrangbriiche in der DNA-Doppelhelix und werden durch den aktiven Replikationsprozess
zu replikationsassoziierten Doppelstrangbriichen umgewandelt, die zu den toxischsten Schaden
einer Zelle zahlen (Hsiang et al., 1989). Die Behandlung von Tumoren mit ionisierender Be-
strahlung verursacht ein ganzes Kollektiv an DNA-Schaden. Ein Gray Réntgenstrahlung fihrt zu
3000 bis 4000 Basenschaden pro Zelle, zu 1000 Einzelstrangbriichen und 40 Doppelstrangbri-
chen (Dikomey, 2001). Es treten gehaufte Lasionen und Vernetzungen zwischen Proteinen und
DNA sowie zwischen den DNA-Strangen auf (150 bis 200/Zelle/Gy).

Im Zellzyklus variiert die Empfindlichkeit gegenliber ionisierender Bestrahlung betrachtlich.
Wahrend Zellen in der G2/M-Phase am empfindlichsten auf Bestrahlung reagieren, zeigten sich
Zellen in der friihen S-Phase besonders empfindlich (Terasima and Tolmach, 1963). Die detail-
lierte Untersuchung der Radiosensivitat der S-Phase zeigte, dass Zellen am Ubergang von G1
zur S-Phase sehr empfindlich reagieren und im Verlauf der spaten S-Phase allerdings resistent
werden.

Eine Erweiterung des Grundwissens der Wirkung einzelner Agenzien auf die S-Phase kdnn-

te die Behandlung von Tumoren effizienter machen.

1.2 Replikative S-Phase
Die Replikation ist die Verdopplung der genomischen DNA, die wahrend der S-Phase des

Zellzykluses stattfindet. Sie unterteilt sich in Initiation, Elongation und Termination. Dabei leitet
die Initiation die Replikation ein, wahrend der Elongation wird der neue DNA-Strang syntheti-
siert und mit der Termination wird der Replikationsvorgang beendet. In eukaryotischen Zellen
dauert die S-Phase typischerweise 8-10 h, wobei unterschiedliche DNA-Bereiche in einer fest-
gelegten Reihenfolge repliziert werden (Masai et al., 2010).

Die Initiation der Replikation erfolgt von sogenannten Replikationsurspriingen, die in Abstan-
den von 110 bis 150 kb Uber die gesamte DNA verteilt sind (Edenberg and Huberman, 1975).
Bereits in der G1-Phase erfolgt die Anordnung eines Multiprotein-Komplexes, dem pra-
replikativen Komplex, bestehend aus ORC, Cdc6, Cdt1 und den MCM Proteinen 2-7 ans Chro-
matin (Bell and Stillman, 1992). Am Ubergang von der G1 zur S-Phase findet die Aktivierung
des pra-replikativen Komplexes statt, in dem Cdc7-Dbf4 und CDK, die Rekrutierung von Cdc45,
MCM10 und den DNA-Polymerasen erleichtern (Remus and Diffley, 2009). In Abhangigkeit von
Cdc45 und MCM 10 erfolgt die Entwindung des DNA Doppelstranges und an jeden Replikation-
sursprung werden zwei Replikationsgabeln geladen. Diese synthetisieren von dort in bidirektio-
nale Richtung den neuen DNA Strang bis sie auf Replikationsgabeln benachbarter Replikation-

surspriinge treffen und terminieren.
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Wahrend der Elongation dient jeder der Einzelstrang der DNA-Doppelhelix als Vorlage fur
die komplementaren Tochterstrange. Am Ende des wachsenden DNA-Stranges fugen DNA-
Polymerasen Nukleotide durch die Verknipfung von neuen Phosphodiesterbindungen hinzu.
Sie bendtigen zum Start einen Primer, ein kurzes RNA-Molekdl, an welches das erste Nukleotid
angeknupft werden kann (Johnson and O'Donnell, 2005). Augrund der antiparallelen Natur der
DNA Strange und der Notwendigkeit fiir die Polymerasen in 5’3’-Richtung zu synthetisieren, gibt
es einen kontinuierlich synthetisierten Leitstrang und einen Folgestrang aus sogenannten Oka-
zaki-Fragmenten, dessen Synthese diskontinuierlich erfolgt.

Allgemein wird angenommen, dass fir die Synthese des DNA-Stranges insgesamt drei repli-
kative Polymerasen zustandig sind (Burgers, 2009). Die DNA Polymerase alpha (Pol a), DNA
Polymerase delta (Pol ©) und die DNA Polymerase epsilon (Pol €). Die DNA Polymerase a ist
die einzige Polymerase, die durch ihre zusatzliche Primase-Aktiviat Synthese der Okazaki-
Fragmente und des Leitstranges initiieren kann. Die Pol 8 ist fir die Elongation und zusammen
mit Fen1 und DNA Ligase flr die Prozessierung der Okazaki-Fragmente zustandig. Pol € syn-
thetisiert dabei den Leitstrang.

Am Ende der Replikation treffen Replikationsgabeln eines Replikationsabschnittes auf die
entgegen kommenden Gabeln der benachbarten Abschnitte. Dabei entstehen positive Umwin-
dungen, die in sogenannte Precatenanes umgewandelt werden und dann aufgeldst werden
(Postow et al., 2001).

Fur die Zelle ist es von groRRer Bedeutung, dass eine akkurate Reparatur in der S-Phase ge-
wabhrleistet wird, um eine fehlerfreie Kopie der DNA zu erstellt. Trifft der Replikationsapparat auf
DNA-Schaden, werden diese von spezifischen Sensorproteinen erkannt, die dann eine Signal-

kaskade aktivieren und entweder eine Reparatur oder den Zelltod initiieren.

1.3 Schadenserkennung in der S-Phase

Bevor die Zelle die Reparatur von DNA-Schaden einleiten kann, muss ein entsprechendes
Signal durch spezifische Signal- oder Aktivatorproteine erteilt werden. Diese Aktivierung von
spezifischen Proteinen wird unter dem Begriff DNA Damage Response (DDR) zusammenge-
fasst und erfolgt Uber eine Signalkaskade, bei der Zellzyklusiibergange, Replikation, DNA Re-
paratur und Apoptose koordiniert werden (Ciccia and Elledge, 2010).

Schlisselproteine der DDR in Eukaryoten sind die Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K-Kinase),
Ataxia-Telangiectasia and Rad3 related (ATR), Ataxia-Telangiectasia Mutated (ATM) und DNA-
PKcs. Die PI3KK’s sind Serin-/Threonin—Kinasen, die ihre Zielproteine spezifisch aktivieren,
indem sie Phosphatgruppen ubertragen. Alle drei Kinasen teilen viele biochemische und funkti-

onelle Ahnlichkeiten und werden nach Induktion spezifischer DNA Schaden durch Interaktions-
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partner zur DNA rekrutiert. Dort aktivieren sie eine Vielzahl von Zielstrukturen und kontrollieren
so Zellzyklusarrest und DNA Reparatur.

Die fur die S-Phase bedeutsamste Kinase ist ATR, da sie nicht nur bei DNA-Schadigung
sondern auch fiir die Regulation der Replikation von grof3er Bedeutung ist (Cimprich and Cor-
tez, 2008). Die entscheidende Struktur zur Aktivierung von ATR ist die Bildung von einzelstran-
giger DNA (ssDNA) (Zou and Elledge, 2003). Einzelstrangiberhdnge entstehen automatisch
wahrend der Replikation bei der Entwindung der Replikationsurspriinge, um die DNA Polymera-
se auf die DNA zu laden und eine bidirektionale Replikation zu starten (Bell and Dutta, 2002).
Das Einzelstrang-Bindungsprotein RPA bindet an die entstehende ssDNA und wird von dem
ATR-ATRIP-Komplex erkannt. Die Bindung erfolgt dabei Giber die Bindungsdomanen von ATRIP
an RPA. Bereits nach 2 Stunden ko-lokalisiert der ATR-ATRIP-Komplex an mit RPA beladene
ssDNA. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass die Bindung von ATRIP an die ssDNA lan-
genabhangig ist. Der Schwellenwert fiir die Bindung von ATRIP an die ssDNA liegt bei 50 und
75 Nukleotiden (Zou and Elledge, 2003). Wahrend RPA den ATR-ATRIP Komplex zur ssDNA
rekrutiert, wird zur Aktivierung ein weiterer Komplex bendtigt.

Der 9-1-1-Komplex (Rad9-Rad1-Hus1) ist ein heterotrimerer Ring der mit ATR-ATRIP ko-
lokalisiert. Fur das Laden des 9-1-1-Komplexes ist der Rad17-Komplex notwendig. Rad17 be-
notigt ebenfalls die Anwesenheit von RPA, um in einem ATP- abhangigen Prozess den 9-1-1-
Komplex an das 5’ —Ende oder 3’-Ende der DNA zu binden (Zou et al., 2003).

Der 9-1-1-Komplex bringt den eigentlichen Aktivator TopBP1 zu ATR. TopBP1 bindet an das
C-terminale Ende von Rad9 und phosphoryliert ATR Uber die ATR-Aktivierungsdoméne
(Kumagai et al., 2006). Somit sind fir die Aktivierung von ATR sowohl ssDNA und RPA als
auch 5’ oder 3’ DNA- Enden notwendig. Phosphoryliertes ATR aktiviert im Folgenden die Repa-

raturmaschinerie und unter anderem die Intra-S-Phase Kinase Chk1.

S @® RPA
e }
ad
-&3‘ Rad

Abbildung 1: Aktivierung des ATR-Chk1-Signalweges.
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Wahrend der Replikation ist die DNA-Synthese durch die Polymerasen und die DNA-
Entwindung durch die Helikase in einem Gleichgewicht. Es entstehen lediglich kurze Bereiche
von ssDNA und es kommt zu einer schwachen Aktivierung von ATR. Ein groRRerer Bereich von
ssDNA entsteht, wenn zum Beispiel die DNA-Polymerase inhibiert wird, die Helikase aber wei-
ter den DNA-Doppelstrang entwindet. So kommt es nach verschiedenen DNA-Schaden, wie
Basenschaden, die zum Anhalten der Polymerase flihren zu einer Aktivierung von ATR. Unter-
suchungen an Xenopus Ei-Extrakten konnten zeigen, dass es bei Inhibition der Polymerase und
fortlaufendem Entwinden der DNA zu einer Abkopplung der MCM-Helikase kommt. Daraus re-
sultierend entstehen grofiere Bereiche von ssDNA und eine vermehrte Bindung von RPA und
ATR an das Chromatin (Byun et al., 2005). Die Arbeit konnte zeigen, dass mit ansteigender
Menge von entwundener DNA die Menge an phosphorylieren Chk1 zunimmt. Dabei ist eine
Mindestlange von 800bp notwendig.

Wahrend fir die Aktivierung von ATR in der S-Phase eine Mindestlange an RPA gebundener
ssDNA notwendig ist, werden direkte DNA-Doppelstrangbriiche in allen Zellzyklusphasen, so
auch in der S-Phase, von der PI3K-Kinase ATM erkannt. ATM erlangt dabei seine volle Aktivitat
zusammen mit dem MRN-Komplex. Dieser besteht aus den Proteinen Nibrin, MRE11 und
Rad50. Der Komplex lokalisiert sehr schnell nach Bestrahlung zu nuklearen Foci (Maser et al.,
1997). Die Bindung des Komplexes erfolgt als Heterotetramer Uber die Bindungsmotive des
MRE11 (de Jager et al., 2001). Die Verbindung der offenen DNA-Strange erfolgt Uber eine
CXXC Sequenz des Rad50 Proteins. Der gebundene MRN-Komplex rekrutiert dann ATM an
den DNA-Doppelstrangbruch.

ATM liegt in ungeschadigten Zellen als Dimer oder Multimer vor und dissoziiert durch die
Bindung an den MRN-Komplex und Autophosphorylierung an Ser 1981 zu hochaktiven Mono-
meren (Bakkenist and Kastan, 2003). Dadurch kommt es zur Signalauslésung und die Repara-
tur des Doppelstrangbruches wird gewahrleistet (Pardo et al., 2009). Die Arbeit von Shiotani et
al. konnte zeigen, dass ATM in zellfreien Extrakten nur nach Zugabe von doppelstrangiger DNA
aktiviert wird (Shiotani and Zou, 2009). Die Arbeit beschreibt ebenfalls den Wechsel der beiden
PI3K-Kinasen ATR und ATM an einem Doppelstrangbruch. Dabei wird ATM als erste Kinase
zum Doppelstrangbruch rekrutiert, der Doppelstrangbruch wird prozessiert und ATR nach Bil-
dung eines Einzelstrang-Uberhangs aktiviert.

Neben ATR und ATM wird nach DNA-Schadigung auch die PI3K-Kinase DNA-PKcs aktiviert.
DNA-PKcs wird allerdings nicht als klassisches Aktivatorprotein angesehen, sondern eher als
ein Bestandteil der DNA-Reparaturmaschinerie des Nicht-Homologen-Endjoinings (NHEJ). Sie
wird durch die Interaktion mit dem Ku70/Ku80-Komplex, der als Heterodimer an die DNA bindet,
zu Doppelstrangbriichen rekrutiert. In einer NHEJ-vermittelten Reparatur werden die DNA-

Enden nach eventuell vorangegangener Prozessierung durch anschlieBende Ligation wieder
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verknupft. Neben dem Endjoining-Mechanismus ist auRerdem die Homologe Rekombination fur
die Reparatur von Doppelstrangbriichen zustandig.

Zusammenfassend kann man sagen, dass fur die Reparatur in der S-Phase, die Aktivierung
von ATR eine zentrale Rolle einnimmt. Fir die Aktivierung von ATR ist die Bildung von ssDNA
und deren Bindung durch RPA ausschlaggebend (Abbildung 1). ssDNA entsteht in der S-Phase
wahrend der normalen Replikation, bei Replikations-Stress sowie durch unterschiedliche DNA-
schadigende Agenzien. Vergleichend mit ATR wird ATM hauptsachlich bei direkten Doppel-
strangbrichen aktiviert. Somit bedient ATR ein grofieres Spektrum an Schaden, die in der S-
Phase auftreten kdnnen. Des Weitern ist ATM nicht nur fir DNA-Reparatur, sondern auch fir
die Aktivierung der G1-, S-, und G2/M-Kontrollpunkte verantwortlich. In der S-Phase erfolgt die
Aktivierung des Checkpoints spezifisch Gber die Phosphorylierung von Chk2 (Abbildung 2). Die
Aktivierung der Reparaturmaschinerie durch ATR erfolgt Giber die Checkpointkinase Chk1.

", -

Abbildung 2: Aktivierung des ATM-Chk2-Signalweges.
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1.4 Intra-S-Phase-Kinasen

Um eine akkurate Reparatur in der S-Phase gewahrleisten zu kénnen, muss die Zelle Zeit
gewinnen, um die Reparatur durchzuflihren, bevor die Replikationsgabeln mit den Schaden
kollidiert. Wahrend ATM schnell und in jeder Zellzyklusphase nach DNA-Schadigung aktiviert
wird, ist ATR hauptsachlich in der S- und G2-Phase aktiv und spielt somit fir die Reparatur in
der S-Phase eine besondere Rolle (Jazayeri et al., 2006). ATR phosphoryliert sowohl Proteine,
die fur das Fortschreiten der Replikation von Bedeutung sind, als auch reparaturspezifische
Proteine.

Ein Substrat von ATR-ATRIP ist die humane Chk1 Kinase. Zur Aktivierung bendtigt sie eine
Phosphorylierung an Ser 317 und Ser 345. Chk1 wird zu der Stelle des DNA-Schadens translo-
ziert (Liu et al., 2000), dabei dient Claspin als Adaptorprotein und ist fir die Interaktion von ATR
und Chk1 zustandig. Claspin benétigt daflir eine Phosphorylierung an mindestens zwei Serin-
Resten, Ser 864 und Ser 895 (Kumagai and Dunphy, 2000).

Sobald Chk1 phosphoryliert ist, verlasst es das Chromatin um seine Zielstruktur zu phospho-
rylieren. Das Hauptsubstrat von Chk1 ist die CDC25 Phosphatase, die den Zellzyklusfortschritt
kontrolliert (Smits et al., 2006).

Diese Checkpointaktivierung tber ATR-Chk1 und CDC25 verzogert den Fortschritt der S-
Phase und somit den Eintritt in die Meiose bei bestehender DNA-Schadigung (Boutros et al.,
2006). Angehaltene oder kollabierte Replikationsgabeln bilden durch das fortlaufende Entwin-
den des DNA-Doppelstrangs ssDNA, welche ATR-Chk1 aktiviert und so zu Teilen das Feuern
von Replikationsurspriingen inhibiert (Shechter et al., 2004). Die Chk1 vermittelten Reparatur-
prozesse in der Zelle sorgen daflr, dass eine Re-initiation der Replikation stattfinden kann.

Die signalvermittelte Aktivierung von Chk1 durch ATR ist auch flr die Regulation der Repli-
kation zustandig. Die Depletion von Chk1 inhibiert zu 50 % die Elongationsrate was zeigt, dass
Chk1 ebenfalls entscheidend fur die ungestérte Replikation ist (Petermann et al., 2006).

ATM ist hauptsachlich nach der Induktion von Doppelstrangbrichen aktiv und nimmt Uber die
Phosphorylierung von Chk2 Einfluss auf den Fortschritt der S-Phase. Die Aktivierung von Chk2
fuhrt genauso wie die Phosphorylierung von Chk1 zur Degradation von Cdc25A, welches die
Initiation von Replikationsurspriingen unterdriickt und dadurch zu einer Verzégerung der S-
Phase flihrt (Costanzo et al., 2000).

1.5 DNA-Reparaturwege in der S-Phase
Wahrend der Neusynthese des Tochterstranges kann der Replikations-Apparat auf DNA-

Schaden treffen, die repariert werden missen, um den Erhalt der Erbinformation zu gewahrleis-

ten. Zu diesen DNA Schaden zahlen Basenschaden, Einzelstrangbriiche, Doppelstrangbriiche
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und DNA-Quervernetzungen. Durch Basenaddukte kann das Fortschreiten der Polymerase in-
hibiert werden. Ebenso stellen Einzelstrangbriiche und Doppelstrangbriiche ein Hindernis fir
den Replikationsapparat da. Quervernetzende Agenzien und strukturveranderte DNA behindern
dabei den Fortschritt der Helikase. Je nach Schadensart werden verschiedene Reparaturwege
in der S-Phase aktiv. Die Nukleotid Excisions Reparatur (NER) und die Basen Excisions Repa-
ratur (BER) sorgen flr das Entfernen strukturell veranderter DNA wie geschadigte Nukleotide
oder Basen. Das Nicht-Homologe-Endjoining (NHEJ), die Homolge Rekombination (HR) und

das Single Strand Annealing (SSA) sind fir die Reparatur von Doppelstrangbriichen zustandig.

1.5.1 Nukleotid-Exzision-Reparatur

NER ist der Hauptreparaturweg, den Zellen nutzen, um strukturell veranderte DNA, wie
Thymin-Dimere, welche nach UV-Bestrahlung auftreten, zu entfernen und den Schaden zu re-
parieren. In eukaryotischen Zellen bendtigt NER 25 Proteine, um den DNA Schaden zu erken-
nen, den DNA-Doppelstrang einzuschneiden, das Nukleotid zu entfernen und die entstandene
Licke zu ligiieren (Thoma and Vasquez, 2003). Unter den NER-Proteinen ist XPA (xeroderma
pigmentosa group A) dafir zustandig den Schaden zu erkennen und es wird bendtigt um die
Reparatur zu koordinieren. Fir die Reparatur in der S-Phase ist entscheidend, welche PI3K-
Kinasen den Schaden detektieren und die Reparatur initiieren.

Die Arbeit von Wu et al. konnte zeigen, dass das Reparaturprotein XPA nach UV-
Bestrahlung von ATR phosphoryliert wird (Wu et al., 2006). Weitere Arbeiten belegen, dass
NER wahrend der Replikation eine Rolle bei der ATR-vermittelten Checkpointaktivierung spielt
(Rouse and Jackson, 2002). Es wird angenommen, dass die Checkpoint Aktivierung durch das
Anhalten der replikativen Polymerase durch UV-geschadigte DNA resultiert (Ward et al., 2004).
Die Checkpoint Aktivierung entsteht dabei durch die Anhaufung von ssDNA und der Rekrutie-
rung des ATR-ATRIP-Komplexes (Byun et al., 2005). NER und die ATR Checkpoint Aktivierung
interagieren in diesem Fall als zellulare Antwort auf die UV-Bestrahlung. Dabei akkumuliert XPA
nach UV-Bestrahlung in einer ATR-abhangig Weise zu nuklearen FOCI (Wu et al., 2007).

Des Weiteren konnte gezeigt werden, XPA-defiziente Zellen einen Defekt in der ATR-
Aktivierung aufweisen. Diese Untersuchung wird gestutzt durch die Beobachtung, dass es nach
UV-Bestrahlung zu einer Abnahme der Ko-Lokalisation des ATR-ATRIP-Komplexes an der ge-
schadigten DNA kommt. XPA-defiziente Zellen weisen ebenfalls eine verringerte Phosphorylie-
rung von Chk1 an Ser345 auf (Bomgarden et al., 2006).

Im Fall der Nukleotid-Exzisions-Reparatur ist es der ATR vermittelte Signalweg, der aktiviert
wird, um strukturell veranderte Nukleotide zu entfernen. Eine Beteiligung einer ATM-vermittelten

Reparatur konnte bisher nicht gezeigt werden.
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1.5.2 Translesions-Synthese

Wahrend NER der Hauptreparaturweg zur Entfernung UV-geschadigter DNA ist, konnte in
Zellen mit verminderter NER-AKktivitat, bei ansteigendem UV-Schaden, kein Anstieg des ATR-
Signals gemessen werden (Bomgarden et al., 2006). Dies flhrte zu der Hypothese, dass ein
zweiter Prozess fir NER kompensiert.

Die Translesion-Synthese-Polymerase (TLS) Pol n ist eine Polymerase, die Uber UV-
geschadigte Bereiche repliziert, indem sie wahrend der Replikation Adenin lGber Cyclobutan
Pyrimidine (CPD) einbringen kann (Lehmann, 2005). Zellen, die defizient in Pol n sind, zeigten
einen verlangerten S-Phase Arrest nach UV-Bestrahlung und eine erhdhte yH2AX-
Phosphorylierung, was auf eine erhdhte Anzahl von Doppelstrangbrichen zurick zu fuhren ist
(Limoli et al., 2002). Es wird angenommen, dass diese Bruche aus dem schadensinduzierten
Kollabieren von Replikationsgabeln resultieren.

Des Weiteren weisen Zellen, die defizient in der TLS-Polymerase Pol n sind, einen Anstieg
von Chk1-Phosphorylierung nach UV-Bestrahlung auf. Ein Anstieg von Chk1-Phosphorylierung
konnte auch in Zellen beobachtet werden, die defizient fir Pol kK sind, eine weitere TLS-
Polymerase, die bendétigt wird um Uber nicht UV-abhangige Addukte zu replizieren. In diesem
Fall zeigten die Zellen einen Anstieg der Chk1-Phosphorylierung nach der Behandlung mit Ben-
zol(a)-Pyrene-Dihydrodiol Epoxide (Bi et al., 2005).

Weitere Beobachtungen in Hefezellen, die ebenfalls defizient in TLS sind, wiesen eine An-
haufung von kleinen Einzelstrang-Liicken auf. Diese Anhaufung von ssDNA und gesteigerter
Chk1-Phosphorylierung deutet darauf hin, dass die TLS das Anhalten von Replikationsgabeln

reduzieren und damit die Bildung von ssDNA vermindern.

1.5.3 Basen-Exzision-Reparatur

Die haufigsten Veranderungen in der Struktur der DNA entstehen durch Basenmodifikatio-
nen, ein Vorgang, der zum Einbau einer falschen Base und somit zu einer Punktmutation fihren
kann. Durch zellulare Metabolite wie reaktive Sauerstoffspezies, Methylierungen, Deaminierun-
gen und Alkylierungen kénnen Basenschaden entstehen, die hauptsachlich durch die Basen-
Exzisions-Reparatur (BER) entfernt werden. Der BER-Reparaturweg besteht aus einer Abfolge
von Schritten, die den Schaden detektieren und prozessieren. XRCC1 und die DNA-
Polymerase B ibernehmen wichtige Funktion in diesem Reparaturweg. Nachdem die gescha-
digte Base entfernt wurde, wird die entstandene Liicke durch die DNA-Polymerase 3 gefillt und
die Enden werden durch die DNA-Ligase Il verknipft (Mitra et al., 1997).

BER-defiziente Zellen sind genetisch instabil und sensitiv gegenltiber methylierenden Agen-
zien wie MMS oder Einzelstrangbruch-induzierenden Agenzien, was darauf zurtck zu fuhren

sein kénnte, dass es wahrend der Reparatur zur Bildung von ssDNA als Reparatur-Intermediat
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kommt (Horton et al., 2008). Man geht davon aus, dass unreparierte Basenschaden zu der Er-
zeugung eines Einzelstrangbruches fihren und diese in der Regel zum Kollabieren von Repli-
kationsgabeln in der S-Phase fuhren, was zur Entstehung von Doppelstrangbriichen fihrt (So-
bol et al., 2003).

Fir XRCC1 und fur Pol R ist beschrieben, dass beide eine besondere Rolle beim Erhalt der
Genomischen Stabilitat spielen, denn Zellen, die defizient fir XRCC1 oder defizient fur Pol 3
sind, weisen vermehrt einen Schwesterchromatidaustauch (SCE) auf (Thompson et al., 1982).
SCE sind das Ergebnis der Homolgen Rekombination und diese findet nur in der spaten S-
Phase oder G2-Phase statt. Diese Untersuchung stiitzt wiederum die Annahme, dass offene
Einzelstrangbruch-Intermediate der BER zu Doppelstrangbriichen fihren kénnen.

Im Falle der Basen-Exzisions-Reparatur ist bisher nicht eindeutig geklart, welche PI3K-
Kinase Basenschaden erkennt. Hierflr ist es wichtig zu wissen, welche Art von physikalischen
DNA-Enden bei der Basenreparatur entsteht. Wie aus dem vorangegangen Absatz hervorgeht,
wird ATR durch ssDNA aktiviert und ATM durch direkte Doppelstrangbriiche. Die Arbeit von
Brem et al. konnte zeigen, dass XRCC1-defiziente Zellen nach Behandlung mit MMS einen S-
Phase Arrest zeigten, der sowohl ATM als auch ATR bendtigt (Brem et al., 2008). Sie konnte
auch zeigen, dass XRCC1-defiziente Zellen eine erhéhte Anzahl von Rad51-Foci nach MMS-
Behandlung aufweisen. Eine weitere Arbeit beschreibt, dass XRCC1 von Chk2 an Thr284
phosphoryliert wird. In CHO-Zellen mit einer Mutation in Thr 284 kommt es zur Anhaufung von
Einzelstrangbriichen nach Behandlung mit MMS (Chou et al., 2008).

Es ist vorstellbar, dass die Reparatur von Basenschaden eine gemeinschaftliche Signalwei-
terleitung von ATR und ATM bendtigt, da wahrend der Prozessierung des Schadens sowohl
ssDNA als auch Doppelstrangbriiche entstehen kénnen. Zusammengefasst wird bei einem Ba-
senschaden sowohl der ATR-Chk1-Signalweg aktiviert, als auch der ATM-Chk2-Signalweg.
Sicher ist zumindest, dass die Reparatur von Basenschaden Einfluss auf den Fortschritt der S-
Phase die Basen-Exzisions-Reparatur nimmt und somit eine wichtige Rolle wahrend der S-

Phase spielt.

1.5.4 Doppelstrangbruch-Reparatur

Zu den bedrohlichsten Lasionen fir die Zelle zdhlen DNA-Doppelstrangbriche (DSB), da
diese beide Strange der DNA betreffen und bleiben sie unrepariert kann ein einzelner DSB ein
letales Ereignis fur die Zelle sein (van Gent et al., 2001). Somit nimmt die Reparatur der Dop-
pelstrangbriche, die wichtigste Rolle in der S-Phase ein. DSB entstehen auf unterschiedlichste
Weise. Sie kénnen spontan entstehen, wenn eine Replikationsgabel auf einen unreparierten
Schaden trifft, oder durch exogene Quellen wie ionisierende Bestrahlung oder DNA-

schadigende Agenzien. Wahrend der laufenden Replikationsprozesse in der S-Phase kommt es
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des Weiteren sehr haufig zur Erzeugung von Replikations-assoziierten DSB (Saleh-Gohari et
al., 2005).

Zur Reparatur von DSB haben sich zwei Reparturwege entwickelt. Die Reparatur tber die
Homologe Rekombination und das Nicht-homologe Endjoining.

Das Nicht-homologe Endjoining (NHEJ) ist ein effizienter Doppelstrangbruch-Reparatur-Weg
in Eukaryoten, der in allen Zellzyklusphasen aktiv ist. Mittels NHEJ werden zwei DNA-Enden
unabhangig von ihrer Sequenz miteinander ligiert. Die DNA-Enden werden wenn nétig prozes-
siert dabei ist das initiale Ereignis des NHEJ die Bindung des KU80/KU70-Komplexes an die
DSB-Enden. DNA-Pkcs, Artemis, Ligase IV und XRCC4 sind des Weiteren an Prozessierung
und Ligation der DSB-Enden beteiligt. Der Prozess ist in der Regel ungenau, da der DSB zu-
nachst in eine ligierbare Form Uberflhrt wird und dabei Insertionen oder Deletionen auftreten
konnen (Lieber, 2008).

Der zweite wichtige Reparaturweg von DSB ist die Homologe Rekombination. Dieser Repa-
raturmechanismus verwendet homologe Sequenzen des Schwesterchromatids fiir die Repara-
tur und ist im Gegensatz zum NHEJ ein langsamerer daflir aber sehr akkurater Mechanismus.
Die Homologe Rekombination ist hauptsachlich in der spaten S-Phase und G2-Phase aktiv
(San Filippo et al., 2008). Der MRN-Komplex erkennt den DSB und leitet die Prozessierung der
DSB-Enden ein. Der initiale Schritt ist dabei die Resektion am DSB zur Erzeugung eines 3’ Ein-
zelstrang-Uberhanges. ATM ist dabei die Kinase, den Doppelstrangbruch erkennt und die Re-
paratur initiiert, indem es eine Reihe von Reparaturproteinen aktiviert. Die Hauptrolle in der
Homologen Rekombination spielt Rad51. Fir die Invasion des Schwesterchromatids muss RPA
auf dem 3’ Einzelstrang-Uberhang durch Rad51 ersetzt werden. Fiir die Bildung des Rad51-
Filaments stehen weitere Proteine zur Verfiigung, die diesen Prozess erleichtern. Dazu gehoéren
die Rad51 Paraloge Rad51B, Rad51C, Rad51D, XRCC2 und XRCC3. Ebenso spielt BRCA2
eine wichtige Rolle beim Laden des Rad51-Proteins auf die ssDNA. Die Stranginvasion wird
von Rad54 stimuliert, in dem es negative Supercoils formt. Nach der Invasion kommt es zur
Synthese des DNA-Stranges uber die DSB-Sequenz hinweg. Es entsteht eine Holliday Junction
(HJ) im Bereich der invasierten Stelle, welche sich von dort in beide Richtungen bewegt.

Die HJ wird im Weiteren aufgelost und es resultiert entweder ein Cross-over-Ereignis oder

ein nicht Cross-over-Ereignis (Helleday, 2003).

1.6 HR wahrend der Replikation

Viele Arbeiten konnten zeigen, dass die Homologe Rekombination wahrend der Replikation
eine wichtige Rolle spielt (Cox, 2001; Michel et al., 2001; Al-Minawi et al., 2008; Lu et al., 2005).

Es konnten einige Mechanismen entdeckt werden, die auf der Basis der Homologen Rekombi-
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nation reparieren und dabei nicht nur den klassischen zweiseitigen DSB bedienen, sondern
auch fur die Reparatur angehaltener oder kollabierter Replikationsgabeln zusténdig sind.

Die HR-abhangigen Reparaturmechanismen umfassen die klassische bereits im vorherigen
Absatz beschriebene DSB-Reparatur (DSBR), das Synthese-abhangige Single-Strand-
Annealing (SDSA) und die Break-induced Replikation (BIR) sowie die Reparatur von angehal-
tenen Replikationsgabeln und die Crosslink-Reparatur wahrend der S-Phase.

Ein DSB kann entstehen, wenn eine Replikationsgabel auf einen nicht reparierten Einzel-
strangbruch trifft. Solche Replikations-assoziierten DSB kénnen zum Beispiel durch den Topoi-
somerase-l-Inhibitor Camptothecin entstehen. Die Reparatur dieser Schaden wird auch als
Breakage-Induced Replikation (BIR) bezeichnet. Der Unterschied zwischen BIR und der klassi-
schen Homologen Rekombination liegt darin, dass nur ein DNA-Ende zur Invasion zur Verfi-
gung steht. Dabei handelt es sich um den Leitstrang der Replikationsgabel, der in den erzeug-
ten Einzelstrangbruch ,reinlauft* und so zu einem Doppelstrangbruch fiihrt. Das 5-Ende der
Template-DNA wird resiziert und das jetzt einzelstrangig vorliegende 3’-Ende des neusyntheti-
sierten DNA-Stranges dient zur Stranginvasion (Llorente et al., 2008). Nach Sequenz-Synthese
Uber den Einzelstrangbruch, wandert das freie DNA-Ende in das intakte DNA-Molekdl ein und
die Replikation wird wieder aufgenommen. Aus diesem Reparaturereignis resultiert ein SCE
ohne Genkonversion (Strumberg et al., 2000). Bislang konnte die Reparatur Uber BIR aus-
schlieB3lich fur den Leitstrang, aber nicht fir den Folgestrang beobachtet werden.

Des Weiteren ist beschrieben, dass die Homologe Rekombination auch bei angehaltenen
Replikationsgabeln aktiv wird. Das Anhalten einer Replikationsgabel erfolgt unter anderem nach
der Gabe von Hydroxy-Harnstoff (HU). Es gibt eindeutige Hinweise aus Bakterien und auch aus
eukaryotischen Zellen, dass angehaltene Replikationsgabeln umdrehen und in die inverse Rich-
tung synthetisieren. Dabei entsteht eine Zwischenform, die als chicken-foot bezeichnet wird, die
in einer Holliday Junction resultiert (Kuzminov, 2001). Die Bildung des chicken-foot wird vermut-
lich durch die Mus81-Eme1 Endonuklease erreicht. Nach Auflosung der HJ kann die Replikation
wieder aufgenommen werden. BLM, WRN und weitere RecQ-Helikasen sind an diesem Pro-
zess beteiligt (Constantinou et al., 2000);(Karow et al., 2000).

Weitere Strukturen, die zur Blockade der Replikation flihren, sind DNA-DNA-
Quervernetzungen (sogenannte intra-strand-crosslinks, ICL). ICL entstehen unter anderem
nach Gabe von MMC und sie flihren zum Kollabieren der Replikationsgabel, wodurch es wie-
derum zur Erzeugung von Doppelstrangbriichen kommt (Niedernhofer et al., 2004). Des Weite-
ren konnte gezeigt werden, dass die Behandlung von Zellen mit ICL-induzierenden Agenzien zu
einer ATR-Aktivierung, wodurch FANCD2 phosphoryliert wird. Phosphoryliertes FANCD2 wird
von FANCL des Fanconi-Core-Komplexes monoubiquitiniert. Dies fuhrt zur Aktivierung einer

Reihe von Proteinen, die fir die HR als auch fiir die Translesion-Synthese zustandig sind.
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Das SDSA ist ein Reparaturprozess, der aktiv wird, wenn ein Doppelstrangbruch in einem
Bereich einer repetitiven Sequenz auftritt. Hierbei kommt es durch das Einzelstrangprotein RPA
und Rad52 zur Initiation des Reparaturereignisses. Nachdem die repetitiven Bereiche verlan-
gert worden sind, kommt es durch die Proteine ERCC1/XPF zur Entfernung der geschadigten
Sequenz (Al-Minawi et al., 2008).

DSB
MRN/MRX & Rads4
Exo1
5‘-End-Resektion RPA Rad55-Rad57
Rad51-Paraloge
L BRCA2
YT I Rad52
Rad59
Resolvasen
BLM-Topollla
3‘-End-Invasion ] Rad51 5951_1-0[:,3
D-Loop-Formation
g |
I
Strang-Austausch ‘J' Strang-Austausch
DNA-Synthese DNA-Synthese
2. Strang-Invasion
= = —
S —
. D-Loop-Auflésung DNA-Synthese
Formation der HJ
Branch-Migration
—
- r
| W—

— —t

Auflésung der HJ l DNA-Synthese l l

Nicht-Crossover Nicht-Crossover oder

— SDSA

Crossover

DSBER BIR

Abbildung 3: HR-abhangige Reparaturmechanismen: DSB-Reparatur (DSBR), Synthese-abhangige
Single-Strand-Annealing (SDSA) und die Break-induced Replikation (BIR). Abbildung verandert nach
(Aguilera and Boulton, 2007).

1.7 Die Rolle von Rad51 wahrend der Replikation

Rad51 ist das Hauptprotein der Homologen Rekombination und ist fiir die Homologiesuche,

den Strangtransfer und den Strangaustausch nach DSB zusténdig. Die Rekrutierung von Rad51
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erfolgt an ssDNA Uber den Austausch von RPA und wird durch die Rad51 Paraloge Rad51B,
Rad51C, Rad51D, XRCC2 und XRCC3 erleichtert. Rad51 polymerisiert dabei auf der ssDNA
und bildet ein charakteristisches Nukleoproteinfilament aus (Sung and Robberson, 1995; Ben-
son et al., 1994; Ogawa et al.,, 1993). Das Nukleoproteinfilament katalysiert die Suche nach
Homologen Sequenzen und fihrt die Strangpaarung und den Strangaustausch durch (Bau-
mann et al., 1996; Baumann and West, 1998). Da Rad51 und HR-Knockout Mause embryonal
letal sind, ist es schwer die genaue Rolle von HR-Proteinen wahrend der Replikation zu unter-
suchen (Lim and Hasty, 1996; Deans et al., 2003; Tsuzuki et al., 1996). Eine transiente Rad51-
Depletion konnte allerdings zeigen, dass Rad51 7/~ Zellen chromosomale Briiche nach der ers-
ten Replikationsrunde aufwiesen, in der G2-/M-Phase akkumulierten und den Zelltod einleiteten
(Sonoda et al., 1998). Dies lasst vermuten, dass Rad51 eine Rolle fir die Reparatur von DSB
spielt, die wahrend der Replikation durch das Kollidieren der Replikations-Maschinerie mit ei-
nem Einzelstrangbruch spielt. Eine weitere Arbeit konnte zeigten, dass Rad51-defizienten Zel-
len eine Akkumulation von DSB nach induziertem Replikations-Stress aufwiesen (Game et al.,
2003). HR und Rad51 sind ebenfalls an der Reparatur einseitiger DSB beteiligt, die wahrend
der Replikation auftreten und werden zur Auflésung der chicken-foot Struktur wahrend der Rep-
likation bendétigt (Saleh-Gohari et al., 2005).

Wahrend der Prozessierung von DSB, kommt es zur Bildung eines 3’ Einzelstrang-
Uberhanges, der dann fiir die Stranginvasion in das Schwesterchromatid zusténdig ist. Durch
RPA an ssDNA wird der Intra-S-Phase-Kontrollpunkt Gber ATR-Chk1 ausgeldst. Es konnte ge-
zeigt werden, dass Chk1 direkt an der Rekrutierung von Rad51 ans Chromatin beteiligt ist (So-
rensen et al., 2005). Die Chk1-abhangige Phosphorylierung von Rad51 an Thr 309 ist notwen-
dig fir eine effiziente HR-vermittelte Reparatur und fiir das zelluldre Uberleben nach Replikati-
ons-Stress.

Chk1 ist ebenfalls fiir den Austausch von RPA und Rad51 am Einzelstrang-Uberhang not-
wendig (Sleeth et al., 2007). Wird Chk1 inhibiert, gibt es weniger Chromatin-gebundenes Rad51
und RPA bleibt am Einzelstrang gebunden.

Darliber hinaus gibt es Hinweise, dass Rad51 wahrend der Replikation mit der MCM-
Helikase assoziiert ist (Shukla et al., 2005). Sowohl Rad51 als auch Rad52 konnte eine direkte

Interaktion mit MCM2 und MCM3 nachgewiesen werden.

1.8 DNA Fibre Assay

Genomische Instabilitat ist ein Charakteristikum von Tumor Zellen. Dabei weist der klinische
Phanotyp einer Tumorzelle, chromosomale Veranderungen wie Translokationen, Duplikationen,

Amplifikationen oder Deletionen auf (Loeb and Loeb, 2000). Die Mechanismen, die zu diesen
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Veranderungen fiihren, kénnen unter anderem falsch reparierte DNA-Schaden, defekte Segre-
gation wahrend der Mitose, oder auch eine fehlerhafte Replikation sein.

Dabei wurden in den letzten Jahrzehnten verschiedenste Methoden entwickelt, um die ge-
nomische Instabilitdt zu detektieren und zu untersuchen (Conti et al., 2001).

Der DNA Fibre Assay bietet unter diesen die Moglichkeit, die Initiation der Replikation, die
Elongation und das Anhalten von Replikationsgabeln zu analysieren. Der Nachweis erfolgt
durch Analoga des Thymidins, welche replizierenden Zellen angeboten werden, die DNA wird
aus den Zellen isoliert und die Thymidin-Analoga werden immunologisch mit verschieden farbli-
chen Fluoreszenz-Antikérpern an Chromatin-Fasern nachgewiesen.

Durch den kontinuierlichen Einbau der Nukleotid-Analoga kdnnen verschiedene Replikati-
ons-Strukturen charakterisiert werden, die neben der Richtung der Replikation auch Aufschluss
dariber geben, mit welcher Einbaurate die DNA verdoppelt wurde, wie haufig und in welchen
Abstanden Replikationsurspriinge initilert wurden und wie haufig Replikationsgabeln benach-
barter Replikationsurspriinge terminieren (Detailierter Beschreibung siehe Etablierung des DNA
Fibre Assay).

Neben der detaillierten Analyse der Replikation, konnten verschiedenste Arbeitsgruppen
ebenfalls Genamplifikationen, Tandem Repeats, Gensequenzen direkt an Chromatin-Fasern
durch Anwendung des DNA Fibre Assays nachgewiesen (Weier, 2001).

Somit bietet der DNA Fibre Assay eine weitere Methode Instabilitdt von Chromosomen zu

untersuchen.

1.9 Ziel der Arbeit

Die Bewahrung der genomischen Stabilitat ist das fundamentale Ziel der Zelle. Dabei ist eine
fehlerfreie DNA-Replikation in jedem Zellzyklus von grofiter Bedeutung. Trifft ein Replikations-
apparat auf einen DNA-Doppelstrangbruch, so bewirkt dies, dass die Homologe Rekombination
mit ihrem zentralen Protein Rad51 der Hauptreparaturmechansimus aktiv wird.

Ziel dieser Arbeit war es zu untersuchen, wie sich ionisierende Strahlung und die durch Be-
strahlung erzeugten DNA-Schaden auf den Replikationsapparat, die Aktivierung des Intra-S-
Phase Kontrollproteins Chk1 und die genomische Instabilitat auswirken. Dabei sollte der Effekt
von Basenschaden (Base Damage, BD), Einzelstrangbrichen (SingleStrand-Break, SSB),
DNA-DNA-Quervernetzungen (Intra-Strand-Crosslink, ICL), zweiseitigen und einseitigen Dop-
pelstrangbriichen (Double-Strand-Break, DSB) jeweils spezifisch untersucht werden, um dies
mit dem durch ionisierende Strahlen erzeugten Schadensspektrum vergleichen zu kénnen.

Von besonderem Interesse war es zu Uberprifen, inwieweit sich diese Schadensreaktionen

verandert, wenn Rad51 hoch reguliert ist, wie es in vielen Tumorzellen der Fall ist.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

Chemikalien wurden, soweit nicht anders angegeben, in p.A. Qualitat von folgenden Firmen
bezogen: Fluka (Buchs, CH), J. T. Baker (Deventer, NL), Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe),
Sigma (St. Louis, USA), Serva (Heidelberg).

2.1.2 Antikorper
Far die Detektion von Western-Blot-Extrakten wurde das Licor System verwendet. Die prima-

ren Antikdrper wurden von Cell Signaling (USA) und die sekundar-Antikdrper wurden von Licor

(Nebraska, USA) bezogen.

Tabelle 1: Antikorper fir den Western-Blot.

Antikorper Hersteller Nummer Konzentration
Chk1 (clone 2G1D5) Cell Signaling Technology # 2360 1:750 in Odyssey Blocking Buffer
mouse monoclonal IgG Denvers,USA Uber Nacht bei 4°C
Phospho-Chk1 (Ser345) Cell Signaling Technology #2341 1:750 in Odyssey Blocking Buffer
rabbit polyclonal IgG Denvers,USA Uber Nacht bei 4°C
Anti-Rad51 (clone 3C10) Millipore # 05-530 1pg/ml in Odyssey Blocking Buffer
mouse monoclonal IgG, Billerica, USA Uber Nacht bei 4°C
Anti-R-Aktin (clone AC-74) Sigma # A-2228 1:50000 in Odyssey Blocking Buffer
mouse monoclonal IgG2a St.Louis, USA 1h RT
Goat anti-mouse Licor # B90706-02 1:7500 in Odyssey Blocking Buffer
IRDYE® 680 Nebraska, USA 1h RT
Goat anti-rabbit Licor # B90629-03 1:7500 in Odyssey Blocking Buffer
IRDYE® 800 CW Nebraska, USA 1h RT

Tabelle 2: Antikorper fur die Detektion der Nukleotid-Analoga des DNA Fibre Assays.

Antikorper Hersteller Nummer Konzentration
Anti BrdU Abd Serotec # ABT0030G | 1:1000in PBS + 1% BSA + 0.1% Tween20
rat monoclonal IgG2a Oxford, UK 1hRT
Anti-BrdU (Clone B44) Becton Dickinson # 347580 1:1500 in PBS + 1% BSA + 0.1% Tween20
mouse monoclonal IgG New Jersey, USA 4°C Uber Nacht
Alexa Fluor® 555 Invitrogen # A21434 1:500 in PBS + 1% BSA + 0.1% Tween20
Goat anti-rat IgG (H+L) Darmstadt 1,5 h RT
Alexa Fluor® 488 Invitrogen # A-11001 1:500 in PBS + 1% BSA + 0.1% Tween20
Goat anti-mouse 1gG (H+L) Darmstadt 1,5h RT

Tabelle 3: Antikorper fur die Detektion von yH2AX FOCI.

Antikorper Hersteller Nummer Konzentration
Anti-phospho-Histone H2A.X (Ser 139) Millipore # 05-636 1:500 in PBS + 1 % BSA + 0,5 % Tween20
mouse polyclonal IgG (Clone JBW 301) Schwalbach/Ts 1hRT

Alexa Fluor® 594 Invitrogen # A-11005 1:2000 in PBS + 1 % BSA + 0,5 % Tween20
goat anti mouse Darmstadt 1h RT
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2.1.3 DNA-Farbstoffe
Es wurde der DNA-Farbstoff 4',6-Diamidino-2-phenylindoldihydrochlorid (DAPI) eingesetzt,

um bei der mikroskopischen Analyse fixierter Zellen den Kern zu farben und Giemsa, um die

DNA von in der Metaphase arretierten Zellen zu farben.

Tabelle 4: Fluoreszenzfarbstoff zur Farbung von DNA und Metaphasen.

Name Hersteller Zusammensetzung
DAPI/Antifade Qbiogene, Heidelberg 0,1 yg/ml in Antifade
Giemsas Azur-Eosin-Methylenblaulésung Merck, Darmstadt 4 % (v/v) Giemsa in 1xPBS

2.1.4 Puffer und Lésungen

Das verwendete Wasser wurde, soweit nicht anders angegeben, mit einer Millipore-Anlage
(Milli-Q académic, Millipore, Molsheim, F) aufbereitet. Es wird im Folgenden als H,O bidest.
bezeichnet. Wenn angegeben, wurden Losungen fir 20 min bei 121 °C und 100 K autoklaviert
(2540 EL, Tuttnauer, GD Breda, NL) bzw. steril filtriert (Schleicher & Schuell, Riviera Beach,
USA; Qualilab, Merck Labor und Chemie Vertrieb, Bruchsal). Elektrolytiésung fiir den Coulter

Counter (Isoton Il) wurde von Beckman Coulter (Krefeld) bezogen.
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Tabelle 5: Puffer und Medien.

Name

Zusammensetzung

Blockierungslésung

1xPBS + 3 % BSA

Carnoys Fixativ

75 % (v/v) Methanol
25 % (vIv) Eisessig

Colcemid 0,02 % (w/v) Demecolcine in 1xPBS
steril filtriert
Ethanol 70% (v/v)

2 % Formaldehyd

5,4 % (v/v) Formaldehyd in 1xPBS
(Stamm 37 % wiv, End 2 % w/v)

4 % Paraformaldehyd

4 % (w/v) in 1xPBS
unter Riihren bei 65°C I6sen

HCL-L6sung

2,5 mM rauchende HCL-LAsung

Giemsa-Farbeldsung

4 % (v/iv) Giemsa
(Stamm 0,4 % w/v, End 0,016 % w/v)
in 1XxPBS

KCL

0,075 M (w/v)

Kristallviolett-Farbel6sung

0,1 % (w/v) in H,O bidest.

1xLaufpuffer

10 % (v/v) 10 x TG-Puffer

PMSF

200 mM in Isopropanol

Puffer A

20 mM Hepes
450 mM NacCl
50 mM NaF
0,2 mM EDTA
0,5mMDTT
0,5 ug/ml Leupeptin
0,5 yg/ml Pepstatin A
1,0 pg/ml Trypsin Inhibitior
0,5 yg/ml Aprotinin
40 ug/ml Bestatin

1xPBS

137 mM NacCl
2,7 mM KCI
2 mM KH,PO,
10 mM Na,HPO, x 2H,0

autoklaviert

PBST

0,1-0,5 % (v/v) Tween 20 in 1xPBS

Permeabilisierungslosung

1% BSA
0,2% Triton X-100
in 1XPBS

Probenpuffer nach Laemmli

Laemmli Sample Buffer (Biorad)
5 % (v/v) B-Mercaptoethanol

10 % SDS 10 % (w/v) SDS in H,0O bidest.
Spreading buffer 200mM Tris-HCL pH: 7,4
50mM EDTA
0,5% SDS
TBS 150mM NaCl
50mM Tris-HCL pH =75
TBS-T TBS + 0,05 % Tween20

1xTransferpuffer nach Towbin

10 % (v/v) 10xTG-Puffer
20 % (v/v) Methanol
Kihlen bei 4 °C im Eis
0,5 % (v/v) SDS
(Stamm 10 % w/v, End 0,05 % w/v)

10x Tris-Glycin (TG)-Puffer

1,92 M Glycin
250 mM Tris Base
pH = 8,3, nicht korrigiert
autoklaviert

0,2 % Triton X-100

0,2 % (v/v) Triton X-100 in 1x PBS

5xTBE

0,445 M Tris Borat
0,002 M EDTA
pH =8,3

Waschlésung | (DNA-Fibre-Assay)

1xPBS + 1 % BSA + 0,1 % Tween20

Waschl6ésung Il (yH2AX-Farbung)

1xPBS + 1 % BSA + 0,5 % Tween20
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2.1.5 GroRenstandards

Folgende GréRenstandards wurden verwendet, um das Molekulargewicht von Chk1, pChk1

Rad51 und R-Aktin in Polyacrylamidgelen zu Gberprifen:

Tabelle 6: GroRenstandards fir Western-Blot-Analysen

Name Anwendung
Two Colour Marker Standardbanden sind bereits im Gel und direkt
Licor (Nebraska, USA) nach dem Transfer auf der Membran sichtbar.
Kaleidoscope Prestained Standards Standardbanden sind bereits im Gel und direkt
Bio-Rad (Minchen) nach dem Transfer auf der Membran sichtbar.

2.1.6 Reagenzien und Medien fiir die Zellkultur

Tabelle 7: Reagenzien fur die Zellkultur.

Name / Zusammenstzung Hersteller
CldU-Medium (2,5 mM in DMEM / 10% FCS) Sigma, Seelze
DMEM Invitrogen, Darmstadt
Einfriermedium DMEM ohne Zusatze
10 % (v/v) DMSO
IdU-Medium (2,5 mM in DMEM/ 10% FCS) Sigma, Seelze
H,0, Calbiochem, Darmstadt
L-Glutamine Invitrogen, Darmstadt
Zeocin Invitrogen, Darmstadt
MMC 0,01 % (w/v) in H,O bidest. (0,1mg/ml) medac, Hamburg
MMS Merck, Darmstadt
Neomycin Sigma, Seelze
Topotecan Sigma, Seelze
Ponasterone A Invitrogen, Darmstadt

2.1.7 Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterialien wurden im Allgemeinen Uber die Firmen Becton Dickinson (Heidel-
berg), Brand (Melsungen), Corning (Corning, NY), eppendorf (Hamburg) und Sarstedt
(NUrmbrecht) bezogen. Gewebekulturflaschen und -schalen (Cellstar) wurden bei Greiner Bio-
One, (Frickenhausen) bestellt, 6-Well-Gewebekulturplatten und Culture Slides bei Becton Di-
ckinson. Criterion Tris-HCI-Polyacrylamidgele wurden bei Bio-Rad Laboratories (Miinchen) er-
worben, Deckglaser und Objekttrager bei Marienfeld (Lauda-Kénigshofen), Plastic Coverslips

bei Appligene Oncor (llikirch Graffenstaden, F).
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2.1.8 Gerate

Tabelle 8: Fabrikate der verwendeten Gerate.

Name Fabrikat
Autoklav Meditech, Norderstedt
Blotkammer Criterion Blotter, Bio-Rad, Miinchen
COy,-Inkubator MCO-20AIC Sanyo Medical, Bad Nenndorf
Coulter Counter Modell Z1, Beckman Coulter, Krefeld
Elektrophoresekammer Criterion Cell, Bio-Rad, Mlnchen
Heizblock Thermostat 5320, eppendorf, Hamburg
Kamerasysteme AxioCam MRm, Zeiss, Gottingen
Magnetriihrer Ikamag Ret, lka, Staufen
Mikroskope Axiovision Observer Z1, Zeiss, Goéttingen
AlexaFluor488-Filter (Filtersatz 38HE): Anregungsfilter
BP 440 bis 470 nm, Emissionsfilter BP 525-550 nm
AlexaFluor555-Filter (Filtersatz 43HE): Anregungsfilter
BP 525 bis 550 nm, Emissionsfilter BP 605-670 nm
DAPI-Filter (Filtersatz 49): Anregungsfilter G 365nm,
Emissionsfilter BP 445-450 nm
Diavert, Leitz, Wetzlar
Netzgerate Consort E455, Frobel Laborgerate, Lindau
Consort E802, Frobel Laborgerate, Lindau
pH-Meter ¢ 300, Beckman Coulter, Krefeld
Photometer Bio-Photometer, eppendorf, Hamburg
Schiittler Edmund Biihler, Johanna Otto GmbH, Hechingen
Mini-Shaker, Modell Kiihner, Braun, Melsungen
Polymax 1040, Heidolph, Schwabach
Roéntgenréhre Gulmay, Surrey (UK)
Sterile Werkbank Herasafe, Heraeus, Hanau
Vakuumpumpe Oerlikon Leybold Vacuum, Pfaffikon, CH
Waagen P1200, Mettler Toledo, Giessen
AE160, Mettler Toledo, Giessen
Warmeschrank Memmert, Schwabach
Wasserbader Haake W19/D3, Karlsruhe
Lauda, Lauda-Konigshofen
Zentrifugen Biofuge 15R, Heraeus, Hanau
Labofuge 400 R, Heraeus, Hanau
Microfuge R, Beckman Coulter, Krefeld
Megafuge 1.0, Heraeus, Hanau

2.1.9 Software und Datenbanken

Folgende Programme wurden zur Aufnahme und Analyse von Daten genutzt: AxioVision

Rel. 4.7, Image J, GraphPrisma.
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellkulturtechniken

2.2.1.1 Zelllinie

Die Experimente wurden mit der Zelllinie UiRad durchgefiihrt. Diese Zelllinie wurde aus ei-
nem Osteosarkom mit geringer endogener Rad51-Expression generiert (Maacke et al., 2000).
In die Osteosarkom-Zellen wurde mittels eines Plasmids die Sequenz des humanen Rad51-
Gens stabil integriert und unter die Kontrolle eines durch das Juvenilhormon Ponasterone A
induzierbaren Promoters gestellt. Zur Aufrechterhaltung der Transfektion wurde das Plasmid mit
jeweils einem Resistenz-Gen gegen Zeocin und Neomycin ausgestattet. Die Expression des
Rad51-Gens wurde durch Zugabe von Ponasterone A (1pl/ml) und einer Inkubationszeit von 24
Stunden induziert. Die Rad51-Uberexpression wurde mittels Western-Blot-Analyse kontrolliert.
Die nicht induzierten Zellen dienten als Wildtyp-Zellen und werden im Weiteren als WT-U20S-

Zellen bezeichnet.

Rad51
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Abbildung 4: Modell-System fiir die Rad51-Uberexpression.
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2.2.1.2 Zellkultivierung

Alle Zellkulturarbeiten wurden an einer sterilen Werkbank mit vertikalem Luftstrom durchge-
fuhrt. Das Zellwachstum wurde im inversen Mikroskop Uberprift. Die Stammhaltung der Zellen
erfolgte in 25 cm?Gewebekulturflaschen in Brutschranken mit einer Wasserdampf-gesattigten,
10 % CO, enthaltenden Atmosphare. Als Nahrmedium wurde DMEM mit 10 % FCS 0,05 % Ne-
omycin und 100 yg/ml Zeocin eingesetzt. Die Zellen wurden alle finf bis sieben Tage pass-
agiert. Das Nahrmedium wurde verworfen und der Zellrasen mit 37 °C warmen Trypsin fir
2 min inkubiert. Die Zellen wurden durch Klopfen vom Flaschenboden gelost und das Trypsin
durch Zugabe von 37 °C warmem Nahrmedium inaktiviert. Die Zelldichte wurde im Coulter

Counter ermittelt und die Zellen in einer neuen Kulturflasche subkultiviert.

2.2.1.3 Kryokonservierung

Subkonfluent gewachsene Zellen wurden mit Trypsin abgeldst und mit Nahrmedium versetzt,
die Zellen wurden zentrifugiert und die Zellzahl auf 1 bis 3 x 10° Zellen/ml eingestellt. Das Zell-
pellet wurde in Einfriermedium aufgenommen und resupendiert sowie in Kryoréhrchen verteilt.
Die Kryorohrchen waren bereits vorab auf Eis gekihlt worden. Die Zellen wurden Uber Nacht in
Isopropanol bei -80 °C und schlieBlich langfristig bei -196 °C in flissigem Stickstoff gelagert.
Zur Wiederanzucht wurden die gefrorenen Zellsuspensionen im Wasserbad (37 °C) angetaut
und noch teilweise gefroren in eine mit Nahrmedium versetzte Kulturflasche inkubiert. Nach

einem Tag wurde ein Mediumswechsel durchgefiihrt.

2.2.2 Generierung verschiedener DNA Schaden

Im Rahmen der vorliegenden Doktorarbeit wurden U20S-Zellen, entweder als Wildtyp-Zelle
(WT-U20S-Zelle) oder als RAD51 Uberexpremierende Zelle (UiRad-Zelle), verschiedenen DNA
Schaden ausgesetzt. Untersucht werden sollte der Einfluss von Basenschaden, Einzelstrang-
brichen, DNA-DNA-Quervernetzungen, zweiseitigen Doppelstrangbrichen, einseitigen Doppel-
strangbriichen und ionisierender Strahlung in verschiedenen Assays. Zur Induktion dieser
Schaden wurden die in Tabelle 9 aufgefihrten Agenzien verwendet. Wasserstoffperoxid (H.05)
wurde eingesetzt, um zwei unterschiedliche DNA Schaden zu induzieren. Eine niedrige Kon-
zentration H,O, verursacht Einzelstrangbriiche (Benitez-Bribiesca and Sanchez-Suarez, 1999)

und eine hohe Konzentration Doppelstrangbriiche (Wojewodzka et al., 2002).
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Tabelle 9: Agenzien mit Konzentrationsangaben und die erzeugten DNA-Schaden

DNA-Schaden Agenzien
Basenschéaden 0,1-0,5 mM MMS
Einzelstrangbriiche 10pM H,0O,
Intra-Strand-Crosslinks 40-80 ng/ml MMC
Zweiseitige Doppelstrangbriiche 200uM H,0O,
Einseitige Doppelstrangbriiche 0,5-10 uM Topotecan
Alle Schaden 0-6 Gy lonisierende Bestrahlung

Die Bestrahlung erfolgte mit einer technischen Rdéntgenréhre bei 15 mA und 200 kV. Zur
Aufhartung der Strahlung wurde ein 0,5 mm starker Kupferfilter angebracht. Die Réntgenréhre
wurde mit Hilfe eines Duplexdosimeters geeicht, welches mit einer Strontium-Radium-Quelle
kalibriert worden war. Die Bestrahlung der Zellen erfolgte je nach GroRe der Kulturflasche und
der bendtigten Gesamtdosis mit 1 Gy/min bzw. 2 Gy/min.

Die Auswirkungen der verschiedenen Typen von DNA Schaden wurden im DNA Fibre As-
say, im Western-Blot, an yH2AX-FOCI und Chromosomaberrationen sowie im Kolonie-Assay

untersucht. Die verwendten Methoden werden im Folgenden vorgestellt.

2.2.3 DNA Fibre Assay
Der DNA Fibre Assay bietet die Moglichkeit die Initiation, die Elongation und die Termination

der Replikation zu analysieren. Mit Hilfe von Thymidinanaloga kann replizierte DNA an Chroma-
tin Fasern nachwiesen werden. Die Thymidin-Analoga Chlordesoxyuridine (CldU) und lodode-
soxyuridine (IdU) wurden der Zelle tUber das Medium angeboten und wahrend der Synthese-
phase anstelle der Base Thymidin eingebaut. AnschlieRend erfolgte eine Immunfarbung der
CldU und IdU Nukleotide.

2.2.3.1 Markierung der Zellen mit CldU und IdU

Exponentiell wachsende U20S Zellen wurden fir jeweils 20 min (oder 45 min) mit CldU-
haltigem Medium versehen (0,025 mM), das CldU-haltige Medium wurde abgenommen und
IdU-haltiges Medium (0,25 mM) zu den Zellen fir 20 min (oder 45 min) gegeben. Anschliel3end
wurde das IdU-haltige Medium abgenommen und die Zellen wurden mit eiskaltem PBS zweimal
gewaschen. Ab diesem Zeitpunkt wurden die Zellen standig auf Eis gehalten. Das PBS wurde
abgesaugt und 1 ml PBS zu den Zellen gegeben, um die Zellen mit einem Zellscharber vom

Flaschenboden zu ernten. Die Zellen wurden in ein 1,5 ml eppendorf-Gefaly tberflihrt und die
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Zellzahl wurde mittels Coulter Counter bestimmt. Die Zellsuspension wurde auf 5 x 10°/ml ein-

gestellt, um im nachsten Schritt die DNA der Zellen auf einem Objekttrager aufzuspreizen.

2.2.3.2 Spreizen der DNA auf einem Objekttrager

Fir die Praparation der DNA aus den Zellen wurden pro Versuch 2 ul der Zellen auf einen
Objekttrager pipettiert. Die Zellen wurden 3-5 min trocknen gelassen, um an den Objekttrager
zu haften. Anschlieflend wurden 7 ul des Lysispuffers auf die Zellen pipettiert und fiir 2 min in-
kubiert. Der Lysispuffer bringt die Zellen zum Platzen, die Proteine in den Zellen werden dena-
turiert. Nach der Inkubation mit dem Lysispuffer wurde der Objekttrager leicht gekippt, bis der
Tropfen mit den Zellen und dem Lysispuffer am Objekttrager herunter lief. Sobald der Tropfen in
Bewegung war, wurde der Objekttrager leicht schrag gestellt, bis der Tropfen das Ende des
Objekttragers erreicht hatte.

Anschlieend wurde der Objekttrager luftgetrocknet und in Methanol/Essigsaure fir 10 min
fixiert. In diesem Zustand kénnen die Objekttrager fir mindestens 1 Jahr im Kihischrank in ei-

ner Objekttragerbox gelagert werden.

2.2.3.3 Immunfarbung der Chromatin-Fasern

Die DNA auf den Objekttragern wurde einmal fir 5 min mit H20 gespiuilt, um die DNA zu re-
hydrieren. Fur die Immunfarbung der eingebauten CldU und IdU Nukleotide, muss die DNA de-
naturiert werden. Dafir wurde die DNA einmal fir 5 min mit 2,5 M HCL aquilibriert und an-
schlieend weitere 75 min mit 2,5 M HCL inkubiert. Die Objekttrager wurden dreimal kurz in
PBS gesplilt und es erfolgte die Blockierung mit Waschlésung | fir 1 h, um unspezifische Bin-
dungen der Antikdrper zu vermeiden. Fir die Detektion der CldU-Nukleotide wurde ein primarer,
monoklonaler anti-BrdU aus der Ratte eingesetzt (Tabelle 2). Der Antikdrper wurde 1:1000 in
Waschlosung | verdinnt. Jeder Objekttrager wurde mit 115 pl Antikdrper-Losung versehen und
mit einem Glas-Deckglas versehen, um den Antikérper gleichmaRig auf dem Objekttrager zu
verteilen. Die Inkubation erfolgte 1 h bei RT in einer feuchten Kammer. Anschliefend wurden
die Objekttrager erneut einmal kurz und dreimal 10 min mit Waschldésung | gewaschen. Die
DNA und der anti-BrdU-Antikérper wurden im nachsten Schritt mit 4 % Paraformaldehyd fiir
10 min fixiert. Anschlielend wurden die Objekttrager einmal kurz und dreimal 10 min mit
Waschlésung | gewaschen. Fir die Detektion des anti-BrdU-Antikérpers wurde ein sekundarer
anti-rat AlexaFluor 555 (Tabelle 2) verwendet. Dieser wurde 1:500 in Waschlésung | verdinnt.
Alle folgenden Schritte wurden ohne direkte Lichteinstrahlung durchgefihrt. Erneut wurde jeder
Objekttrager mit 115 ul Antikorper-Losung bedeckt und mit einem Deckglas versehen. Die Inku-
bation erfolgte 1,5 h bei RT in einer feuchten, abgedunkelten Kammer. Anschliefend wurden
die Objekttrager erneut einmal kurz und dreimal 10 min mit Waschlésung | gewaschen. Die De-

tektion der eingebauten IdU-Nukleotide erfolgte mit dem primaren monoklonalen anti-BrdU-
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Antikérper aus der Maus. Der Antikdrper wurde 1:1500 in Waschlésung | verdinnt. Jeder Ob-
jekttrager wurde mit 115 pl Antikérper-Lésung bedeckt und mit einem Deckglas versehen. Die
Inkubation erfolgte Uber Nacht im Kuihlraum in einer feuchten Kammer. Anschliellend wurden
die Objekttrager erneut einmal kurz und dreimal 10 min Waschlésung | gewaschen. Der anti-
BrdU aus der Maus wurde mit einem sekundaren anti-mouse AlexaFluor 488 (Tabelle 2) detek-
tiert. Der Antikdrper wurde 1:500 in Waschlosung | verdinnt. Jeder Objekttrager wurde mit
115 pl Antikorper-Losung bedeckt und mit einem Deckglas bedeckt. Die Inkubation erfolgte
1,5 h bei RT in einer feuchten, abgedunkelten Kammer. Anschlie®end wurden die Objekttrager
erneut einmal kurz und dreimal 10 min mit Waschlésung | gewaschen. Die Objekttrager wurden
mit dem Eindeckmittel Vectashield mounting medium versehen und mit Nagellack in Glas ver-
schlossen. Fiir die Auswertung der Chromatin Fasern wurden mit dem 63er Ol-Objektiv Bildauf-
nahmen gemacht. Die Detektion des sekundaren Fluoreszenz-Antikérpers AlexaFluor 555 er-
folgte mit dem Filtersatz 43. Der Fluoreszenz-Farbstoff wird bei einer Wellenlange von 553 nm
angeregt und bei einer Wellenlange von 568 emitierte. Fur die Detektion des sekundaren Fluo-
reszenz-Antikdrpers AlexaFluor 488 wurde der Filtersatz 38 verwendet. Der Fluoreszenz-
Farbstoff wird bei einer Wellenlange von 493 nm anregt und bei einer Wellenlange von 520 emi-
tiert. Die Bildaufnahmen wurden mit der AxioCam MRm gemacht. Die Auswertung erfolgte mit

Hilfe von ImageJ.

2.2.3.4 Auswertung mit ImageJ

Fur die Auswertung der Chromatin-Fasern wurden pro Experiment 10 Fluoreszenzaufnah-
men gemacht. Fir die Analyse der verschiedenen Replikations-Strukturen wurde das Plug-In
Analyze von ImagedJ verwendet.

Zur Bestimmung der Lange der Chromatin Fasern wurde das Instrument Segmented lines
von ImagedJ verwendet. Um der Lange eine Einheit zu geben, wurde zunachst ein Umrech-
nungsfaktor fir das Mikroskop berechnet, um pm Einheiten zu erhalten. Daflr wurde ein 10 ym
Balken in die Bildaufnahme eingebrannt und mit ImageJ vermessen. Die erhaltene Lange von
98 wurde durch 10 pym geteilt und der Umrechnungsfaktor betrug somit 9,8 um. Die erhaltene
Lange der Chromatin Fasern wurde jeweils mit dem spezifischen Umrechnungsfaktor (9,8) in
pgm umgerechnet.

Um die Lange in kb/min umzurechnen, wurde der Umrechnungsfaktor 1 ym = 2,59 kb (Jack-

son and Pombo, 1998) verwendet.

2.2.4 Western-Blot
Die Expression von Rad51, Chk1 und pChk1 wurde nach Induktion unterschiedlicher DNA

Schaden im Western-Blot untersucht. Hierflir wurden die Zellen kontinuierlich mit den angege-
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benen Agenzien geschadigt und die Proteine wurden nach 15 min, 30 min, 1 h, 2 h, 4 h und
24 h aus den Zellen isoliert und gelelektrophoretisch separiert. RAD51, Chk1 und pChk1 wur-
den nach dem Transfer auf eine Nitrocellulose-Membran immunologisch nachgewiesen. Als

Ladungskontrolle diente das Housekeeping-Protein R-Aktin.

2.2.4.1 Proteinisolierung

Die Extraktion von Proteinen aus Zellen wurde nach (Finnie et al., 1995) durchgefihrt. Bei
dieser Methode wird ein Extrakt der ganzen Zelle gewonnen. Zunachst wurden die Zellen mit
Trypsin abgeldst und in DMEM mit 10 % FCS aufgenommen. Alle weiteren Arbeitsschritte er-
folgten auf Eis und unter einer sterilen Werkbank, um eine Degradation oder Kontamination des
Proteins zu verhindern. Die Zellsuspension wurde in ein 15 mil-Falconréhrchen Uberflhrt und
die Kulturflasche mit kaltem PBS gewaschen, um die verbliebenen Zellen zu gewinnen. Die
Zellen wurden 5 min mit 1.200 rcf bei 4 °C zentrifugiert (Labofuge 400R). Anschlielend wurde
der Uberstand mit der Wasserstrahlpumpe vorsichtig abgesaugt. Das Zellsediment wurde in
10 ml kaltem PBS resuspendiert und erneut zentrifugiert. AnschlieBend wurde der Uberstand
erneut abgesaugt. Das Zellsediment wurde in 1 ml kaltem PBS resuspendiert und in ein steriles
1,5 mI-Reaktionsgefald transferiert. Die Zellsupension wurde erneut bei 4 °C mit 1.200 rcf far
5 min zentrifugiert (Microfuge R). Parallel wurde ein 146 pl-Aliquot des Puffers A auf Eis aufge-
taut, mit 5 yl PMSF sowie 50 ul Glycerol versetzt und gemischt. Das Volumen des Zellsedi-
ments wurde abgeschatzt und das einfache Volumen (1:1) an Extraktionspuffer zugegeben.
War kein Pellet sichtbar, so wurden 20 pl Extraktionspuffer eingesetzt. Die Zellen wurden mit
der Pipette resuspendiert. Anschlielend wurden die Zellen durch Schockgefrieren im fllissigen
Stickstoff aufgebrochen. Hierflir wurde das Reaktionsgefall abwechselnd 1 min in fliissigem
Stickstoff und 1 min im 37 °C warmen Wasserbad inkubiert. Dieser Vorgang wurde insgesamt
dreimal wiederholt. Anschlieliend wurden die Zelltrimmer 10 min bei 10.800 rcf und 4 °C (Mic-
rofuge R) sedimentiert. Der Extrakt wurde abgenommen, in ein steriles 1,5 ml-Reaktionsgefaly
Uberfiihrt und gemischt. Fir die Proteinbestimmung wurden 2 ul des Extraktes abgenommen.
Der verbleibende Zellextrakt wurde in flussigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gela-

gert.

2.2.4.2 Proteinbestimmung

Zur Quantifizierung des extrahierten Proteins wurde die sogenannte BCA-Methode einge-
setzt (Smith et al., 1985). Sie basiert auf der Biuret-Reaktion, bei der Cu2+-lonen durch das
Protein zu Cu+-lonen reduziert werden. Die Cu+-lonen bilden einen Komplex mit einem kolori-
metrischen Reagenz, das Bicinchoninsaure (BCA) enthalt. Der Komplex absorbiert Licht bei

einer Wellenlange von 562 nm. Die Absorption steigt im Messbereich zwischen 20 und
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2.000 pg/ml linear mit der Proteinkonzentration an. Es wurde das Bicinchoninic Acid Kit der
Firma Sigma verwendet. 2 pl des Proteinextraktes wurden in 48 pl autoklaviertem H20 bidest.
verdinnt. Als Blindprobe diente 48 ul H20O bidest. und 2 ul Proteinisolationspuffer. Das Farbre-
agenz wurde durch Mischen von 50 Teilen Reagenz A mit einem Teil Reagenz B angesetzt. Zu
den verdunnten Proteinextrakten und der Blindprobe wurden je 1 ml Farbreagenz gegeben. Die
Proben wurden gemischt und 30 min bei 37 °C im Wasserbad inkubiert. Anschlieend wurden
die Proben kurz bei RT abgekuhlt, in Klvetten transferiert und die Extinktion bei 562 nm im
Photometer gemessen. Jede Messung wurde innerhalb von 10 min vollendet.

Als Standard diente bovines Serumalbumin (BSA, Sigma). Die Standardreihe wurde mit
sechs Verdiinnungen zwischen 25 und 1.000 ug/ml BSA aufgenommen und im Gerat gespei-

chert. Jeder Standardwert wurde dreifach bestimmt.

2.2.4.3 SDS-Gelelektophorese und Nachweis von Proteinen

Die Auftrennung der Proteine entsprechend ihrem Molekulargewicht erfolgte mittels der de-
naturierenden SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (Laemmli, 1970). Es wurde das Criterion-
System (Bio-Rad Laboratories) verwendet. Die Ubertragung der Proteine auf eine Nitrocellulose
Membran erfolgte in einem Criterion Blotter von Biorad.

Fur die Gelelektrophorese wurden 40 ug Proteinextrakt mit 10x Bio-Rad-Lammli und H20 bi-
dest. versetzt, gemischt, anzentrifugiert und fir 5 min im 100° C Wasserbad denaturiert und
erneut anzentrifugiert. Alle weiteren Arbeitsschritte wurden auf Eis ausgefihrt. Das Volumen der
Proben durfte 20 pl nicht Ubersteigen. Erfolgte die gelelektrophoretische Auftrennung nicht di-
rekt im Anschluss, so wurden die vorbereiteten Proben bei -80 °C gelagert.

Die elektrophoretische Auftrennung wurde in einem gradienten (4%-15%) Tris-HCI Polyacry-
lamid-Gel (Bio-Rad Laboratories) durchgefiihrt. Das Gel wurde vor dem Einsetzen in die
Elektrophoresekammer in H20 bidest. und Laufpuffer gesplilt. Die Pufferreservoirs wurden mit
Laufpuffer gefiillt, der Kamm gezogen und die Taschen gespllt. Luftblasen am unteren Gelrand
wurden entfernt. Die Proben wurden vor dem Beladen des Gels gemischt und das gesamte
Volumen einer jeden Probe in die jeweilige Tasche pipettiert. In mindestens eine Spur wurde
ein GréRenstandard pipettiert. Dabei handelte es sich um 4 yl Two Color Molecular Weight
Marker (Licor), der vorab gemischt wurde. Der Two Color Molecular Weight Marker ist sofort im
Gel sichtbar. Verbleibende leere Taschen wurden mit 1x Probenpuffer + H20 bidest (1:1) bela-
den. Die Elektrophorese erfolgte in einem Eisbad flr 10 min bei 100 V (Sammelphase) und fir
80 min bei 200 V (Trennphase).

AnschlieBend wurden die gelelektrophoretisch aufgetrennten Proteine im Criterion Blotter auf
eine Nitrocellulose-Membran Ubertragen. Vor dem Transfer wurde die Membran 10 s in Wasser

aktiviert und anschlieffiend wurden sowohl das Gel als auch die Membran 15 min in Transferpuf-
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fer aquilibriert. Die Apparatur wurde gemal den Herstellerangaben zusammengebaut. Der
Transfer erfolgte Uber Nacht bei 10 V im Kihlraum. Am darauffolgenden Tag wurde noch ein-
mal fir 0,5 h bei 100 V transferiert. Der Transferpuffer wurde wahrend der gesamten Zeit durch
Ruhren umgewalzt. Die Effektivitat des Transfers wurde anhand des Two Color Molecular
Weight Markers Uberprift. Nach dem Transfer wurde die Membran einmal kurz mit TBS abge-
spult und anschlieRend flir mindestens vier Stunden in Odyssey Blocking Buffer (Licor) unter
Schwenken im Kihraum inkubiert. Durch diesen Schritt werden unspezifische Bindungsstellen
auf der Membran blockiert. Fir die Detektion wurden alle Antikdrper in Odyssey Blocking Buffer
(Licor) inkubiert. Im Verlauf der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene Proteine mit mo-
noklonale oder polyklonale Antikdrper nachgewiesen, die in Tabelle 1 aufgelistet sind. An-
schliefend wurde die Membran einmal kurz in TBST abgesplilt und dreimal 10 min mit TBST
unter Schiitteln gewaschen, um Uberschissige Antikdrper zu entfernen. Alle folgenden Schritte
wurden ohne direkte Lichteinstrahlung durchgefiihrt. Die Inkubation mit den sekundaren IRDye
680 oder 800 CW Antikorper (Licor) erfolgte in abgedunkelten Inkubationskammern unter
Schwenken. Die Membran wurde einmal kurz in TBST abgespdlt und dreimal 10 min mit TBST
unter Schitteln gewaschen. Zur Detektion wurden die Antikérper mit dem Odyssey Infrared
Imaging System detektiert und quantitativ analysiert. Nach Detektion des gewlnschten Protein-
Signals wurde auf derselben Membran als Kontrolle R-Aktin nachgewiesen. Die Membran wur-
de kurz mit TBS abgespult und Gber Nacht mit Odyssey Blocking Buffer blockiert. Anschlielend
erfolgte die Inkubation mit primaren und sekundaren Antikérpern nach dem gleichen Schema
wie zuvor flr die anderen Proteine.

Die Auswertung der aufgenommenen Fluoreszenz-Signale erfolgte mit Hilfe der Software
des Odyssey Infrared Imaging Systems. Die Software zieht automatisch den Hintergrund ab

und es wird ein Wert flir eine relative Protein-Menge erhalten.

2.2.5 Detektion von yYH2AX-Foci

Die Detektion von yH2AX-Foci als Nachweis von Doppelstrangbriichen wurde nach Roth-
kamm et al. 2009 modifiziert. Die Zellen wurden auf Objekttragern (CultureSlides) ausgesat und
nach vier Stunden wurde den Zellen Ponasterone A gegeben, um die Uberexpression von
Rad51 zu induzieren. In jedem Versuch wurden nicht induzierte U20S-Zellen mitgefuhrt. Die
Zellen wurden 24 Stunden nach Ponasterone-Gabe mit verschiedenen Konzentrationen H,O,
behandelt, um Einzelstrangbriiche und Doppelstrangbriiche zu induzieren und weitere 4 h im
Brutschrank inkubiert. Anschlieend erfolgte die Detektion der yH2AX-Foci. Die Kammern wur-
den von den Objekttragern gelost. Die Objekttrager wurden einmal kurz in PBS gespiilt und
anschliefend erfolgte die Fixierung der Zellen in 2 % Formaldehyd in PBS fir 15 min bei RT.

Die Objekttrager wurden viermal mit 1 x PBS gewaschen und dann fiir 5 min in der Permeabili-
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sierungslésung inkubiert. Im nachsten Schritt erfolgte die Inkubation mit der Blockierungslésung
fur 1 h. Als erster Primar-Antikdper wurde ein monoklonaler yH2AX Antikérper aus der Maus
eingesetzt (Tabelle 3). Der Antikérper wurde 1:100 in Waschlésung Il (PBS + 1% BSA + 0,5 %
Tween20) verdunnt. Jeder Objekttrager wurde mit 50 ul Antikérper-Lésung versehen und mit
einem Kunststoff-Deckglas (Plastic Coverslip) geschitzt. Die Inkubation erfolgte 1 h bei RT in
einer feuchten Kammer. AnschlieRend wurden die Objekttrager erneut einmal kurz und dreimal
10 min in Waschldsung Il gewaschen. Bei dem sekundaren Antikérper handelte es sich um ei-
nen Fluorescein-markierten goat-anti-mouse Alexa Fluor 594 Antikorper (Tabelle 3). Der zweite
Antikoérper wurde 1:2000 in Waschlésung Il verdiinnt. Alle folgenden Schritte wurden ohne di-
rekte Lichteinstrahlung durchgefiinrt. Erneut wurde jeder Objekttrager mit 50 yl Antikérper-
Lésung versehen und mit einem Kunststoff-Deckglas geschitzt. Die Inkubation erfolgte 1 h bei
RT in einer feuchten, abgedunkelten Kammer. Anschlieliend wurden die Objekttrager erneut
einmal kurz und dreimal 10 min in Waschldsung Il und anschlielfend 10 min in PBS gewaschen.
Zur Farbung der Kerne und zum Verschluf® der Objektrager wurde Vectashield mounting medi-
um mit 0,1 pg/ml DAPI verwendet und die Objekttrager wurden mit Nagellack in Glas verschlos-
sen. Die Auswertung erfolgte verschlisselt am Fluoreszenzmikroskop Axioplan 2 (Zeiss). Fur
die quantitative Analyse wurden die FOCI manuell gezahlt. Es wurden nur FOCI gezahlt, die im
Zellkern lagen, der durch DAPI angefarbt wurde. Als Negativkontrolle dienten unbehandelte
Zellen, als Positivkontrolle mit 6 Gy bestrahlte Zellen. Pro Objekttrager wurden 100 Zellen aus-

gewertet.

2.2.6 Chromosomenaberrationen

Fir die Analyse von Chromosomenaberrationen wurden exponentiell wachsende U20S-
Zellen verwendet. Fiir die Rad51 Uberexpression wurden die Zellen 24 h vor Schadensindukti-
on mit Ponasterone A behandelt (Tabelle 9). Die Zellen wurden fur eine Stunde geschadigt mit
Ausnahme von H,0,, das den Zellen nur fir 20 min gegeben wurde. Nach einer Stunde wurde
das Medium abgenommen, die Zellen wurden mindestens zweimal mit 1 x PBS gewaschen und
die Zellen wurden mit frischem Medium versehen, das Colcemid enthielt. Colcemid enthalt Col-
chicin, ein Alkaloid der Herbstzeitlosen, das die Ausbildung der Kernspindel inhibiert. Die Zellen
kénnen keine intakten Spindelfasern ausbilden und werden daher in der Metaphase arretiert.
Das Colcemid wurde Uber Nacht gegeben und am nachsten Tag wurde die Methaphasen-

Praparation durchgefiihrt.

2.2.6.1 Praparation der Metaphasen

Die mitotischen Zellen wurden trypsiniert und in ein 15 ml-Falconréhrchen Uberflhrt und

5 min bei 1200 rcf zentrifugiert (Megafuge 1.0). Der Uberstand wurde mit der Vakuumpumpe
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abgesaugt und das Zellsediment in 10 ml PBS resuspendiert. Es erfolgte eine erneute Zentrifu-
gation. Zu dem Zellsediment wurde trépfchenweise 10 ml 0,075 M KCI unter Ritteln zugege-
ben. Durch diese hypotone Behandlung quellen die Zellen auf. Es wurde zentrifugiert, der
Uberstand abgesaugt, und die Zellen wurden durch trépfchenweise Zugabe von 10 ml Carnoys
Fixativ unter Rutteln fixiert. Nach einer weiteren Zentrifugation wurde die Fixierung wiederholt,
um verbliebene wassrige Anteile zu entfernen und die Zellen vollstandig zu konservieren. Der
Uberstand wurde bis auf 1 ml abgesaugt und die Zellen wurden auf 1x106/ml eingestellt. Die
fixierten mitotischen Zellen konnten so bei -20 °C fir mehrere Monate gelagert werden.

Zur mikroskopischen Auswertung wurden die mitotischen Zellen auf Objekttrager getropft.
Dabei spreiten sich die kondensierten Chromosomen. Hierflir wurde der Objekttrager mit einem
homogenen Wasserfilm bedeckt und 25 ul der Zellsupension aufgetropft. Der Alkohol verdrangt
das Wasser, die dabei entstehende Energie erleichtert das Spreiten der Chromosomen. Die
Objekttrager wurden mindestens 20 min getrocknet. AnschlieRend wurden die Metaphasen-
Praparate fur 15 min in 4 % Giemsa in einem Hellendahl-Farbekasten gefarbt. Der Gberschis-
sige Farbstoff wurde durch sechsmaliges Waschen in H20 entfernt. Die Objekttrager wurden
erneut getrocknet und mit dem Eindeckmittel Entellan verschlossen. Die Praparate wurden
lichtmikroskopisch analysiert, pro Probe wurden 50 Metaphasen ausgewertet. Fir die Analyse
wurden G1-Aberrationen und G2-Aberrationen getrennt analysiert. Zunachst wurde die Anzahl
der Zellen mit triradialen Chromosomen bestimmt. AnschlieRend wurde die Anzahl der azentri-

schen und dizentrischen Chromosomen ermittelt.

2.2.7 Koloniebildungstest

Die Empfindlichkeit der Zellen gegeniiber Basenschaden, Einzelstrangbrichen, DNA-DNA-
Quervernetzungen, einseitigen Doppelstrangbriichen, zweiseitigen Doppelstrangbriiche und
ionisierender Strahlung wurde mit Hilfe des Koloniebildungstests bestimmt. Dabei wurden die
Zellen in so geringer Konzentration ausgesat, dass jede Zelle sich einzeln absetzen und sich
klonal vermehren konnte. Innerhalb von 7 -14 Tagen bilden sich aus Uberlebenden Einzelzellen

sichtbare Kolonien, die gezahlt werden kdnnen.

2.2.7.1 Empfindlichkeit gegenilber verschiedenen DNA Schaden

Um die Empfindlichkeit gegenuber verschiedener DNA-Schaden zu untersuchen, wurden
U20S-Zellen in & 10 cm-Gewebezuchtschalen fir den Koloniebildungstest ausgesat. Vier
Stunden nachdem sich die Zellen abgesetzt hatten, wurde Ponasterone A zu den Zellen gege-
ben, die das Rad51 Gberexpremieren sollten. 18 h nach der Aussaht wurden die Zellen in den
angegebenen Konzentrationen geschadigt und die Inkubation erfolgte fir den jeweiligen DNA-

Schaden wie in Tabelle 9 aufgelistet. Wurde das Agenz nicht kontinuierlich gegeben, dann wur-
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de nach Schadensinduktion mindestens zweimal mit 1 x PBS gewaschen und anschliefend
frisches Medium gegeben. Die Zellen wurden fiir 7-14 Tage inkubiert. Anschlielfiend wurden die

Kolonien gefarbt und analysiert (2.2.7.2).

2.2.7.2 Farbung und Analyse der Kolonien

Die Kolonien wurden durch Farbung mit Kristallviolett sichtbar gemacht. Das Medium wurde
verworfen und die Zellen fir 5 min mit 70 % Ethanol fixiert. Der Ethanol wurde verworfen und
die Zellen wurden mit 0,1 % Kristallviolett fur 5 min gefarbt. Das Kristallviolett wurde abgekippt
und Uberschissige Farbe mit Leitungswasser entfernt. Die Platten wurden getrocknet. Bei der
anschlielenden Analyse wurden die Petrischalen mit einem Keimzahlgerat ausgewertet, nur
Kolonien mit mehr als 50 Zellen wurden gezahlt. Die Uberlebensrate wurde durch das Verhalt-
nis gebildeter Kolonien zur Anzahl eingegebener Zellen bestimmt (Angehrate). Zur Kalkulation
der Koloniebildungsfahigkeit wurde die Uberlebensrate auf die Angehrate (plating efficiency) der

jeweiligen Zellen normiert. Die Angehrate wurde mit unbehandelten Zellen ermittelt.



Ergebnisse 32

3 Ergebnisse

Die Aufrechterhaltung der genomischen Stabilitat ist das fundamentale Ziel der Zelle. Dabei
ist eine fehlerfreie DNA-Replikation in jedem Zellzyklus von gréter Bedeutung. Trifft ein Repli-
kationsapparat auf einen DNA-Doppelstrangbruch, ist die Homologe Rekombination mit ihrem
zentralen Protein Rad51 der Hauptreparaturmechansimus, welcher aktiv wird. Der DNA-
Schaden wird dabei von sogenannten Sensorproteinen erkannt, die wiederum Zellzykluskon-
trollproteine aktivieren und zu einem Anhalten der S-Phase flihren. Weitere Initiationsereignisse
der Replikation werden unterdrickt, Reparaturprozesse in Gang gesetzt und der Schaden be-
hoben.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte untersucht werden, wie sich ionisierende Strahlung und die
durch Bestrahlung erzeugten DNA-Schaden auf den Replikationsapparat, die Aktivierung des
Intra-S-Phase Kontrollproteins Chk1 und die genomische Instabilitat auswirken. Dabei sollte der
Effekt von Basenschaden (Base-Damage, BD), Einzelstrangbriichen (Single-Strand-Break,
SSB), DNA-DNA-Quervernetzungen (Intra-Strand-Crosslink, ICL), zweiseitigen und einseitigen
Doppelstrangbriichen (Double-Strand-Break, DSB) im Einzelnen und mit der Induktion aller
Schaden gleichzeitig durch ionisierende Strahlung verglichen werden. Von besonderem Inte-
resse war es zu Uberprifen, ob eine Hochregulation von Rad51 zu einer veranderten Antwort
der Replikationsprozesse und der genomischen Stabilitdt nach DNA-Schadigung fuhrt.

Fir diese Untersuchungen musste zunachst der DNA Fibre Assay etabliert werden, der als

einzige Methode die Analyse von Replikationsprozessen zuldsst.

3.1 Etablierung des DNA Fibre Assay
Der DNA Fibre Assay bietet die Mdglichkeit, die Initiation der Replikation, die Elongation und

das Anhalten von Replikationsgabeln zu analysieren. Der Nachweis erfolgt durch Analoga des
Thymidins, welche replizierenden Zellen angeboten werden. Den Zellen wird Chlorodesoxyuri-
dine (CldU) und lododesoxyuridine (IdU) zum Einbau angeboten, die DNA aus den Zellen iso-
liert und die Thymidinanaloga werden immunologisch mit spezifischen Antikérpern an Chroma-
tin-Fasern nachgewiesen. Die Detektion von CldU erfolgt mit einem rot fluoreszierenden sekun-
daren Antikoérper, die von IdU mit einem grin fluoreszierenden sekundaren Antikérper.
Abbildung 5 zeigt eine schematische Darstellung einer Replikationsgabel mit inkooperierten
CldU-Nukleotiden (rot) und IdU-Nukleotiden (grin).
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Abbildung 5: Schematische Darstellung einer Replikationsgabel mit eingebauten CldU- (rot) und IdU-
(griin) Nukleotiden. Abilldung verandert nach (Moldovan and D'Andrea, 2009).

3.1.1 Charakterisierung verschiedener Replikations-Strukturen

Alle Untersuchungen durch den DNA Fibre Assay wurden mit asynchronen Zellen durchge-
fuhrt. Exponentiell wachsende U20S-Zellen wurden nacheinander jeweils fir 20 min mit CldU
und IdU markiert. Die DNA wurde auf einem Objekttrager prapariert und eingebaute CldU und
IdU Nukleotide wurden mit spezifischen Antikérpern nachgewiesen.

Abbildung 6 zeigt schematisch das Markierungsprotokoll der Thymidin-Analoga mit der ent-
sprechenden Replikationsrichtung. Rot markierte Bereiche zeigen den Einbau von CIldU-
Nukleotiden, grin markierte den Einbau der IdU-Nukleotide. Abbildung 6 unten zeigt exempla-
risch den kontinuierlichen Einbau der Nukleotid-Analoga in verschiedenen Anordnungen. Im
Folgenden wurden die verschiedenen Chromatin-Fasern mit ihren unterschiedlichen Markie-
rungsmustern in sogenannte Replikations-Strukturen unterteilt (Tabelle 10).

Replizierende Zellen, die nur CldU-Nukleotide (rot) eingebaut hatten, wurden als terminieren-
de Replikationsgabeln 1. Ordnung bezeichnet (Replikationsstruktur 1). Zellen, die sowohl CldU-
Nukleotide (rot) und angrenzend IdU-Nukleotide (griin) eingebaut hatten, wurden als elongie-
rende Replikationsgabeln beschrieben (Replikationsstruktur 2). Diese Struktur kann in zwei An-
ordnungen auftreten: Die Replikationsstruktur 3 zeigt einen Replikationsursprung 1. Ordnung
mit zwei elongierende Replikationsgabeln, die von einem Replikationsursprung in bidirektionale
Richtung synthetisiert haben. Replikationsstruktur 4 zeigt terminierende Replikationsgabeln
2. Ordnung mit zwei sich aufeinander zu bewegenden elongierenden Replikationsgabeln und

zeigt, dass zwei Replikationsgabeln terminieren.
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Abbildung 6: Schematisches Markierungsprotokoll (oben). Chromatin-Fasern in ungeschadigten U20S-
Zellen (unten). Exponentielle Zellen wurden fir jeweils 20 min mit CldU und IdU markiert, die DNA prapa-
riert und eingebaute Nukleotide detektiert. Fir die Detektion von CldU wurde anti-rabbit-BrdU und ein
sekundarer Antikérper Alexa-Fluor555 (rot) verwendet. Fir IdU wurde anti-mouse-BrdU und ein sekunda-
rer Antikbrper Alexa-Fluor488 (griin) verwendet. Die Chromatin- Fasern wurden mikroskopisch mit einer
1.000fachen VergréRerung analysiert. Die Aufnahme der Bilder erfolgte Uber eine Digitalkamera mit Hilfe
von AxioVision Rel.4.7.

Replizierende Zellen, die nur IdU-Nukleotide (griin) eingebaut hatten, wurden als Replikation-
sursprung 2. Ordnung bezeichnet (Replikationsstruktur 5).

Die Charakterisierung der unterschiedlichen Chromatin-Fasern zeigte, dass es drei Haupt-
Replikationsmuster gab: Elongierende Replikationsgabeln, mit eingebauten CldU-Nukleotiden
(rot) und angrenzenden IdU-Nukleotiden (griin), terminierende Replikationsgabeln 1 . Ordnung,
mit eingebauten CldU-Nukleotiden (rot), 3. Replikationsursprung 2. Ordnung, mit eingebauten
IdU-Nukleotiden (grdn).
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Tabelle 10: Ubersicht der Replikationsstrukturen.

Replikationsstrukturen Beschreibung Bezeichnung
Zwei Replikationsgabeln, die aus bidirektionaler Terminierende
O Richtung fusionieren und die Replikation wéhrend | Replikationsgabeln
der CldU Markierungszeit terminieren. 1. Ordnung
Eine Replikationsgabel mit eingebauten CldU und | Elongierende
IdU Nukleotiden. Replikationsgabel
1dU - Cldu CldU - Idu Zwei elongierende Replikationsgabeln, die von Replikationsursprung
einem Replikationsursprung in bidirektionale 1. Ordnung
— - . Richtung laufen
cldU -1dU  IdU - €1dU Zwel Replikations.gabeln., dig nach d.er. CldU und Terminierende
IdU Markierung die Replikation terminieren. Replikaticnsgabeln
. ’ 2. Ordnung
ldU - 1du Zwei Replikationsgabeln, die wahrend der IdU Replikationsursprung
Markierungszeit, die Replikation in bidirektionale 2. Ordnung
S —— —— Richtung starten.

Im Folgenden sollten elongierende Replikationsgabeln, terminierende Replikationsgabeln
1. Ordnung und Replikationsurspriinge 2. Ordnung quantifiziert werden. Ein Replikation-
sursprung 1. Ordnung (Struktur 3) und terminierende Replikationsgabeln 2. Ordnung (Struk-
tur 4) wurden jeweils als zwei elongierende Replikationsgabeln bewertet. Abbildung 7 zeigt die
prozentuale Verteilung der drei Replikations-Strukturen. 77 % der Zellen zeigten elongierende
Replikationsgabeln, 14,5 % terminierende Replikationsgabeln 1. Ordnung und 8,4 % Replikati-
onsurspringe 2. Ordnung. Da nach einer Markierungszeit von 40 min hauptsachlich elongie-
rende Replikationsgabeln beobachtet wurden, sollten die Zellen ebenfalls fiir einen langeren
Zeitraum mit CldU und IdU markiert werden.

Exponentiell wachsende U20S-Zellen wurden nacheinander jeweils flir 45 min mit CldU und
IdU markiert. Die DNA wurde auf einem Objekttrager prapariert und eingebaute CldU- und IdU-

Nukleotide mit spezifischen Antikérpern nachgewiesen.
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Abbildung 7: Verteilung der Replikations-Strukturen nach einem Markierungszeitraum von 40 min. Ex-
ponentielle U20S-Zellen wurden jeweils 20 min mit CldU und IdU markiert, die DNA prapariert, eingebau-
te Nukleotide detektiert und Replikations-Strukturen mit Imaged quantifiziert. Dargestellt ist die prozentua-
le Verteilung der Replikations-Strukturen mit dem Fehler des Mittelwertes.

Abbildung 8 zeigt die prozentuale Verteilung elongierender Replikationsgabeln, terminierender
Replikationsgabeln 1. Ordnung und Replikationsurspriinge 2. Ordnung nach einem Markie-
rungszeitraum von 90 min. Ein Replikationsursprung 1. Ordnung (Struktur 3) und terminierende
Replikationsgabeln 2. Ordnung (Struktur 4) wurden jeweils als zwei elongierende Replikations-
gabeln bewertet.

Ungeschéadigte Zellen zeigten 37,7 % elongierende Replikationsgabeln, 37,9 % terminierende
Replikationsgabeln 1. Ordnung und 24,3 % Replikationsurspriinge 2. Ordnung. So zeigte sich
nach einer Markierungszeit von 90 min eine deutlich veranderte Verteilung der Replikations-
Strukturen. Wahrend nach 40 min hauptsachlich elongierende Replikations-Strukturen beo-
bachtet wurden, zeigte sich nach 90 min eine klare Verschiebung zu mehr Terminations- und
Initiationsereignissen.

Fir die Untersuchung der Elongation wurde deshalb im Folgenden das Markierungsprotokoll 1

verwendet und fur die Untersuchung von Termination und Initiation das Markierungsprotokoll 2.
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Abbildung 8: Verteilung der Replikations-Strukturen nach einem Markierungszeitraum von 90 min. Ex-
ponentielle U20S-Zellen wurden fir jeweils 45 min mit CldU und IdU markiert, die DNA prapariert, einge-
baute Nukleotide detektiert und Replikations-Strukturen wurden mit ImagedJ quantifiziert. Dargestellt ist
die prozentuale Verteilung der Replikations-Strukturen mit dem Fehler des Mittelwertes.

3.1.2 Einbaurate der Nukleotid-Analoga

Es konnte gezeigt werden, dass in einer asynchronen Zellpopulation drei Haupt-Replikations-
Strukturen gebildet wurden, die sich je nach Markierungsprotokoll in ihrer Verteilung unter-
schieden. Im Weiteren war von Interesse, mit welcher Einbaurate die Nukleotid-Analoga in die
DNA eingebaut wurden. Flr die Analyse der Einbaurate wurden das Markierungsprotokoll 1
verwendet. Es wurden 1558 Chromatin-Fasern analysiert, wobei nur elongierende Replikati-
onsgabeln berticksichtigt wurden. Die Langen der CldU und IdU markierten Chromatin-Fasern
wurden separat vermessen und die erhaltene Lange wurde in kb/min umgerechnet. Abbildung 9
zeigt eine typische Normalverteilung der Einbaurate der CldU-Nukleotide (A) und IdU-
Nukleotide (B) in kb/min. 1,6 % der Zellen hatten CldU mit einer Einbaurate von 0,2 kb/min ein-
gebaut, 11,91 % mit 0,4 kb/min, 23,7 % mit 0,6 kb/min, 23 % mit 0,8 kb/min und 16 % mit
1 kb/min. 13 %, 6,2 %, 3,6 % und 1,4 % hatten CldU mit einer Einbaurate von 1,2, 1,4, 1,6 und
1,8 kb/min eingebaut. IdU-Nukleotide wurden in 4,8 % der Zellen mit einer Einbaurate von
0,2 kb/min eingebaut, 19,6 % mit 0,4 kb/min, 29,5 % und 25 % der Zellen mit 0,6 kb/min und
0,8 kb/min, 12,6 % mit 1 kb/min. 5,5 %, 1,8 %, 0,9 % und 0,1 % hatten IdU mit einer Einbaurate
von 1,2, 1,4, 1,6 und 1,8 kb/min eingebaut. Fir beide Nukleotide befanden sich die Werte der

Einbaurate zwischen 0,1-1,8 kb/min, wobei die Verteilung zeigt, dass CldU-Nukleotide mit einer
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hdheren Einbaurate als IdU in die DNA gebaut wurde. Das zeigte sich ebenfalls in der mittleren
Einbaurate, die fir CldU 0,86 £ 0,009 kb/min und fir IdU 0,69 + 0,0069 kb/min ergab (Abbildung
10).

Ell CldU
30-

20+

104

Elongierende Replikationsgabeln, %

B [dU
30+

204

Elongierende Replikationsgabeln, %

0002040608101214161.8

Einbaurate, kb/min

Abbildung 9: Verteilung der Einbaurate von CldU (A) und IdU (B). Exponentielle U20S-Zellen wurden
fir 40 min mit CldU und IdU markiert, die DNA prapariert, eingebaute Nukleotide detektiert und die Lange
der Chromatin-Fasern wurde bestimmt und in kb/min umgerechnet.
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Abbildung 10: Mittlere Einbaurate von CldU und IdU. Exponentielle U20S-Zellen wurden fir 40 min mit
CldU und I1dU markiert, die DNA prapariert, eingebaute Nukleotide detektiert, die Lange der Chromatinfa-
sern bestimmt und in kb/min umgerechnet. Dargestellt ist die mittlere Einbaurate fir CldU und IdU von
1558 Chromatin-Fasern. Der Fehler ist Fehler des Mittelwertes.

3.1.3 Chromatin-Fasern mit symmetrischer und asymmetrischer Einbaura-

te

Im Folgenden sollte festgestellt werden, in welchem Verhaltnis die Thymidin-Analoga zuein-
ander eingebaut wurden. Dazu wurde das Verhaltnis der Einbauraten von IdU zu CidU
(IdU/CIdU) ermittelt und elongierende Replikationsgabeln wurden in drei Gruppen unterteilt (Ta-
belle 2). Ergibt das IdU/CIdU Verhaltnis einen Wert der < 1 ist, handelt es sich um asymmetri-
sche Chromatin-Fasern (Gruppe1), die CldU langer eingebaut hatten. Bei einem Verhalnis von
=~ 1 lagen symmetrische Chromatin-Fasern vor (Gruppe 2) und bei einem Verhaltnis > 1 handelt
es sich um asymmetrische Chromatin-Fasern (Gruppe 3), die IdU Ianger eingebaut hatten. Das
IdU/CIdU Verhaltnis wurde fiir alle elongierende Replikations-Strukturen bestimmt und den

Gruppen zugeteilt (Tabelle 11).
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Tabelle 11: Symmetrische und asymmetrische Chromatin-Fasern.

Gruppe Typ Verhaltnis /C_|Fibre _
1 asymmetrisch <1 0-0,8 | e oz,

? symmetrisch =1 0,8-1,2 C_'d_UfO_ ______ I?L_J_Z?‘_ .
° asymmetrisch >1 1,2-2,6 Cldy 20 dU 20°

Abbildung 11 zeigt die prozentuale Verteilung des |dU/CIdU Verhaltnisses nach einer DNA-
Markierung fur CldU und I1dU von jeweils 20 min. 53,27 % der Zellen hatten beide Nukleotide
gleichmaBig eingebaut, 35,05 % hatten mehr CldU und 11,68 % der Zellen mehr |dU eingebaut.

Somit wiesen nur 53 % der Zellen symmetrische Chromatin-Fasern auf.

304 | |
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c |
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n |
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Abbildung 11: Verhaltnis von IdU zu CIdU. Exponentielle U20S-Zellen wurden fiir 40 min mit CldU und

IdU markiert, die DNA prapariert, Nukleotide detektiert, die Lange bestimmt und in kb/min umgerechnet.
Dargestellt ist die Verteilung der IdU/CIdU Verhaltnis von 1558 Chromatin- Fasern.
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Abbildung 12: Mittlere Einbaurate von CldU und IdU. Exponentielle U20S-Zellen wurden fir 40 min mit
CldU und IdU markiert, die DNA prapariert, eingebaute Nukleotide detektiert, die Lange bestimmt und in
kb/min umgerechnet. Dargestellt ist die mittlere Einbaurate symmetrischer Chromatin-Fasern. Der Fehler

ist Fehler des Mittelwertes.

3.1.4 Elongation

Fur die detaillierte Untersuchung von Effekten verschiedener DNA-Schaden auf die Elonga-

tion sollte zunachst die Replikation unbehandelter Zellen untersucht werden. Daflir wurde das

Markierungsprotokoll 1 verwendet und es wurden nur symmetrische Chromatin-Fasern bewer-

tet. Abbildung 12 zeigt die mittlere Einbaurate von symmetrischen Chromatin-Fasern fir CldU
von 0,81 + 0,01 kb/min und fir IdU mit 0,77 £ 0,01 kb/min. Diese Einbauraten wurden im Weite-
ren flr unbehandelte Zellen verwendet.

Dieses Markierungsprotokoll wurde ebenfalls flr alle weiteren Untersuchungen von Effekten

verschiedener DNA-Schaden auf die Elongation verwendet. Daflir werden in folgenden Experi-

menten exponentiell wachsende Zellen nacheinander jeweils fir 20 min mit CldU und IdU mar-

kiert und wahrend des zweiten Markierungsintervalls wird der Schaden induziert (Abbildung 13).

Fur den Effekt von DNA-Schadigung auf die Elongation wird dann die Einbaurate von unbehan-

delten symmetrischen Zellen mit den Einbauraten geschadigter Zellen verglichen



Ergebnisse 42

A CldU 20° IdU 20°

+ Schadensinduktion

nach Schadensinduktion

Abbildung 13: A) Schematisches Markierungsprotokoll zur Untersuchung der Elongation mit und ohne
Schadigung. B) Chromatin-Fasern ungeschadigter und geschadigter Zellen. Exponentielle Zellen wurden
far 40 min mit CldU und IdU markiert, geschadigt, die DNA prapariert und eingebaute Nukleotide detek-
tiert. CldU wurde mit anti-rabbit-BrdU und mit sekundarem Fluoreszenz-Antikdrper Alexa-Fluor555 (rot)
detektiert. IdU wurde mit anti-mouse-BrdU und mit sekundarem Fluoreszenz-Antikdrper Alexa-Fluor488
(griin) detektiert. Die Chromatin-Fasern wurden mikroskopisch mit einer 1.000fachen VergréRerung ana-
lysiert. Die Aufnahme der Bilder erfolgte Giber eine Digitalkamera mit Hilfe von AxioVision Rel.4.7.

3.1.5 Angehaltene Replikationsgabeln und Initiationsereignissen nach

Schadigung

Fir die weitere Analyse war von Interesse, ob eine Zelle nach Schadensinduktion in der Lage
ist, die Replikation ungehindert fortzusetzten, der induzierte Schaden zum Anhalten von Repli-
kationsgabeln fuhrt oder ob weitere Initiationsereignisse aktiviert oder inhibiert werden. Fur die-
sen Aspekt wurde das Markierungsprotokoll 2 verwendet. Zudem sollte der Schaden bereits im
ersten Markierungszeitraum induziert werden, um der Zelle entsprechend Zeit zu geben, auf
den Schaden zu reagieren (Abbildung 14).
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Abbildung 14: Schematisches Markierungsprotokoll fiir die Analyse von angehaltenen Replikationsga-
beln und Initiationsereignissen mit und ohne Schadensinduktion.

Fir die Analyse der Aspekte soll zunachst die Verteilung der Haupt-Replikations-Strukturen
bestimmt werden. Um den Anteil an angehaltenen Replikationsgabeln zu bestimmen, sollen die
terminierenden Replikationsgabeln 1. Ordnung in Relation zu elongierenden Replikationsgabeln
gestellt werden. Die Frequenz von Neuinitiationsereignissen ergibt sich, indem man Replikati-
onsurpringe 2. Ordnung in Relation zu elongierenden Replikationsgabeln stellt (Abbildung 15).

Fasst man die methodischen Vorarbeiten zusammen, so konnte sehr deutlich herausgearbei-
tet werden, dass fiir die Untersuchung der unterschiedlichen Replikations-Strukturen verschie-
dene Markierungsprotokolle verwendet werden missen.

So wird die Elongation am deutlichsten abgebildet, wenn ein kurzer Markierungszeitraum mit
jeweils 20 min Einbau der beiden Nukleotide eingesetzt wird. Ist die Untersuchung von angehal-
tenen oder sogar neu initiierten Replikationsereignissen von Interesse, sollte das Markierungs-
protokoll 2 verwendet werden, welches einen Markierungszeitraum von jeweils 45 min vorsieht,

mit einer Schadigung der Zellen wahrend der ersten Markierungsphase.

Struktur a Struktur a
Struktur b —— Struktur b ——

Frequenz der Frequenz der

angehaltenen Neuinitiations-

Replikations- Ereignisse
gabeln 2.0rdnung
b/b+a b/b+a

Abbildung 15: Schematische Darstellung zur Analyse von angehaltenen Replikationsgabeln (links) und
Neuinitiationsereignissen (rechts).
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3.2 Bedeutung verschiedener DNA-Schaden fiur die Replikati-

onsprozesse

Es sollte der Effekt von ionisierender Strahlung sowie der Effekt einzelner, durch Strahlung er-
zeugter Schaden wie Basenschaden, Einzelstrangbriichen, DNA-DNA Quervernetzungen, zwei-
und einseitige Doppelstrangbriiche auf die S-Phase untersucht werden. Dabei war die Aktivie-
rung der Intra-S-Phase-Kinase Chk1 sowie die Auswirkung der Schaden auf die Elongation der
Replikation, das Anhalten von Replikationsgabeln und der Aktivitdt von Initiationsereignissen
von Interesse. Zusatzlich sollte untersucht werden, ob die DNA-Schaden Einfluss auf die ge-
nomische Instabilitdt von Chromosomen haben.

Tabelle 12 zeigt die verschiedenen DNA-Schaden und die dazu gehdrigen Agenzien, die fur die

Untersuchungen verwendet wurden.

Tabelle 12: Agenzien zur Erzeugung einzelner DNA-Schaden.

DNA-Schaden Agenzien Abkiirzung
Basenschaden MMS BD
Einzelstrangbriiche 10pM H,O,, SSB
Intra-Strand-Crosslinks MMC ICL
Zweiseitige Doppelstrangbriiche 200pM H,O,, zweiseitige DSB
Einseitige Doppelstrangbriiche Topotecan einseitige DSB
Alle Schaden Bestrahlung Gy

3.2.1 Aktivierung des Intra-S-Phase Kontrollpunktes nach DNA-
Schadigung

Kommt es wahrend der S-Phase zur Blockierung der Replikation, verhindert Chk1 den Fort-
schritt der S-Phase und somit den Eintritt in die Mitose. Chk1 wird dazu phosphoryliert und un-
terdrlckt die Initiation von Replikationsurspriingen und stabilisiert angehaltene Replikationsga-
beln (Zachos et al., 2003; Feijoo et al., 2001).
Es sollte untersucht werden, welche DNA-Schaden zu einer Phosphorylierung von Chk1 fuhren.
Exponentiell wachsende U20S-Zellen wurden mit den in der Tabelle 12 aufgelisteten Agenzien
geschadigt und in einem Zeitraum von 24 h wurde Proteine isoliert und die Phosphorylierung

von Chk1 im Western-Blot nachgewiesen.
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Unbeh. 15° 30° 1h 2h 4h
Chk1 (rot) / pChk1 (griin)
B-Aktin (rot)
Chk1 (rot) / pChk1 (griin)
R-Aktin (rot)
Chk1 (rot) / pChk1 (griin)

R-Aktin (red)

2-seitiger Chk1 (rot) / pChk1 (griin)

B-Aktin (rot)

Chk1 (rot) / pChk1 (griin)
1-seitiger .
DSB R-Aktin (rot)

Chk1 (rot) / pChk1 (griin)

Bestrahlung

R-Aktin (rot)

Abbildung 16: Phosphorylierung von Chk1 im Western-Blot. Exponentielle U20S-Zellen wurden ge-
schadigt und Gesamtprotein wurde nach 0,25, 0,5, 1, 2, 4 und 24 h extrahiert. pChk1 wurde mittels pri-
marem anti-pChk1 (Ser 345) aus Kaninchen und sekundarem IRDYE aus Ziege detektiert. Chk1 wurde
mit anti-Chk1 Antikérper aus Maus und IRDYE aus Ziege nachgewiesen. Die Detektion erfolgte mit dem
Odyssey Infrared Imaging System.

Die Detektion von Chk1 und pChk1 erfolgte gleichzeitig mit verschiedenen Fluoreszenz-
Antikérpern. Chk1 wurde mit einem rot-markierten sekundaren Antikérper nachgewiesen und
pChk1 mit einem grin-markierten. R-Aktin, ebenfalls in rot, diente als Ladekontrolle.

Abbildung 16 zeigt sehr deutlich, dass es nach allen Schadenstypen zu einer Phosphorylie-
rung von Chk1 kam. Dabei zeigte sich das deutlichste Signal nach einseitigen Doppelstrang-
briichen. Die Aktivierung setzte bereits 15 min nach Schadensinduktion ein und hielt bis zu 24 h
an, wobei nach 24 h eine Abschwachung der Aktivierung beobachtet wurde.

Im Vergleich dazu flhrte die Induktion von Basenschaden zu einer leichten Phosphorylierung
von Chk1. Die Phosphorylierung setzte nach 15 min ein, 30 min nach Schadensinduktion zeigte
sich das starkste Signal, welches nach einer Stunde bereits wieder abnahm. Zwei, vier und 24 h
nach Induktion zeigte sich keine Phosphorylierung von Chk1 mehr.

Einzelstrangbriiche fihrten ebenfalls zu einer schwachen Phosphorylierung von Chk1, die

15 min nach Schadensinduktion einsetzte. 30 min und eine Stunde nach Schadensinduktion
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war ein etwa gleich starkes Phosphorylierungssignal messbar, nach zwei h wurde das Signal
deutlich schwéacher und nach vier und 24 h war keine Phosphorylierung mehr messbar.

Die Induktion von DNA-DNA-Quervernetzungen fiihrte zu einer sehr deutlichen Phosphory-
lierung von Chk1, allerdings erst zwei h nach Schadensinduktion, mit einem weiteren Anstieg
nach vier und 24 h.

Zweiseitige Doppelstrangbriiche fiihrten ebenfalls zu einer starken Phosphorylierung von
Chk1. Die Phosphorylierung setzte 30 min nach Schadensinduktion ein, mit dem starksten Sig-
nal nach zwei h, welches nach vier h wieder abnahm. Nach 24 h konnte keine Phosphorylierung
von Chk1 beobachtet werden.

Nach Bestrahlung zeigte sich dagegen nur ein schwaches Phosphorylierungssignal von
Chk1, welches erst nach zwei h einsetzte, aber bis 24 h konstant blieb.

Es zeigte sich somit fir alle induzierten DNA-Schaden eine Phosphorylierung von Chk1, die
am starksten und langsten fir einseitige DSB ausfiel, etwas kurzer, aber ahnlich stark fir zwei-
seitigen DSB vorlag, ebenfalls stark aber spater flir ICL war und am schwachsten und kiirzesten
fur SSB und BD gesehen wurde. Interessanterweise zeigte ionisierende Strahlung ein schwa-
ches aber langes Signal, obwohl durch Bestrahlung alle einzeln untersuchten DNA Schaden

beteiligt sind.

3.2.2 Auswirkungen verschiedener DNA-Schaden auf den Replikationsap-

parat
Da sich deutliche Unterschiede in der Chk1-Phosphorylierung nach verschiedenen DNA-
Schaden zeigten, sollte geklart werden, ob dies auf eine mdgliche Inhibition der Elongation
oder/und auf angehaltene Replikationsgabeln zurickzufiihren ist und ob die Chk1-

Phosphorylierung zu einer Veranderung in der Anzahl neuinitiierter Replikationsereignisse fuhrt.

3.2.2.1 Elongation

Zur Untersuchung der Auswirkung einzelner DNA-Schaden auf den Elongationsprozess
wurden exponentiell wachsende U20S-Zellen nacheinander jeweils flir 20 min mit CldU dann
mit IdU markiert und wahrend des zweiten Markierungsintervalls mit den in Tabelle 12 aufge-
fuhrten Agenzien geschadigt. Die DNA wurde auf einem Objekttrager prapariert und eingebaute
Nukleotide wurden mit Antikérpern nachgewiesen.

Die Langen der IdU markierten Chromatin-Fasern wurden bestimmt und in kb/min umge-
rechnet. Abbildung 17 zeigt die Einbaurate der |dU-Nukleotide unbehandelter und mit Basen-
schaden, Einzelstrangbrichen, DNA-DNA-Quervernetzungen, zwei- und einseitigen DSB be-

handelter sowie bestrahlter Zellen. Unbehandelte Zellen zeigten eine Einbaurate von 0,77
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0,01 kb/min. Die Induktion von zweiseitigen und einseitigen DSB sowie Bestrahlung zeigte mit
einer signifikanten Verkirzung auf 0,43 £ 0,09, 0,39 + 0,009 und 0,44 + 0,01 kb/min den deut-

lichsten Effekt auf den Fortschritt der Replikation. Dagegen zeigten Basenschaden und Einzel-

- *k* *k*

Seded *k*

*k%

Einbaurate, kb/min

unbe BD SSB ICL 2-DSB 1-DSB Gy

Abbildung 17: Mittlere Einbaurate nach Schadensinduktion. Exponentielle U20S-Zellen wurden 40 min
mit CldU und IdU markiert und wahrend des 2. Markierungsintervalls geschadigt, die DNA prapariert und
eingebaute Nukleotide detektiert, die Lange wurde bestimmt und in kb/min umgerechnet. Dargestellt ist
die mittlere Einbaurate von mindestens drei unabhangigen Experimenten, der Fehler ist der Fehler des
Mittelwertes. unbe= unbehandelte Kontrolle, BD= Basenschaden, SSB= Einzelstrangbriiche, ICL= DNA-
DNA- Vernetzungen, 2-DSB = zweiseitige Doppelstrangbriiche, 1-DSB = einseitige Doppelstrangbriiche.
Die Unterschiede zwischen unbehandelter Kontrolle und nach BD, SSB, 2-seitigen und einseitigen DSB
waren hoch signifikant (T-Test P < 0.0001) und fir ICL signifikant P = 0,0182.

strangbriche mit 0,61 + 0,01 und 0,60 * 0,01 kb/min nur eine leichte, aber signifikante Redukti-
on der IdU-Einbaurate. Den geringsten aber ebenfalls signifikanten Effekt auf die Elongation
zeigten DNA-DNA-Quervernetzungen mit 0,72 + 0,02 kb/min.

3.2.2.2 Verteilung der Replikations-Strukturen

Es sollte der Effekt einzelner DNA-Schaden auf die Verteilung der Replikations-Strukturen
untersucht werden. Exponentiell wachsende Zellen wurden nacheinander jeweils flir 20 min mit
CldU und IdU markiert und wahrend des 2. Markierungsintervalls mit den in Tabelle 12 aufge-
fuhrten Agenzien geschadigt. Die DNA wurde auf einem Objekttrager prapariert, CldU und IdU
nachgewiesen und die Verteilung der Replikations-Strukturen bestimmt. Die Werte flr unbe

handelte Zellen wurden von den Werten behandelter Zellen subtrahiert.
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Replikationsstrukturen, %

unbe BD SSB ICL 2-DSB1-DSB Gy unbe BD SSB ICL 2-DSB1-DSB Gy unbe BD SSB ICL 2-DSB 1-DSB Gy

Abbildung 18: Verteilung der Replikationsstrukturen. Exponentielle U20S-Zellen wurden fir jeweils
20 min mit CldU und IdU markiert, die DNA prapariert und eingebaute Nukleotide detektiert und die Rep-
likationsstrukturen quantifiziert. Dargestellt ist der prozentuale Anteil (A) fur elongierende Replikationsga-
beln, (B) fir terminierende Replikationsgabeln 1. Ordnung und (C) fur Initiationsereignisse 2. Ordnung
nach Induktion von BD, SSB, ICL, 2 -und 1-seitigen DSB sowie Bestrahlung abzlglich der unbehandelten
Kontrolle. Der Fehler ist Fehler des Mittelwertes.

Abbildung 18 zeigt den prozentualen Anteil elongierender Replikationsgabeln (A), terminie-
renden Replikationsgabeln 1. Ordnung (B) und von Replikationsurspriingen 2. Ordnung (C)
nach Induktion von Basenschaden, Einzelstrangbrichen, DNA-DNA Quervernetzungen, zwei-
und einseitigen DSB und Bestrahlung. Fast alle induzierten DNA-Schaden fuhrten zu einer Re-
duktion der elongierenden Replikations-Strukturen. Dabei zeigten Basenschaden und DNA-
DNA-Quervernetzungen mit 27 % und 34 % den starksten Effekt, gefolgt von 25 % flr einseitige
DSB. Zweiseitige DSB und Bestrahlung zeigten mit 13 % und 12 % Reduktion einen um die
Halfte geringeren Effekt. Interessanterweise zeigte die Behandlung mit einem Einzelstrang-
bruch-induzierenden Agenz eine Zunahme der elongierenden Replikationsstrukturen um 7,5 %.

Abbildung 18 (B) =zeigt den prozentualen Anteil terminierender Replikationsgabeln
1. Ordnung. Nach fast allen DNA Schaden wurde ein Anstieg terminierender Replikationsgabeln
1. Ordnung beobachtet, wobei BD, ICL und einseitige DSB mit 27 %, 30 % und 27 % die starks-
te Zunahme und zweiseitige DSB und Bestrahlung mit 20 % und 15 % eher eine moderate Zu-
nahme zeigten. Die Induktion von Einzelstrangbriichen fiihrte dagegen zu einer leichten Ab-
nahme um 4 %.

Die Untersuchung der Replikationsurspriinge 2. Ordnung zeigte dagegen nur eine sehr ge-
ringe Veranderung nach Schadigung. Ein leichter Anstieg war fiur BD, ICL mit 4 % und 7 % zu
beobachten, keine Veranderung zeigten einseitige DSB und Bestrahlung mit 0.8 % und 0 % und
eine geringfligige Reduktion konnte fur SSB und zweiseitige DSB mit 4,3 % und 3.4 % beo-

bachtet werden.
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Betrachtet man die einzelnen Schaden, so fallt sehr deutlich auf, dass BD, ICL und einseitige
DSB sich am starksten auf elongierende Replikationsgabeln und terminierende Replikationsga-
beln 1. Ordnung in spiegelbildlicher Weise auswirkten. Dagegen zeigten zweiseitige DSB und
Bestrahlung einen moderateren Effekt. Interessanterweise zeigte die Schadigung durch SSB
als einziges Agenz ein gegenteiliges Bild, mit mehr elongierenden und weniger terminierenden
Strukturen. Es konnte auferdem gezeigt werden, dass sich die DNA-Schadigung in erster Linie
auf elongierende und terminierende Strukturen auswirkte, dagegen nur sehr wenig auf die Rep-
likationsurspriinge. Dies ist moglicherweise auf den mit 40 min doch sehr kurzen Markierungs-

zeitraum zuriickzufiihren.

3.2.2.3 Angehaltene und neuinitierende Replikationsgabeln

Es sollte untersucht werden, ob es mdglicherweise nach langeren Inkubationszeitrdumen
vermehrt zum Anhalten von Replikationsgabeln, sowie parallel dazu zu einer Aktivierung oder
Inhibition von normalerweise ruhenden Replikationsurspriingen kommt. Zu diesem Zweck wur-
de der Markierungszeitraum deutlich verlangert. Exponentiell wachsende Zellen wurden fir
45 min mit CldU markiert und fur die letzten 30 min der CldU-Markierungszeit geschadigt. An-
schlielend wurde IdU fiir 45 min zu den Zellen gegeben, die DNA auf einem Objekttrager pra-
pariert und eingebaute CldU- und IdU-Nukleotide wurden detektiert. Der prozentuale Anteil
elongierender Replikationsgabeln, terminierenden Replikationsgabeln 1. Ordnung und Replika-
tionslrspringe 2. Ordnung wurde bestimmt (Daten nicht gezeigt) und der Anteil terminierender
Replikationsgabeln in Relation zu elongierenden Chromatin-Fasern gestellt. Die Werte fur die
unbehandelten Kontrollen wurden subtrahiert.

Abbildung 19 zeigt den prozentualen Anteil angehaltener Replikationsgabeln nach Basen-
schaden, Einzelstrangbriichen, DNA-DNA Quervernetzungen, zwei- und einseitigen DSB und
Bestrahlung. Nach fast allen DNA-Schaden wurde ein deutlicher Anstieg angehaltener Replika-
tionsgabeln beobachtet, wobei zweiseitige und einseitige DSB mit 19,5 % und 19 % den starks-
ten Effekt zeigten und SSB, BD, ICL mit 8,7 %, 6,3 % und 6,3 % einen etwas schwacheren Ef-
fekt aufwiesen. Nach Bestrahlung zeigte sich interessanterweise ein vollstandig anderes Bild,

mit einer leichten Reduktion angehaltener Replikationsgabeln um 1 %.
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Abbildung 19: Frequenz angehaltener Replikationsgabeln nach DNA-Schadigung. Exponentielle Zellen
wurden fir jeweils 45 min mit CldU und IdU markiert, 15 min nach Beginn der Markierung geschadigt, die
DNA prapariert und Chromatin-Fasern detektiert. Die Replikationsstrukturen wurden quantifiziert und
angehaltene Replikationsgabeln berechnet. Dargestellt ist die mittlere Frequenz angehaltener Replikati-
onsgabeln nach BD, SSB, ICL, 2 -und 1-seitigen DSB sowie Bestrahlung abzliglich der unbehandelten
Kontrolle. Der Fehler ist Fehler des Mittelwertes.

Im Folgenden sollte Uberpriift werden, ob die Inhibition der Elongation sowie das Anhalten
von Replikationsgabeln zu einer veranderten Aktivitat von Neuinitiationsereignissen fihrt. Der
Anteil von Replikationsurspriingen 2. Ordnung wurde in Relation zu elongierenden Chromatin-
Fasern gestellt. Abbildung 20 A zeigt den prozentualen Anteil von Neuinitiationsereignissen
nach Basenschaden, Einzelstrangbriichen, DNA-DNA-Quervernetzungen, zwei- und einseitigen
DSB und Bestrahlung. Unbehandelte Zellen zeigten 39,2 % Neuinitiationsereignisse. Dagegen
konnte fur ein- und zweiseitige DSB, Bestrahlung und ICL Behandlung eine Reduktion zwischen
5-7 % im Vergleich zur Kontrolle beobachtet werden. Fir Basenschaden und Einzelstrangbri-
che zeigte sich ein gegenteiliges Bild, mit einer Zunahme der Neuinitiationsereignisse um 2 %
und 4 % im Vergleich zur Kontrolle.

Die Initiation der Replikation wird mal3geblich von Chk1 reguliert, deshalb sollte die Phos-
phorylierung von Chk1 mit der Aktivierung der Neuinitiationsereignisse verglichen werden. Flr
den Vergleich wurde der zwei Stunden Wert der Westernblot-Analyse quantifiziert (Abbildung
16), die Werte der unbehandelten Kontrolle auf 1 gesetzt und die Werte nach DNA-Schadigung
auf 1 normiert. Zweiseitige und einseitige DSB zeigten mit Werten von 5,5 und 4,7 die starkste
Phosphorylierung von Chk1, wahrend Einzelstrangbriiche, ICL und Bestrahlung mit 2,5 eine
etwas schwachere Phosphorylierung und Basenschaden mit einem Wert von 2 die geringste

Phosphorylierung aufwiesen.



Ergebnisse 51

7
6
X c
& 0
e 7}
a -
g o 5
=] 3
g w44
o x
c <
_g O 34
ks Y
=
= >
E - 2+
E] )
z o
1
0+—
unbe BD SSB ICL 2-DSB 1-DSB Gy unbe BD SSB ICL 2-DSB 1-DSB Gy

Abbildung 20: Frequenz von Neuinitiationsereignisse (A) im Vergleich zur Phosphorylierung von Chk1
(B) nach DNA-Schadigung. (A) Exponentielle Zellen wurden jeweils 45 min mit CldU und IdU markiert
und 15 min nach CldU-Gabe geschadigt, die DNA wurde prapariert und eingebaute Nukleotide detektiert.
Replikationsstrukturen wurden quantifiziert und neuinitiierte Replikationsereignisse berechnet. Dargestellt
ist die mittlere Frequenz der Neuinitiationsereignisse. Fehler ist der Fehler des Mittelwertes. B) Quantifi-
zierung der Chk1 Phosphorylierung. Parallel zum DNA Fiber Assay wurden Gesamtproteinextrakte pra-
pariert und pChk1 und Chk1 wurde mittels Western Blot detektiert und mit Odyssey Infrared Imaging
System quantifiziert. Die Werte der unbehandelt Kontrolle wurden auf 1 normiert.

Fafl3t man die Untersuchungen der Chk1-Phosphorylierung und der Messung von Neuinitiati-
onsereignissen zusammen, kam es nach der Induktion von ein- und zweiseitigen DSB zur
starksten Phosphorylierung von Chk1 und zur deutlichsten Reduktion von Neuinitiationsereig-
nissen. Wahrend ICL und Bestrahlung eine moderate Phosphorylierung von Chk1 zeigten, fiel
die Reduktion von Neuinitiationsereignissen ebenfalls etwas schwacher aus. Nach der Induktion
von Basenschaden zeigte sich die schwachste Phosphorylierung von Chk1 und eine leichte

Aktivierung der Neuinitiationsereignisse.
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3.2.3 Genomische Instabilitdit von Chromosomen nach Schadensinduktion
Es sollte im Folgenden untersucht werden, ob sich die beobachteten Effekte in der S-Phase in
Form chromosomaler Veranderungen manifestieren. Dafiir wurden exponentiell wachsende
U20S-Zellen mit den in Tabelle 12 aufgefiihrten Agenzien geschadigt, in der nachsten
Metaphase arretiert, anschlieRend auf Objekttragern prapariert, gefarbt und die Anzahl der
Zellen mit radialen Chromosomen bestimmt.

Abbildung 21 zeigt den Prozentsatz der Zellen mit Radialen nach Induktion von Basenschaden,
Einzelstrangbrichen, DNA-DNA-Quervernetzungen, einseitigen DSB und Bestrahlung im
Vergleich zu unbehandelten U20S-Zellen. Es wurden keine Radialen in unbehandelten Zellen
beobachtet. Bestrahlung und die Induktion von Basenschaden fuhrten dagegen zu einer
deutlichen Zunahme mit 4,7 % und 3,7 % Zellen mit radialen Chromosomen. Einseitige DSB
fuhrten ebenfalls zu radialen Chromosomen, mit einem Anteil von 2,7%. Dagegen konnte nach
Induktion von DNA-DNA-Quervernetzungen und Einzelstrangbrichen mit 0,55 % und 0,52 %
nur ein sehr geringer Effekt auf die Bildung radialer Chromosomen beobachtet werden.

Somit zeigten Zellen nach Bestrahlung und Basenschaden den starksten Anstieg an Radialen,

gefolgt von einseitigen DSB und ICL und Einzelstrangbriichen.
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Abbildung 21: Prozentualer Anteil radialer Chromosomen. Exponentielle U20S-Zellen wurden gescha-
digt und durch die Gabe von Colcemid in der Metaphase arretiert. Die Metaphasen wurden auf Objekttra-
gern prapariert und gefarbt. Am Durchlichtmikroskop wurden die Zellen mit radialen Chromosomen quan-
tifiziert. Dargestellt ist der mittlere prozentuale Anteil von Zellen mit radialen Chromosomen. Fehler ist
Fehler des Mittelwertes.
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3.2.4 Zusammenfassung Teil 1

Es konnte sehr deutlich gezeigt werden, dass es durch die Induktion von ein- und zweiseiti-
gen DSB mit den durch Strahlung induzierten Schaden zu einer vergleichbar starken Inhibition
der Elongation kam. Dagegen zeigte sich nach Basenschaden und Einzelstrangbriichen nur ein
moderater und nach ICL fast kein Effekt auf die Elongation.

Die Analyse von aktiven Replikationsgabeln zeigte, dass nach allen DNA-Schaden bis auf
Bestrahlung eine Reduktion der Aktivitat beobachtet werden konnte, wobei zweiseitige und ein-
seitige DSB den starksten Effekt zeigten und SSB, BD und ICL einen schwacheren. Bestrah-
lung wirkte sich dagegen nicht auf die Aktivitat der Replikationsgabeln aus. Nach Bestrahlung
gab es interessanterweise keine angehaltenen Replikationsgabeln.

Des Weiteren zeigte die Induktion von ein- und zweiseitigen DSB gefolgt von DNA-DNA-
Quervernetzungen und Bestrahlung eine Inhibition von Initiationsereignissen, die mit einer
Phosphorylierung von Chk1 im Western-Blot bestatigt werden konnte. Die Induktion von Einzel-
strangbriichen und Basenschaden zeigte keine Veranderung der Aktivitat der Initiationsereig-
nisse, die Western-Blot-Analyse zeigte ebenfalls das schwachste Chk1 Signal.

Darlber hinaus konnte gezeigt werden, dass vor allem Basenschaden, Bestrahlung und ein-
seitigen DSB zur Bildung radialer Chromosomen fiuhrten, wahrend es nach DNA-DNA-

Quervernetzungen und Einzelstrangbrichen keine Radialen gab.
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3.3 Bedeutung der Rad51 Uberexpression fiir DNA Schaden in
der Replikation

Rad51 ist das Hauptprotein der Homologen Rekombination und spielt insbesondere flr
die Reparatur von Doppelstrangbriichen in der S- und G2-Phase eine entscheidende Rolle. Es
sollte Uberpriift werden, ob sich ein Uberangebot von Rad51 auf die Reparatur replikationsas-
soziierter DNA-Schaden auswirkt. Die Experimente wurden mit U20S-Zellen durchgefihrt, in
denen durch Transfektion des Rad51 Gens unter Kontrolle eines hormoninduzierbaren Promo-
ters die transiente Uberexpression von Rad51 (UiRad) erzielt wurde. Als Kontrolle dienten
U20S-Zellen ohne Hormoninduktion, die bereits im ersten Teil der Arbeit verwendet wurden.
Vorangegange Arbeiten (Wrona, 2010) konnten zeigen, dass die Rad51 Uberexpression zu
einem genomisch-instabilen Phanotyp fuhrte. Ungeschadigte UiRad-Zellen wiesen vermehrt
spontane Doppelstrangbriiche auf, mehr G2-Aberrationen, eine deutliche Akkumulation in der
G2-Phase und eine erhdhte Sensitivitat nach Behandlung mit MMC. Diese Beobachtungen sind
sehr deutliche Hinweise auf eine fehlgeleitete Reparatur in der S-Phase.

In der vorliegenden Arbeit sollte Uberprift werden, ob die genomische Instabilitat der
Rad51 Uberexprimierenden Zellen durch nicht reparierte, spontane oder replikationsassoziierte
DNA-Schaden in der S-Phase hervorgerufen wird. Mit Hilfe des DNA Fibre Assays sollten zu-
nachst alle Aspekte der Replikation in ungeschadigten und geschadigten Zellen untersucht
werden. Im Koloniebildungsassay sollte Uberprift werden, ob die UiRad-Zellen im Vergleich
zum Wildtyp auf besondere DNA Schaden empfindlich reagieren. Die Analyse von radialen

Chromosomen sollte Aufschluss Uber Fehlreparaturereignisse geben.

3.3.1 Replikation ungeschidigter Zellen mit Rad51 Uberexpression

Es konnte beobachtet werden, dass Zellen mit Rad51 Uberexpression im unbehandelten Zu-
stand vermehrt Doppelstrangbriiche aufwiesen und in G2 arretierten. Es sollte Uberprift wer-
den, ob sich ein Uberangebot von Rad51 schon im ungeschadigten Zustand auf Replikati-
onsprozesse wie die Einbaurate, das Anhalten von Replikationsgabeln oder die Aktivitat der

Initiationsereignisse auswirkt.

3.3.1.1 Elongation bei Rad51 Uberexpression

Es sollte zun&chst untersucht werden, ob sich ein Uberangebot von Rad51 auf den Einbau
von Nukleotiden in den neusynthetisierten DNA-Strang im Vergleich zum Wildtyp unterscheidet.
Fir die Analyse der Rad51 Uberexpression wurde 24 h vor Versuchsdurchfiihrung die Rad51
Uberexpression durch die Gabe von Ponasterone A induziert und U20S-Zellen ohne Hormon-

behandlung als Wildtyp mitgefuihrt. Exponentiell wachsende U20S-Zellen wurden nacheinander
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jeweils fur 20 min mit CldU und IdU markiert, die DNA auf einem Objekttrager prapariert und
eingebaute Nukleotide mit Antikdrpern nachgewiesen. Fir die Analyse der Einbaurate wurden
nur elongierende Replikationsgabeln bewertet. Die Gesamtlange der Chromatin-Fasern wurde
bestimmt, die erhaltene Lange wurde in kb/min umgerechnet, das IdU/CIdU Verhaltnis wurde
ermittelt und es wurden nur symmetrische Chromatin-Fasern fur die Berechnung der mittleren
Einbaurate hinzugezogen und mit dem Wildtyp verglichen.

Abbildung 22 zeigt die mittlere Einbaurate von Uberexprimierenden und Wildtyp-Zellen, dabei
zeigten Uberexprimierende Zellen mit 0,69 + 0,01 kb/min im Vergleich zu 0,82 £ 0,01 kb/min in

Wildtyp-Zellen eine deutlich geringere Einbaurate. Der Unterschied war hoch signifikant.
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Abbildung 22: Mittlere Einbaurate von Zellen mit und ohne Rad51 Uberexpression. 24 h vor Versuchs-
durchfiihrung wurde die Rad51 Uberexpression induziert. Exponentielle Zellen wurden fiir 40 min mit
CldU und IdU markiert, die DNA prapariert und die eingebauten Nukleotide mit Antikérpern detektiert. Die
Lange der Chromatin-Fasern wurde bestimmt und in kb/min umgerechnet. Dargestellt ist die mittlere Ge-
samt-Einbaurate symmetrischer Chromatin-Fasern. Der Fehler ist Fehler des Mittelwertes. Die Unter-
schiede der beiden Einbauraten war hochsignifikant (T-Test P< 0.0001).
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3.3.1.2 Verteilung der Replikations-Strukturen bei Rad51 Uberexpression

Es sollte untersucht werden, ob sich ein Uberangebot von Rad51 auf die Verteilung der Repli-
kations-Strukturen auswirkt. Fir die Analyse der Rad51 Uberexpression wurde 24 h vor Ver-
suchsdurchfiihrung die Rad51 Uberexpression durch die Gabe von Ponasterone A induziert
und U20S-Zellen ohne Hormonbehandlung mitgefiihrt. Exponentiell wachsende Zellen wurden
fur jeweils 45 min mit CldU und IdU markiert, die DNA auf einem Objekttrager prapariert und
eingebaute CldU- und IdU-Nukleotide nachgewiesen. Zunachst sollte die Verteilung der Repli-
kations-Strukturen bestimmt werden.

Abbildung 23 zeigt das Verhaltnis von elongierenden, terminierenden Replikationsgabeln
1. Ordnung, sowie Replikationsurspriingen 2. Ordnung. Es zeigten sich sehr deutliche Unter-
schiede bei einer Uberexpression von Rad51. Uberexprimierende Zellen zeigten mit 56 % deut-
lich mehr elongierende Replikations-Strukturen im Vergleich zum Wildtyp mit nur 37,7 %.
Dies wirkte sich ebenfalls auf den Anteil terminierender Replikationsgabeln aus mit einer deutli-
chen Reduktion um 7,4 %, von 37,9 % im Wildtyp auf 30,5 % bei Rad51 Uberexpression, sowie
auf den Anteil der Replikationsurspriinge 2. Ordnung ebenfalls mit einer deutlichen Reduktion
um 11,1 % von 24,8 % im Wildtyp im Vergleich zu 13,7 % bei Rad51 Uberexpression. Zusam-
menfassend betrachtet, zeigte sich fiir Zellen mit einer Rad51 Uberexpression neben einer sig-
nifikanten Reduktion in der Einbaurate ebenfalls deutlich weniger Terminations- und Neuinitiati-

ons-Ereignisse im Vergleich zum Wildtyp.
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Abbildung 23: Verteilung der Replikations-Strukturen von Zellen mit und ohne Rad51 Uberexpresssion.
24 h vor Versuchsdurchfiihrung wurde die Rad51 Uberexpression induziert. Exponentielle Zellen wurden
fur jeweils 45 min mit CldU und IdU markiert, die DNA prapariert und die eingebauten Nukleotide detek-
tiert. Die Replikations-Strukturen wurden quantifiziert. Dargestellt ist der prozentuale Anteil elongierender
Replikationsgabeln, terminierender Replikationsgabeln 1. Ordnung und Initiationsereignissen 2. Ordnung.
Der Fehler ist Fehler des Mittelwertes.

3.3.1.3 Elongation nach DNA-Schadigung bei Rad51 Uberexpression

Zellen mit Rad51 Uberexpression wiesen bereits im unbehandelten Zustand eine veranderte
Replikation auf. Im Folgenden sollte untersucht werden, ob sich die Rad51 Uberexpression
ebenfalls auf die Elongation nach DNA-Schadigung im Vergleich zum Wildtyp auswirkt. Dazu
wurde die Rad51 Uberexpression durch die Gabe von Ponasterone A 24 h vor Versuchsdurch-
fuhrung induziert und U20S-Zellen ohne Hormonbehandlung mitgefuhrt. Exponentiell wach-
sende Zellen wurden fur jeweils 20 min mit CldU und IdU markiert und wahrend des zweiten
Markierungsintervalls mit den in Tabelle 12 aufgefuhrten Agenzien geschadigt. Die DNA wurde
auf einem Objekttrager prapariert, die eingebauten CldU- und IdU-Nukleotide nachgewiesen
und die Langen der eingebauten IdU-Nukleotide elongierender Replikationsgabeln vermessen
und in kb/min umgerechnet. Die Werte fur ungeschadigte Zellen wurden fur jede Zelllinie auf 1
gesetzt und die Werte nach Basenschaden, Einzelstrangbrichen, DNA-DNA-
Quervernetzungen, zwei- und einseitigen DSB sowie nach Bestrahlung auf die unbehandelte
Kontrolle normiert.

Abbildung 24 zeigt deutliche Unterschiede fiir Zellen mit Rad51 Uberexpression nach DNA-
Schadigung im Vergleich zum Wildtyp. Dabei zeigten DNA-DNA-Quervernetzungen den
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Abbildung 24: Normalisierte Einbaurate von Zellen mit Rad51 Uberexpression im Vergleich zum Wildtyp
nach Schadigung. 24 h vor Versuchsdurchfiihrung wurde die Rad51 Uberexpression induziert. Exponen-
tielle Zellen wurden fiir 40 min mit CldU und IdU markiert, zum 2. Markierungsintervall wurde geschadigt,
die DNA prapariert und eingebaute Nukleotide detektiert. Die Lange der |IdU-Nukleotide wurde bestimmt
und in kb/min umgerechnet. Unbe= unbehandelte Kontrolle, BD= Basenschaden, SSB= Einzelstrangbru-
che, ICL= DNA-DNA-Quervernetzungen, 2-DSB = zweiseitige Doppelstrangbriche, 1-DSB = einseitige
Doppelstrangbriiche, Gy = Bestrahlung. Die Unterschiede zwischen Wildtyp-Zellen und UiRad-Zellen
waren auller nach Bestrahlung hoch signifikant (T-Test P < 0.0001). Dargestellt ist die normierte |dU-
Einbaurate symmetrischer Chromatin-Fasern. Der Fehler ist Fehler des Mittelwertes.
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deutlichsten Unterschied mit einer Reduktion um 34 % auf 0,66 von 1 in unbehandelten Zel-

len im Vergleich zu 7 % auf 0,93. Basenschaden und Einzelstrangbriiche zeigten mit einer Re-
duktion um 31 % auf 0,69 und 34 % auf 0,66 im Vergleich zu 22 % auf 0,78 und 21 % auf 0,79
einen etwas schwacheren Unterschied. Die deutlichste Reduktion der Elongation, aber der ge-
ringste Unterschied zwischen den Zellen zeigte sich mit 52 % Reduktion auf 0,48 und 56 % auf
0,44 nach zweiseitigen und einseitigen DSB im Vergleich zu 45 % auf 0,55 und 50 % auf 0,5.
Nach Bestrahlung zeigten sich die Zellen mit Rad51 Uberexpression resistenter, mit nur einer
Reduktion um 37 % auf 0,63 im Vergleich zu 44 % auf 0,56.
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3.3.1.4 Neustart der Replikation nach DNA-Schadigung bei Rad51 Uberexpression

DSB mit einer Reduktion um 65 % im Vergleich zu 7 %. Nach zweiseitigen DSB und DNA-
DNA-Quervernetzungen zeigten sich etwas geringere Unterschiede mit einer Reduktion um
49 % zu 30 % und 28 % zu 6 %. Den geringsten Unterschied zeigten Basenschaden mit einer
Reduktion um 15 % im Vergleich zu einem leichten Anstieg um 1 % im Wildtyp. Dagegen zeigte
sich auch nach Uberexpression von Rad51 kein Effekt nach Bestrahlung wie im Wildtyp.

Somit gab es die deutlichsten Unterschiede bei Rad51 Uberexpression nach Induktion von
einseitigen DSB und Einzelstrangbriichen im Vergleich zum Wildtyp.

Da sich nach den kurzen Einbauzeiten ein so deutlicher Unterschied auf die Elongation zwi-
schen UiRad- und Wildtyp-Zellen zeigte, sollte der Anteil an Zellen die nach Schadensinduktion
in der Lage waren, die Replikation fortzusetzen, bestimmt werden. Daflr wurde das Markie-
rungsprotokoll 2 verwendet und exponentiell wachsende UiRad- und Wildtyp-Zellen wurden far
45 min mit CldU markiert und fur die letzten 30 min der CldU-Markierungszeit geschadigt. An-
schlielend wurde IdU fiir 45 min zu den Zellen gegeben, die DNA wurde auf einem Objekttra-
ger prapariert und eingebaute Nukleotid-Analoga wurden mit Antikérpern nachgewiesen. Zu-
nachst wurde die Verteilung der elongierenden Replikationsgabeln nach DNA-Schadigung be-
trachtet. Die Werte flir die unbehandelte Kontrolle wurden jeweils auf 1 gesetzt und die Werte
nach Basenschaden, Einzelstrangbriichen, DNA-DNA Quervernetzungen, zwei- und einseitigen
DSB sowie nach Bestrahlung auf die unbehandelte Kontrolle normiert.

Abbildung 25 zeigt die normierten Werte von elongierenden Replikationsgabeln in unbehandel-
ten Rad51 Uberexprimierenden Zellen sowie nach Induktion der oben aufgefiihrten Schaden im
Vergleich zum Widtyp. Es zeigten sich eindeutige Unterschiede zwischen Uberexprimierenden
und Wildtyp-Zellen. Am deutlichsten fiel der Unterschied nach Einzelstrangbriichen mit einer

Reduktion um 61 % im Vergleich zu 17 % im Wildtyp sowie nach einseitigen
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Abbildung 25: Anteil elongierender Replikationsgabeln in Zellen mit und ohne Rad51 Uberexpression
nach Schadigung Exponentielle Zellen wurden fir 90 min mit CldU und IdU markiert, zur CldU-
Markierung ein Schaden induziert und die DNA prapariert. Die Nukleotide wurden detektiert und die Rep-
likations-Strukturen quantifiziert und angehaltene Replikationsgabeln berechnet. Dargestellt ist die mittle-
re Frequenz angehaltener Replikationsgabeln nach Schadigung. Beschriftung wie Abbildung 24. Der
Fehler ist Fehler des Mittelwertes.

3.3.1.5 Angehaltene und neuinitierende Replikationsgabeln bei Rad51 Uberexpression

Im nachsten Schritt sollte untersucht werden, wie grof3 der Anteil an angehaltenen Replikati-
onsgabeln und Neuinitiationsereignissen nach Induktion von DNA-Schaden ist. Daflr wurde der
Anteil an terminierenden Replikationsgabeln 1. Ordnung in Relation zu elongierenden Replikati-
onsgabeln gestellt (Abbildung 15). Die Werte flir die unbehandelte Kontrolle wurden jeweils auf
1 gesetzt und die Werte nach Basenschaden, Einzelstrangbrichen, DNA-DNA-
Quervernetzungen, zwei- und einseitigen DSB sowie nach Bestrahlung auf die unbehandelte
Kontrolle normiert.

Abbildung 26 zeigt die normierten Werte von angehaltenen Replikationsgabeln in Zellen mit
und ohne Rad51 Uberexpression nach Induktion der oben aufgefiihrten DNA-Schaden im Ver-
gleich zu unbehandelten Zellen. Es zeigten sich sehr deutliche Unterschiede nach Schadensin-
duktion in Zellen mit einer Uberexpression an Rad51 im Vergleich zum Wildtyp, mit den deut-
lichsten Effekten nach Induktion von Einzelstrangbrichen sowie einseitigen DSB. Nach Einzel-

strangbriichen stieg der Anteil an angehaltenen Replikationsgabeln um 100 % auf 2 von 1 in
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Abbildung 26: Anteil der Terminations-Ereignisse in Zellen mit und ohne Rad51 Uberexpressi-
on. Exponentielle Zellen wurden fur 90 min mit CldU und IdU markiert, zur CldU-Markierung ein
Schaden induziert und die DNA prapariert. Die Nukleotide wurden detektiert und die Replikati-
ons-Strukturen quantifiziert und angehaltene Replikationsgabeln berechnet. Dargestellt ist die
mittlere Frequenz angehaltener Replikationsgabeln nach Schadigung. Beschriftung wie Abbil-
dung 24. Der Fehler ist Fehler des Mittelwertes.

unbehandelten Zellen mit Rad51 Uberexpression, wahrend im Wildtyp nur ein Anstieg um
20 % auf 1,2 von 1 zu beobachten war. Derselbe Effekt war auch nach einseitigen DSB zu beo-
bachten. Der Anteil an angehaltenen Replikationsgabeln stieg um 100 % im Vergleich zu nur
36 %. Nach zweiseitigen DSB fiel der Anstieg um 80 % im Vergleich zu 40 % geringer aus. Dies
zeigte sich ebenfalls nach DNA-DNA-Quervernetzungen und Basenschaden mit einem Anstieg
von 25 % und 10 % im Vergleich zu 20 % und 5 %. Nach Bestrahlung zeigte sich kein Effekt auf
die Aktivitdt von Replikationsgabeln, weder in Zellen mit Rad51 Uberexpression noch im Wild-
typ.

Nachdem deutliche Effekte auf elongierende Replikations-Strukturen und angehaltene Repli-
kationsgabeln nach Induktion von Einzelstrangbriichen und einseitigen DSB beobachtet wur-
den, sollte im Folgenden geklart werden, ob sich dies auf die Aktivitat von Initiationsereignissen
2.0rdung auswirkt. Zur Ermittlung des Anteils an Neuinitiationsereignissen nach Schadigung
wurden Replikationsurspriingen 2. Ordnung in Relation zu elongierenden Replikationsgabeln
gestellt (Abbildung 15). Die Werte flr die unbehandelte Kontrolle wurden jeweils auf 1 gesetzt
und die Werte nach Basenschaden, Einzelstrangbriichen, DNA-DNA-Quervernetzungen, zwei-

und einseitigen DSB sowie nach Bestrahlung auf die unbehandelte Kontrolle normiert.
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Anteil von Neuinitiationsereignisse

Abbildung 27: Anteil von Neuinitiations-Ereignissen mit und ohne Rad51 Uberexpression nach Schadi-
gung. 24 h vor Versuchsdurchfiihrung wurde die Rad51 Uberexpression induziert. Exponentielle Zellen
wurden fir 90 min mit CldU und IdU markiert, zur CldU Markierung ein Schaden induziert und die DNA
prapariert. Die Nukleotide wurden detektiert und die Replikations-Strukturen quantifiziert und Neuinitiati-
onsereignisse berechnet. Dargestellt ist die mittlere Frequenz von Neuinitiationsereignissen. Beschriftung
wie Abbildung 24. Der Fehler ist Fehler des Mittelwertes.

Abbildung 27 zeigt den Anteil neuer Initiationsereignisse nach DNA-Schadigung in Zellen mit
Rad51 Uberexpression im Vergleich zum Wildtyp. Es zeigte sich nach allen Agenzien eine ver-
mehrte Neuinitiation in Zellen mit einer Rad51 Uberexpression, im Wildtyp zeigte sich dagegen
ein vollstdndig anderes Muster. Der deutlichste Effekt war wieder nach Induktion von Einzel-
strangbrichen und einseitigen DSB zu sehen. Nach Einzelstrangbrichen stieg der Anteil von
Neuinitiationsereignissen um fast das dreifache auf 2,7 von 1, wahrend sich diese in Wildtyp-
Zellen nicht auf die Neuinitiation auswirkten. Ebenso deutlich zeigte sich nach einseitigen DSB
ein drastischer Anstieg an Neuinitiations-Ereignissen um das etwa dreifache auf 2,8, wohinge-
gen es eine Reduktion um 17 % im Wildtyp gab. DNA-DNA-Quervernetzungen und zweiseitigen
DSB wirkten sich bei Rad51 Uberexpression in gleicher Weise aus, mit einem Anstieg um
100 % und 95 % auf 2 und 1,95, wahrend im Wildtyp eine Reduktion um 13 % und 17 % beo-
bachtet werden konnte. Nach Basenschaden stieg der Anteil um 60 % bei Rad51 Uberexpres-
sion im Vergleich zu nur 9 % im Wildtyp und nach Bestrahlung gab es nur einen sehr geringen
Unterschied mit einem Anstieg um 20 % im Vergleich zu einer Reduktion um 15 %. Somit zeigte

sich auch hier sehr deutlich, dass sich Uberexprimierende und Wildtyp-Zellen sehr gegensatz-
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lich verhielten. Wahrend es bei Rad51 Uberexpression nach allen DNA-Schaden bis auf Be-
strahlung zu einem deutlichen Anstieg von Neuinitiationsereignissen kam, reduzierten sich die-
se in Wildtyp-Zellen.

Fasst man alle Untersuchungen der Replikationsereignisse zusammen, zeigten sich deutli-
che Unterschiede zwischen Zellen mit Rad51 Uberexpression im Vergleich zum Wildtyp. Wah-
rend es bei der Untersuchung der Elongation die gréten Unterschiede zwischen den Zellen
nach DNA-DNA-Quervernetzungen, Basenschaden und Einzelstrangbrichen gab und weniger
nach ein- und zweiseitigen DSB und Bestrahlung, zeigte sich nach Untersuchung neustartender
elongierender Strukturen, angehaltener Replikationsgabeln und Neuinitiationsereignissen im-
mer wieder die grofiten Unterschiede nach Einzelstrangbriichen und einseitigen DSB und keine

Effekte nach ionisierender Strahlung.

3.3.2 Chk1-Aktivierung nach Induktion von Einzelstrangbriichen, einseiti-

gen DSB und Bestrahlung

Nachdem gezeigt werden konnte, dass es die grofsten Unterschiede nach Induktion von Ein-
zelstrangbriichen und einseitigen DSB in Zellen mit Rad51 Uberexpression im Vergleich zum
Wildtyp gab und kein Effekt nach Bestrahlung zu sehen war, sollte tUberprift werden, wie sich
die Phosphorylierung von Chk1 nach Schadigung verhélt. Fiir die Analyse der Rad51 Uberex-
pression wurde 24 h vor Versuchsdurchfilhrung die Rad51 Uberexpression durch die Gabe von
Ponasterone A induziert. Exponentielle Zellen wurden jeweils mit Einzelstrangbrichen, einseiti-
gen DSB induziert oder mit 6 Gy bestrahlt. Innerhalb von 24 h wurden Proteine isoliert und die

Phosphorylierung von Chk1 wurde im Western-Blot analysiert.

Un Un
be 15° 30° 1h 2h 4h 24h be 15° 30° 1h 2h 4h 24h
handelt handelt

Chk1 (rot) / pChk1 (griin)
B-Aktin (rot)

Chk1 (rot) / pChk1 (griin)
B-Aktin (rot)

1-seitige
DSB

Chk1 (rot) / pChk1 (griin)
Bestrahlung B-Aktin (rot)

WT-U20S UiRad

Abbildung 28: Phosphorylierung von Chk1 im Western-Blot. Exponentielle WT-U20S-Zellen (links) und
UiRad-Zellen (rechts) wurden geschadigt und Gesamtprotein wurde nach 0,25, 0,5, 1, 2, 4 und 24 h ext-
rahiert. pChk1 wurde mittels primarem anti-pChk1 (Ser 345) aus Kaninchen und sekundarem IRDYE aus
Ziege detektiert. Chk1 wurde mit anti-Chk1 Antikérper aus Maus und IRDYE aus Ziege nachgewiesen.
Die Detektion erfolgte mit dem Odyssey Infrared Imaging System.
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Die Detektion von Chk1 und pChk1 erfolgte gleichzeitig und mit verschiedenen Fluoreszenz-
Antikérpern.

Abbildung 28 zeigt, dass es deutliche Unterschiede in der Phosphorylierung von Chk1 bei
Rad51 Uberexpression im Vergleich zum Wildtyp nach Schadensinduktion gab. Wahrend Ein-
zelstrangbriche im Wildtyp zu einer deutlicheren Phosphorylierung fihrten, die bereits 15 min
nach Schadensinduktion einsetzte und sich bis zu 2 h verstarkte, zeigte sich in Zellen mit
Rad51 Uberexpression ein sehr schwaches Chk1 Phosphorylierungssignal, in einem Zeitraum
von 15 min bis 1 h.

Auch bei der Induktion einseitiger Doppelstrangbriiche zeigten sich deutliche Unterschiede
zwischen Rad51 Uberexprimierenden und Wildtyp-Zellen. So zeigten Wildtyp-Zellen eine sehr
starke Phosphorylierung von Chk1, die bereits nach 15 min einsetzte und bis zu 24 h nach
Schadensgabe anhielt. Dagegen konnte in Zellen mit Rad51 Uberexpression nur eine sehr
schwache Phosphorylierung beobachtet werden und dies nur in einem Zeitraum von 30 min
und 1 h nach Behandlung.

Deutlich Unterschiede zeigten sich ebenfalls nach Bestrahlung. Wahrend Wildtyp-Zellen erst
zu spateren Zeitpunkten eine Phosporylierung von Chk1 aufwiesen, von 2 h bis 24 h, zeigten
Zellen mit Rad51 Uberexpression zwar bereits nach 15 min ein Phosphorylierungssignal, dieses
fiel allerdings deutlich schwacher aus als im Wildtyp.

Somit zeigten sich deutliche Unterschiede in der Chk1-Phosphorylierung bei Uberexpression

von Rad51 im Vergleich zum Wildtyp.

3.3.3 DNA-Doppelstrangbriiche nach Behandlung mit Wasserstoffperoxid
Nachdem gezeigt werden konnte, dass Zellen mit einer Rad51 Uberexpression nach der In-
duktion von Einzelstrangbriichen besonders empfindlich wahrend der Replikation reagierten,
sollte Uberprift werden, ob sich dies auf die Bildung von DNA-Doppelstrangbriichen im Ver-
gleich zum Wildtyp auswirkt. Fir den Nachweis von Doppelstrangbrichen wurden in den Ui-
Rad-Zellen 24 h vor Versuchsdurchfiinrung die Rad51 Uberexpression induziert, dann mit ver-
schiedenen Konzentrationen Wasserstoffperoxid (H.O,) behandelt, um sowohl Einzelstrangbri-
che als auch Doppelstrangbriiche zu induzieren. Die Zellen wurden flr 4 h inkubiert, um yH2AX-
Foci auszubilden. Diese wurden immunzytometrisch sichtbar gemacht und quantifiziert.
Abbildung 29 zeigt die Anzahl von yH2AX-Foci pro Zelle in Zellen mit Rad51 Uberexpression
nach Behandlung mit Wasserstoffperoxid im Vergleich zum Wildtyp. Fur Wildtyp-Zellen zeigte

sich bis zu einer Konzentration von 100 uM nur ein sehr geringer Anstieg der yH2AX-Foci von
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Abbildung 29: Anzahl der yH2AX-Foci pro Zelle nach Behandlung mit Wasserstoffperoxid. Die Rad51
Uberexpression wurde induziert Exponentielle Zellen wurden mit verschiedenen Konzentrationen H,0,
geschadigt und nach 4 h wurden yH2AX FOCI immunzytometrisch nachgewiesen. Der Fehler ist Fehler
des Mittwertes.

unbehandelten Zellen mit 0,37 £ 0,04 zu 0,24 + 0,09 nach 25 uM, 0,73 £ 0,06 bei 50 uM und
10,15 bei 100 uM H,0O.,. Erst bei einer Konzentration von 200 uM zeigte sich ein deutlicher
Anstieg mit 2,8 + 0,18 yH2AX-Foci pro Zelle. In Zellen mit Rad51 Uberexpression zeigte sich
bereits in unbehandelten Zellen eine deutliche Bildung von Doppeltsrangbrichen mit 1,3 £ 0,06
yH2AX-Foci pro Zelle. Bereits nach sehr geringen Konzentration konnte eine weitere Zunahme
von DNA-Doppelstrangbriichen beobachtet werden, mit 3,05 + 0,29 bei 25 uM, 4,35 £ 0,12 bei
50 uM. Die Anzahl der Doppelstrangbriiche nahm bei héheren Konzentrationen leicht ab und
naherte sich den Werten des Wildtyps mit 3,6 £ 0,15 bei 100 pM und 2,8 + 0,37 bei 200 uM. Die
Unterschiede zwischen den Zelllinien waren flir Unbehandelte nach 50 yM H,O, und 100 uM
H,0O, mit P< 0,0001 hochsignifikant und fir 25 yM H,O, mit P< 0,0002 ebenfalls hochsignifikant.
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3.3.4 Genomische Instabilitit bei Rad51 Uberexpression

In Zellen mit Rad51 Uberexpression konnte bereits im unbehandelten Zustand eine deutli-
che Anzahl von Doppelstrangbriichen detektiert werden. Im Folgenden sollte Gberprift werden,
ob sich diese im Verlaufe des Zellzyklus als chromosomale Aberrationen manifestieren. Daflir
wurden exponentiell wachsende Zellen in der Metaphase mittels Colcemid arretiert und an-
schlielend Metaphasen auf Objekttragern prapariert, gefarbt und der Anteil von Zellen mit radi-
alen Chromosomen bestimmt. Abbildung 30 zeigt den Anteil der Zellen mit radialen Chroms-
omen in Zellen mit Rad51 Uberexpression im Vergleich zum Wildtyp. Es konnte ein deutlicher
Unterschied beobachtet werden. Rad51 Uberexprimierende Zellen zeigten einen deutlich hohe-

ren Anteil an Zellen mit radialen Chromosomen im Vergleich zum Wildtyp mit 8,3 % zu 0,33%.
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Abbildung 30: Prozentualer Anteil von Zellen mit radialen Chromosomen ohne exogene Schadigung.
Exponentielle Zellen mit und ohne Rad51 Uberexpression wurden in der Metaphase arretiert, prapariert,
gefarbt und der Anteil an Zellen mit radialen Chromosomen quantifiziert. Dargestellt ist der mittlere pro-
zentuale Anteil von Zellen mit radialen Chromosomen. Fehler ist Fehler des Mittelwertes.
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Im Folgenden sollte Uberpriift werden, ob sich die Rad51 Uberexpression nach Schadigung
durch Einzelstrangbriiche, einseitige DSB oder Bestrahlung auf die Bildung von radialen Chro-
mosomen auswirkt. Daflr wurden exponentielle UiRad- und WT-U20S Zellen flir eine Stunde
bzw. 20 min mit den angegeben Schaden inkubiert, mit Colcemid behandelt und anschlieRend
wurden die Metaphasen auf Objekttragern prapariert und gefarbt.

Abbildung 31 zeigt den Anteil von Zellen mit radialen Chromosomen nach Schadigung mit
Einzelstrangbriichen, einseitigen DSB und Bestrahlung in Zellen mit Rad51 Uberexpression im
Vergleich zum Wildtyp. Es wurde flir alle Agenzien ein deutlich héherer Anteil an radialen
Chromosomen in Zellen mit Rad51 Uberexpression beobachtet. So zeigte sich nach Induktion
von Einzelstrangbriichen ein deutlich héherer Wert mit 4,5 % zu 0,52 %. Auch nach Bestrah-
lung zeigte sich ein hoherer Anteil in den Rad51 Uberexprimierenden Zellen mit 5,8 % zu
4,65 %. Der deutlichste Unterschied zeigte sich allerdings nach Induktion von einseitigen DSB
mit 15,2 % zu 2,7 %.
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Abbildung 31: Prozentualer Anteil von Zellen mit radialen Chromosomen nach exogener Schadigung.
Zellen mit und ohne Rad51 Uberexpression wurden geschadigt, in der Metaphase arretiert, Metaphasen
prapariert, gefarbt und der Anteil an Zellen mit radialen Chromosomen quantifiziert. Dargestellt ist der
mittlere prozentuale Anteil von Zellen mit radialen Chromosomen. Fehler ist Fehler des Mittelwertes.
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3.35 Bedeutung der Rad51 Uberexpression fiir das zelluldre Uberleben

nach replikationsassoziierten Schaden

Es sollte untersucht werden, ob sich eine Uberexpression von Rad51 auf das zelluldre Uber-
leben nach Induktion von Einzelstrangbrichen, einseitigen und zweiseitigen DSB sowie nach
Bestrahlung im Vergleich zum Wildtyp auswirkt. Die Zellen wurden mit sehr geringer Dichte
ausplattiert, die Uberexpression von Rad51 wurde 4 h danach induziert, 24 h spater wurden die
Zellen fur 20 min bzw. 1 h geschadigt und 14 Tage nach Schadensinduktion erfolgte die Fixie-
rung der Zellen mit anschlieRender Farbung und Quantifizierung der Kolonien.

Abbildung 32 zeigt die Uberlebensrate in Abhangigkeit von der Strahlendosis in Zellen mit
Rad51 Uberexpresssion im Vergleich zum Wildtyp. Es zeigte sich kein Unterschied in Zellen mit
Rad51 Uberexpression im Vergleich zum Wildtyp. Beide Zelllinien zeigten eine deutliche, aber

vergleichbare Abnahme der Uberlebensrate mit zunehmender Dosis.
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Abbildung 32: Zellulares Uberleben nach Bestrahlung. Zellen mit und ohne Rad51 Uberexpression wur-
den ausplattiert, geschadigt und nach 14 Tagen wurden die Zellen fixiert, gefarbt und die Anzahl der Ko-
lonien bestimmt. Dargestellt ist das zelluldre Uberleben mit ansteigender Dosis. Fehler ist Fehler des
Mittelwertes.
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Abbildung 33 zeigt das zelluldre Uberleben in Abhangigkeit der H,O,-Konzentration in Zellen
mit Rad51 Uberexpresssion im Vergleich zum Wildtyp. Es zeigten sich deutliche Unterschiede
zwischen Zellen mit Rad51 Uberexpression und Wildtypzellen. So reduzierte sich die Uberle-
bensrate bei einer Konzentration von nur 10 yuM H,0, um 73 % bei Rad51 Uberexpression im
Vergleich zu 42 % im Wildtyp. Dieser deutliche Unterschied blieb bis zu einer Konzentration von
100 uM erhalten, mit 75 % zu 46 %, 79 % zu 48 %, 79 % zu 53 % und 78 % zu 60 %. Bei einer
Konzentration von 200 uM &ndert sich das Bild: Zellen mit einer Rad51 Uberexpression zeigten
sich weniger sensitiv mit einer Reduktion um 70 % im Vergleich zu 53 % im Wildtyp. Der Kur-
venverlauf beider Linien verlief sehr ahnlich, mit einer deutlich starkeren Sensitivitat in Zellen
mit Rad51 Uberexpression.

Abbildung 34 zeigt das zellulére Uberleben in Abhangigkeit der Topotecan-Konzentration in
Zellen mit Rad51 Uberexpression im Vergleich zum Wildtyp. Es zeigte sich fir beide Zelllinien
eine Abnahme des zelluldren Uberlebens mit ansteigender Topotecan-Konzentration. Zellen mit
einer Rad51 Uberexpression zeigten sich dabei jedoch deutlich empfindlicher als der Wildtyp,

mit einer Reduktion der Uberlebensrate um 87 % im Vergleich zu 72 % bei einer Konzentration

von 0,5 uM Topotecan und einer Reduktion um 94,7 % im Vergleich zu 76,9 % bei 1 uM To-

potecan. Dieser Unterschied von ca. 20 % bleibt auch bei hoheren Konzentrationen erhalten,
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Abbildung 33: Zellulares Uberleben nach Behandlung mit Wasserstoffperoxid. Zellen mit und ohne
Rad51 Uberexpression wurden ausplattiert, geschadigt und nach 14 Tagen wurden die Zellen fixiert,
gefarbt und die Anzahl der Kolonien bestimmt. Dargestellt ist das zellulare Uberleben mit ansteigender
Dosis. Fehler ist Fehler des Mittelwertes.
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mit einer Reduktion um 95,4 und 95% in Zellen mit Rad51 Uberexpression im Vergleich zu
77 %und 82% im Wildtyp. Somit konnte sehr deutlich gezeigt werden, dass Zellen mit einer
Uberexpression von Rad51 deutlich empfindlicher gegeniiber Topotecan als der Wildtyp waren.

Insgesamt konnte gezeigt werden, dass Zellen mit einer Uberexpression von Rad51 deutlich
empfindlicher nach Induktion von Einzelstrangbriichen und einseitige DSB reagierten, wahrend

sich nach Bestrahlung kein Unterschied zum Wildtyp zeigte.
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Abbildung 34: Zelluldres Uberleben nach Behandlung mit Topotecan. Zellen mit und ohne Rad51 Uber-
expression wurden ausplattiert, geschadigt und nach 14 Tagen wurden die Zellen fixiert, gefarbt und die
Anzahl der Kolonien bestimmt. Dargestellt ist das zellulare Uberleben mit ansteigender Dosis. Fehler ist

Fehler des Mittelwertes.
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3.3.6 Zusammenfassung Teil 2

Im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden, ob eine Hochregulation von
Rad51 zu einer veranderten Antwort der Replikation nach Induktion verschiedener DNA-
Schaden fihrte. Mit Hilfe des DNA Fibre Assays konnte gezeigt werden, dass eine Rad51
Uberexpression bereits im unbehandelten Zustand zu einer deutlich langsameren Replikations-
rate flihrte, es weniger terminierende Replikationsgabeln gab und weniger Initiationsereignisse
gebildet wurden. AuBerdem wiesen Zellen mit einer Rad51 Uberexpression bereits im unbe-
handelten Zustand vermehrt radiale Chromosomen auf.

Nach Induktion von DNA-Schaden zeigte sich, dass Zellen mit Rad51 Uberexpression be-
sonderes empfindlich auf DNA-DNA-Quernetzungen, Einzelstrangbriche und Basenschaden
wahrend des Elongations-Prozesses reagierten. Aulerdem zeigten Zellen mit Rad51 Uberex-
pression deutlich mehr angehaltene Replikationsgabeln nach Induktion von Einzelstrangbri-
chen und einseitigen DSB. Die Anzahl der Neuinitiationsereignisse stieg nach Induktion von
Einzelstrangbrichen und einseitigen DSB stark an, wahrend in Wildtyp-Zellen keine Verande-
rung der Neuinitiationsereignisse bestimmt wurde. Au3erdem konnte gezeigt werden, dass eine
Chk1-Phosphorylierung in Zellen mit Rad51 Uberexpresion nach Einzelstrangbriichen und ein-
seitigen DSB ausblieb, wahrend in Wildtyp-Zellen eine sehr starke Phosphorylierung gemessen
wurde.

Die Analyse von yH2AX-FOCI als Nachweis von Doppelstrangbriichen zeigte, dass in Rad51
Uberexpremierenden Zellen bereits nach Induktion von Einzelstrangbriichen vermehrt Doppel-
strangbriiche aufwiesen.

Die Untersuchung von Chromosomen nach Schadensinduktion zeigte, dass Rad51 ube-
rexprimierende Zellen deutlich mehr Zellen mit radialen Chromosomen nach Einzelstrangbri-
chen und einseitigen DSB aufiwiesen nicht aber nach und ionisierender Bestrahlung.

Die Untersuchung des zelluldren Uberlebens nach Einzelstrangbriichen, einseitigen DSB
und ionisierender Bestrahlung zeigte ebenfalls eine deutlich starker Empfindlichkeit von Zellen
mit Rad51 Uberexpression nach Einzelstrangbriichen und einseitige DSB. Nach Bestrahlung
gab es dagegen keinen Unterschied im zelluldren Uberleben fiir (iberexprimiernde und Wildtyp-

Zellen.
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4 Diskussion

Ziel dieser Arbeit war es zu untersuchen, wie sich ionisierende Strahlung und die durch Be-
strahlung erzeugten Basenschaden, Einzelstrangbriche, DNA-DNA-Vernetzungen, zweiseiti-
gen und einseitigen Doppelstrangbriche (DSB) im Einzelnen und als Kollektiv auf die Aktivie-
rung sowie den Prozess der Replikation und auf die genomische Stabilitdt auswirken. Im Weite-
ren sollte untersucht werden, ob ein Uberangebot von Rad51, dem Hauptprotein der Homolo-
gen Rekombination (HR), welche insbesondere in der S-Phase flir die Reparatur von DSB zu-
standig ist, zu einer veranderten Antwort der Replikationsprozesse sowie der genomischen In-

stabilitat in unbehandelten Zellen und nach DNA-Schadigung fiihrt.

4.1 Etablierung des DNA Fibre Assay

Fur die Untersuchungen musste zunachst der DNA Fibre Assay etabliert werden, der durch
den Einbau von Nukleotid-Analoga CldU und IdU, die genaue Analyse der Initiation der Replika-
tion, der Elongation des neusynthetisierten DNA-Stranges sowie der Termination von Replikati-
onsgabeln erlaubt.

Durch die sequentielle Markierung mit CldU und IdU konnte die Richtung der Replikation und

die Einbaurate durch die Bildung verschiedener Replikations-Strukturen bestimmt werden.

4.1.1 Auswirkungen der Markierungszeit auf Replikations-Strukturen

In eukaryotischen Zellen erfolgt die Initiation der Replikation von sogenannten Replikation-
surspriingen, die in der Regel 110 bis 150 kb voneinander entfernt liegen und Uber einen Zeit-
raum von 8-10 h zu unterschiedlichen Zeitpunkten aktiviert werden (Edenberg and Huberman,
1975). An einen Replikationsursprung werden zwei Replikationsgabeln geladen, die von dort in
bidirektionale Richtung den neuen DNA-Strang synthetisieren bis sie auf Replikationsgabeln
benachbarter Replikationsurspriinge treffen und terminieren (Jackson and Pombo, 1998). Erst
nachdem eine gewisse Anzahl an Replikationsgabeln terminieren, werden weitere Replikation-
surspriinge geoffnet. Fur die Untersuchung der Initiation, Elongation und Termination ist es ent-
scheidend, das richtige Zeitfenster fir jeden einzelnen Aspekt zu bestimmen. Zunachst wurden
zwei Markierungsprotokolle verglichen, die sich in der Dauer der Markierungszeit der Nukleotid-
Analoga unterschieden. In Anlehnung an die Arbeit von (Wilsker et al., 2008) wurden exponen-
tiell wachsende U20S-Zellen nacheinander jeweils flir 20 min mit CldU und IdU (Markierungs-
protokoll 1) markiert. Fir unbehandelte U20S-Zellen konnte eine mittlere Einbaurate von
0,82 kb/min bestimmt werden. Bezieht man diese Einbaurate auf die Markierungszeit von ins

gesamt 40 min ergibt dies 32,8 kb neusynthetisierte DNA in beide Richtungen. Da die Repli-

kationsurspriinge bis zu 150 kb auseinander liegen, sollte es in diesem kurzen Zeitraum von
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40 min wenige Terminations-Ereignisse geben. Durch den kontinuierlichen Einbau der Nukleo-
tid-Analoga konnten funf verschiedene Replikations-Strukturen charakterisiert werden und die
quantitative Analyse zeigte, dass nach einer kurzen Markierungszeit hauptsachlich elongieren-
de Replikations-Strukturen gebildet wurden. In Arbeiten mit einer ahnlich kurzen Markierungs-
zeit wurde ebenfalls eine vergleichbare Charakterisierung der Replikations-Strukturen vorge-
nommen und es wurden hauptsachlich elongierende Replikations-Strukturen quantifiziert
(Shimura et al., 2008; Schwab et al., 2010; Maya-Mendoza et al., 2007; Unsal-Kacmaz et al.,
2007). Lediglich die Arbeiten von Maya-Mendoza et al. und Schwab et al. beschrieben eine wei-
tere Replikations-Struktur, die zwei aneinander (Schwab et al.) grenzende Replikationsursprin-
ge 1. Ordnung zeigte. Diese Struktur konnte in U20S-Zellen nicht beobachtet werden. Bei Be-
trachtung des prozentualen Anteils dieser Replikations-Struktur in HeLa- und MRC5-Zellen ist
diese Struktur ein sehr seltenes Ereignis und konnte deshalb der Grund sein, warum diese
Struktur in U20S-Zellen nicht beobachtet wurde.

Das Markierungsprotokoll 2 sah eine Markierungszeit von insgesamt 90 min vor (Seiler et al.,
2007). Bezieht man die langere Markierungszeit von 90 min auf die Einbaurate von 0,82 kb/min
entspricht dies 73,8 kb neusynthetisierter DNA in beide Richtungen vom Replikationsursprung
und somit einer héheren Wahrscheinlichkeit, in dieser Zeit die Replikation zwischen zwei Repli-
kationsurspringen zu terminieren. Nach der langeren Markierungszeit konnten ebenfalls funf
Replikations-Strukturen bestimmt werden, in diesem Fall zeigte sich derselbe Anteil an elongie-
renden und terminierenden Replikationsgabeln.

Auf Grund der deutlichen Unterschiede in der Verteilung der Replikations-Strukturen nach
der kurzen und langen Markierungszeit sollte somit das kurze Markierungsprotokoll hauptsach-
lich fur die Untersuchung des Elongations-Prozesses verwenden werden, das lange Protokoll
wurde fir die Untersuchung von Terminationsereignissen und fiir die Aktivierung von Neuinitia-

tionsereignissen angewandt.

4.1.2 Symmetrische und asymmetrische Replikationsgabeln

Die Untersuchungen der Einbaurate der Nukleotid-Analoga CldU und IdU haben gezeigt,
dass diese nicht gleichmaRig lang in die DNA eingebaut wurden. Wahrend CldU mit einer Ein-
baurate von 0,86 + 0,009 kb/min inkooperiert wurde, zeigte sich flr den zweiten Markierungs-
zeitraum mit IdU eine Einbaurate von 0,69 * 0,007 kb/min. Nachdem das Verhaltnis der beiden
Einbauraten zueinander bestimmt wurde, zeigte sich, dass die Halfte der Zellen symmetrische
Chromatinfasern gebildet hatten, also CldU und IdU gleichmalig eingebaut wurden. Von den
asymmetrischen Chromatin-Fasern hatten 35 % das zweite Nukleotid |dU kirzer eingebaut.

Eine ahnliche Beobachtung konnte auch in der Arbeit von Petermann et al. gemacht werden
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(Petermann et al., 2006). Obwohl das zweite Nukleotid langer appliziert wurde, zeigte sich eine
kirzere Einbaurate. Auch die Gabe der Nukleotid-Analoga mit verschiedenen Konzentrationen
fur jeweils 60 min zeigte, dass IdU deutlich kirzer eingebaut wurde. Dass die kurzere Einbau-
zeit von IdU, nicht auf das IdU selber zurtickzufiihren ist, zeigte die Arbeit von Seiler et al., in
der mit einer veranderten Reihenfolge der Nukleotid-Analoga inkubiert und die DNA zuerst mit
IdU dann mit CldU markiert wurde (Seiler et al., 2007). Auch in diesem Fall zeigte sich, dass die
Zellen im zweiten Markierungszeitraum die Nukleotide deutlich kirzer eingebaut hatten. Eine
mdgliche Erklarung daflir ware, dass die Polymerase sich wahrend der Neusynthese noch aus
einem verbleibenden Nukleotid-Pool bedient und somit zunachst das erste Nukleotid verbraucht
bevor das zweite eingebaut wird.

Um zweifelsfrei sicherzustellen, dass bereits im unbehandelten Zustand Diskontinuitaten der
Elongation vorliegen, wurde in dieser Arbeit durch das Verhaltnis der IdU zu CldU Einbaurate

nur symmetrische Chromatin Fasern bericksichtigt, entsprechend (Daboussi et al., 2008).

4.2 Untersuchung verschiedener DNA-Schaden auf die S-Phase

Tumoren werden haufig durch Mutationen in Genen des Zellwachstums, der Zellteilung und
Zelldifferenzierung initiiert und gehen mit einer unkontrollierten Proliferation der entarteten Zelle
einher. Sowonhl die Strahlentherapie als auch die Chemotherapie macht sich den héheren Anteil
an proliferierenden Tumorzellen zu Nutze, greift die replikative S-Phase der Zellen an und
schont somit den geringeren Anteil proliferierender, gesunder Zellen. Chemotherapeutika und
ionisierende Strahlung induzieren ein breites Feld an DNA-Schaden, zu denen Basenschaden,
Einzelstrangbriiche, DNA-DNA-Quervernetzungen und Doppelstrangbriiche zéhlen (Helleday et
al., 2008). Bis heute ist allerdings nicht genau geklart wie sich diese induzierten Schaden auf
die S-Phase auswirken.

Der DNA Fibre Assay bietet die Moglichkeit den Effekt jedes einzelnen Schadens auf die
Prozesse der Replikation zu untersuchen. Jeder der oben genannten Schaden stellt in seiner
Art ein individuelles Hindernis fliir den Replikationsapparat dar und kann einerseits die replikati-
ve Helikase behindern, die den DNA-Doppelstrang entwindet oder den Fortschritt der Polyme-
rase storen, die den neuen DNA-Strang synthetisiert.

Kommt es zur Entkopplung der Helikase von der Polymerase, wird lange einzelstrangige
DNA gebildet (ssDNA) (Byun et al., 2005). Diese Struktur und die Lange dieses Bereiches fihrt
Uber den ATR-ATRIP-Komplex zur Phosphorylierung von Chk1 (MacDougall et al., 2007).
Phosphoryliertes Chk1 inhibiert alle weiteren Replikationsprozesse und der Intra-S-Phase Kon-

trollpunkt wird ausgelést (Conti et al., 2007).
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Zunachst wurde der Effekt aller oben genannten Schaden auf die Phosphorylierung der
Intra-S-Phase Kinase Chk1 untersucht. Dabei konnte festgestellt werden, dass die Induktion
von Basenschaden und Einzelstrangbrichen eine frthe und kurze Chk1 Antwort ausloste,
DNA-DNA-Quervernetzungen und Strahlung hingegen eine spate Phosphorylierung zeigten,
wahrend Doppelstrangbriche sowohl ein frihes als auch ein lang anhaltendes Chk1 Signal
aufwiesen. Im Weiteren wurde untersucht, ob die Phosphorylierung von Chk1 durch die Inhibiti-
on der Elongation oder das Anhalten von Replikationsgabeln hervorgerufen wurde und ob die
Aktivitat von Initiationsereignissen beeinflusst wird. Eine detaillierte Untersuchung wurde mit

dieser Arbeit erstmalig durchgeflihrt.

4.2.1 Einfluss von Basenschaden auf die S-Phase

Fur die Untersuchung von Basenschaden wurde das Alkylsulphonat Methyl-Methan-Sulfonat
(MMS) verwendet, das die DNA an Position N7-deoxyguanin oder N3-deoxyadenin methyliert
(Sedgwick, 2004). In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass Basenschaden vor
allem die Elongation stérten, es kam zu einem kurzfristigen Anhalten der Replikationsgabeln,
aber bereits nach 90 min konnten die Zellen die Aktivitat der angehaltenen Gabeln wieder voll
herstellen und die Zellen waren in der Lage, die Replikation fortzusetzen. Des Weiteren hatten
Basenschaden keinen nennenswerten Einfluss auf die Aktivitdt von Neuinitiationsereignissen.
Andere Arbeiten zeigten dagegen mittels Zellzyklusanalysen eine Inhibition der Syntheserate
wahrend der S-Phase (Tercero and Diffley, 2001). Die detaillierte Analyse zeigte jedoch, dass
ein Ruckgang der Replikationsrate und eine Akkumulation von S-Phase-Zellen unabhangig von
einer Aktivierung des Intra-S-Phase-Kontrollpunktes ist (Groth et al., 2010). Es ist somit denk-
bar, dass die Methylierung durch MMS ein physikalisches Hindernis fir die Polymerase darstellt
und es nur kurzfristig zur Inhibition der Polymerase kommt. Dies wirde eine Entkopplung von
Helikase und Polymerase bedeuten und einhergehen mit der Entstehung von ssDNA. Das friihe
und kurze Chk1 Signal nach Induktion von Basenschaden kénnte somit durch die Inhibition der
Polymerase entstanden sein.

Der Entkopplungsprozess der Helikase von der Polymerase fihrt zu einer Monoubiquitinie-
rung der PCNA-Ringklemme und rekrutiert eine Translesion-Synthese-Polymerase (TLS), die
Uber Replikationshindernisse synthetisieren kann (Chang et al., 2006). Anstelle der replikativen
Pol ¢, synthetisiert die TLS-Polymerase n Uber das Hindernis. Die Rekrutierung der TLS zur
angehaltenen Replikationsgabel, ermdglicht somit den spateren Fortschritt der Replikation.

Die Untersuchung von Basenschaden zeigte aul’erdem, dass in der folgenden Metaphase

ein deutlicher Anstieg an radialen Chromosomen beobachtet werden konnte. Dies lasst die
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Vermutung zu, dass nicht reparierte Schaden aus der S-Phase zu Chromosomenschaden flih-
ren.

Diese Untersuchungen und Beobachtungen anderer Arbeiten zeigen ein komplexes Bild der
Wirkung von Basenschaden auf die S-Phase. Vorstellbar ist, dass eine modifizierte Base ein
physikalisches Hindernis flr die Polymerase darstellt, diese anhalt, wahrend die Helikase weiter
den DNA-Doppelstrang entwindet und es zur Entstehung von ssDNA kommt, die wiederum eine
Chk1-Phosphorylierung induziert. Durch die Chk1-Phosphorylierung kommt es zur Rekrutierung
einer TLS-Polymerase, die zwar Uber die Strukturveranderung der DNA synthetisieren kann,
jedoch in ihrer Durchfiihrung sehr fehlerhaft ist und einen unreparierten Schaden hinter der
Replikationsgabel lasst. Die Zelle nimmt diese unreparierten Schaden mit in die nachste Zell-
zyklusphase und es kommt zur Formation radialer Chromosomen. Diese Annahme wird durch
Beobachtungen von Kaina et al. unterstitzt, denn unreparierte Basenschaden wirken sich erst
auf die folgende Replikation aus, die dann Uber HR repariert werden, was anhand eines
Schwesterchromatidaustausches (SCE) in der zweiten Metaphase nach Inkubation zu sehen
war (Kaina, 2004).

4.2.2 Einfluss von Einzelstrangbriichen auf die S-Phase

Einzelstrangbriiche sind Unterbrechungen der DNA-Doppelhelix, die auf einer Seite des
Doppelstranges vorliegen. Sie entstehen unter anderem durch endogene, reaktive Sauerstoff-
spezies, die Nebenprodukte des Stoffwechsels sind. Dabei kommt es durch Oxidationsprozesse
des Sauerstoffes zur Entstehung von Hydroxylradikalen, die das Desoxyribose-Phosphat-
Ruickgrat der DNA angreift und zum Verlust einzelner Nukleotide oder beschadigter 5’- und/oder
3’- DNA Enden fiuhren (Caldecott, 2008). Bleiben diese Schaden unrepariert, stellen sie eine
Gefahr flr die Bewahrung der genomischen Stabilitat dar. Um den Einfluss von Einzelstrang-
brichen auf die S-Phase zu untersuchen wurde Wasserstoffperoxid (H.O.) in niedrigen Kon-
zentrationen verwendet (Wojewodzka et al., 2002), das durch den Zerfall in Wasser und Sauer-
stoff ebenfalls Hydroxylradikale freisetzt und nach niedrigen Konzentrationen sowohl Basen-
schaden als auch Einzelstrangbriche induziert.

Die Analyse der Chk1-Phosphorylierung im Western-Blot zeigte ahnlich wie nach der Inkuba-
tion von Basenschaden eine friihe und kurze Phosphorylierung von Chk1, die Effekte auf den
Replikationsapparat unterschieden sich aber deutlich von denen nach Basenschaden. Die In-
duktion von Einzelstrangbrichen wirkte sich ausschlieRlich auf die Elongation der Replikation
aus. Da es sich im Falle von Einzelstrangbriichen um eine Unterbrechung des Desoxyribose-
Phosphat-Rickgrats handelt, kdnnte dieser durch eine Invasion in den intakten Tochterstrang

behoben werden, der zu keiner Zeit ein Anhalten des Replikations-Apparates bewirken wirde.
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Die vorliegende Beobachtung wird durch Asagoshi (Asagoshi et al., 2010) unterstitzt, die eben-
falls keinen Effekt auf die Aktivitdt von Replikationsgabeln sehen konnten. Somit stellen Einzel-
strangbriiche nur ein geringfligiges Hindernis fir den Replikationsapparat dar. Da moglicher-
weise der Einzelstrangbruch kein physikalisches Hindernis darstellt, ist der Replikationsapparat
in der Lage Uber die Break-induced Replikation (BIR) eine HR-vermittelte Reparatur durchzu-
fuhren (Llorente et al., 2008), mit dem Resultat, dass zu keinem Zeitpunkt ein Anhalten des
Replikationsprozesses vorzufinden ist. Dabei erfolgt eine Invasion des 3’-Endes der neusynthe-
tisierten DNA, das 5’-Ende der DNA-Vorlage wird durch Endonukleasen abgebaut bis das 3-
Ende lang genug ist um in den Tochterstrang zu invadieren und nach homologen Sequenzen zu
suchen. Der 3- Einzelstrang-Uberhang wird von RPA vor Degradation geschiitzt und durch die
Bindung von RPA an ssDNA kommt es zur Aktivierung des ATR-ATRIP Signalweges und zur
Phosphorylierung von Chk1.

Im Gegensatz zu Basenschaden konnten nach Einzelstrangbriichen keine radialen Chromo-
somen bestimmt werden. Dies unterstitzt die Annahme, dass eine HR-vermittelte Reparatur
keine unreparierten DNA-Schaden zurlcklasst, weitere Aufschlisse konnten Analysen von SCE

geben.

4.2.3 Einfluss von DNA-DNA-Quervernetzungen auf die S-Phase

DNA-DNA-Quervernetzungen (ICL) sind Lasionen, die unter anderem durch das Chemothe-
rapeutikum Mitomycin C (MMC) hervorgerufen werden kénnen und durch kovalente Verbindung
der beiden DNA-Strange sowohl die Transkription als auch die Replikation behindern und die
Struktur der DNA-Doppelhelix verandern (Dronkert and Kanaar, 2001).

Im Gegensatz zu Basenschaden und Einzelstrangbriichen konnte nach ICL-Induktion eine
spate Phosphorylierung von Chk1 beobachtet werden und es wurde nur ein sehr geringer Effekt
auf die Elongation der Replikation beobachtet. Es wird vermutet, dass ICL eher ein Hindernis
fur die Helikase als fUr die Polymerase darstellen und daher keine Entkopplung der beiden
Komplexe stattfindet. Dies bestatigte sich durch eine geringe Menge an ssDNA nach ICL-
Induktion (Huang et al., 2010). FANCM und FAAP24 sind des Weiteren entscheidend fur die
ICL-induzierte RPA-Foci-Formation und fur die Rekrutierung des ATR-ATRIP-Komplexes not-
wendig, wahrend nach Inkubation mit Hydroxy-Harnstoff (HU), Camptothecin (CPT) und UV-
Strahlung die Formation dieser Komplexe unabhangig von FANCM und FAAP24 geschieht. Das
wlrde bedeuten, dass die Quervernetzung zunachst von Fanconi Proteinen erkannt werden
muss, um ssDNA-RPA-Intermediate generieren zu kénnen. Dabei werden FANCM und FANCJ
Helikase- und Translokase- Aktivitdten zugesprochen, die die DNA entwinden und RPA und
ATR-ATRIP den Zugang zu ssDNA ermdglichen (Wang, 2007). Ebenso konnte die Arbeit von
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Ben-Yehoyada bestatigen, dass der Fanconi-Signalweg notwendig fir die RPA-ATR-Chk1-
Aktivierung ist und dessen Aktivierung moéglicherweise durch Reparatur-Prozesse hervorgeru-
fen wird (Ben-Yehoyada et al., 2009).

Die Reparatur von ICL ist an die Replikation gekoppelt und ein mehrstufiger Reparaturpro-
zess. Durch FANCM und FANCJ wird die DNA an der Quervernetzung entwunden, die Polyme-
rase kann bis an die Quervernetzung synthetisieren (Knipscheer et al., 2009), erst eine Base
vor der Vernetzung wird einen Schnitt gesetzt und der Schaden wird mit Hilfe von Proteinen des
Nukleotid-Exzisions-Reparaturweges (NER) entfernt (Ciccia and Elledge, 2010). Proteine der
NER entfernen dabei den Schaden und es kommt verzdgert zur HR-vermittelten Reparatur
(Wang, 2007).

Die spate Chk1-Phosphorylierung ware in diesem Fall ein Produkt von Reparatur-
Intermediaten und dies lasst vermuten, dass ICL SCE als Produkt einer erfolgten Homologer
Rekombination induzieren. Diese Annahme wird in dieser Arbeit unterstitzt durch das Fehlen

von radialen Chromosomen.

4.2.4 Einfluss von Doppelstrangbriichen auf die S-Phase

Doppelstrangbriiche an Replikationsgabeln kénnen entweder einen oder beide DNA-Strange
betreffen. Fur die Induktion von DSB eines DNA-Stranges, so genannte einseitige DSB, wurde
Topotecan verwendet, ein Inhibitor der Topoisomerase 1 (Top1). Top1 induziert einen transien-
ten Einzelstrangbruch vor der Replikationsgabel zur Relaxierung der entstehenden Torsions-
spannung wahrend der Replikation. Topotecan verhindert die Re-Ligation dieses Einzelstrang-
bruches wodurch ein einseitiger, bzw. replikationsassoziierter DSB in der Replikationsgabel
entsteht (Pommier, 2006).

Es konnte gezeigt werden, dass einseitige DSB zur starksten und langsten Phosphorylierung
von Chk1 fihrten, die starkste Inhibition der Elongation zeigten, zum Anhalten von Replikati-
onsgabeln und zur Inhibition von Neuinitiationsereignissen fuhrten. Die Untersuchung von ein-
seitigen DSB durch Topotecan oder Topotecan-Derviate gehdrt zu den am besten untersuchten
Schaden der S-Phase (Hsiang et al., 1989; Ryan et al., 1991). Die Replikationsgabel kollidiert
mit Top1 und dem induzierten Einzelstrangbruch und der DSB entstehen dabei immer auf dem
Leitstrang der Replikations-Maschinerie (Strumberg et al., 2000). Dieser, als replication-run-off
bezeichneter Mechanismus wird durch eine HR-vermittelte Reparatur behoben. Dabei wird die
Top1-gebundene DNA mit Hilfe von 3'-Endonukleasen entfernt, ein ssDNA-Uberhang entsteht,
der zur Stranginvasion fur die Homologe Rekombination dient (Pommier et al., 2006). Es konnte
gezeigt werden, das eine Untereinheit von RPA, das RPA2 nach Induktion von replikationsas-

soziierten DSB phosphoryliert wird (Shao et al., 1999) und somit die Induktion des Intra-S-
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Phase Kontrollpunktes als iniitiales Ereignis fur die ATR-ATRIP Rekrutierung einleitet. Im Wei-
tern fihrte die Induktion von replikationsassoziierten DNA-Schaden zu einem spaten S-Phase
Arrest, der eine anhaltende Inhibition der Synthese zur Folge hatte (Conti et al., 2007). In Uber-
einstimmung mit anderen Arbeiten konnte gezeigt werden, dass sich einseitige DSB negativ auf
die Elongation und das Aktivieren von Replikationsurspriingen auswirkt, und dass Chk1 bereits
nach einigen Minuten phosphoryliert wurde (Cliby et al., 2002). Einseitige DSB flhrten in der
Folge zu einem Anstieg an radialen Chromosomen und die Vermutung liegt nahe, dass es
ebenso zu einem Anstieg von SCE kommen kénnte, da die HR aktiviert wird.

Fur die Induktion von zweiseitigen DSB wurde eine hohe Konzentration Wasserstoffperoxid
(H20,) verwendet (Benitez-Bribiesca and Sanchez-Suarez, 1999). DSB entstehen dabei sekun-
dar durch eine hohe Frequenz an Einzelstrangbriichen und Basenschaden (Dahm-Daphi et al.,
2000). Genauso wie einseitige DSB wirkten sich zweiseitige DSB drastisch auf die Elongation,
das Anhalten von Replikationsgabeln und es kam zu einer Reduktion von Neuinitiationsereig-
nissen. Nach H,O, Inkubation konnten keine Metaphasen gewonnen werden, da vermutlich ein
G2-Arrest induziert wurde. Dies wird bestatigt durch die Beobachtung, dass Zellen vor allem in
der S-Phase gegenuber hohen H,0,-Behandlung empfindlich reagierten, deutlich resistenter
sind Zellen in der G1-Phase und es wird angenommen, dass die durch H,0O, induzierte DSB
hauptsachlich durch Single-Strand-Annealing (SSA) und HR repariert werden (Frankenberg-
Schwager et al., 2008).

4.2.5 Einfluss von ionisierender Strahlung auf die S-Phase

Nach Bestrahlung erhalt man ein Schadens-Spektrum, das alle im Einzelnen untersuchten
DNA-Schaden beinhaltet. 1 Gy ionisierende Strahlung erzeugt 3.000 bis 4.000 Basenschaden
pro Zelle, sowie 1.000 Einzelstrangbriche und 40 Doppelstrangbriche. Des Weiteren treten
gehaufte Lasionen (200 bis 400/Zelle/Gy) und Vernetzungen zwischen Proteinen und DNA und
den beiden DNA-Strangen (150 bis 200/Zelle/Gy) auf (Dikomey et al., 2001). Wahrend DSB als
die gefahrlichsten Schaden in Zellen gelten, stellen Basenschaden und Einzelstrangbriche
durch ihre hohe Anzahl ebenfalls ein erhebliches Gefahrenpotential da. Im Zellzyklus variiert die
Empfindlichkeit gegeniber ionisierender Strahlung betrachtlich. Wahrend Zellen in der G2/M-
Phase am empfindlichsten auf Bestrahlung reagieren, zeigte sich eine geringere Sensitivitat in
der G1-Phase und die grote Resistenz in der S-Phase (Terasima and Tolmach, 1963). Eine
detaillierte Untersuchung der Radiosensitivitdt in der S-Phase zeigte allerdings, dass Zellen
beim Eintritt in die S-Phase sehr empfindlich reagieren und erst im Verlauf der spaten S-Phase

resistent werden.
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In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass Bestrahlung sich lediglich auf die
Elongation der Replikation, nicht aber auf das Anhalten von Replikationsgabeln auswirkte. Es
zeigte sich ebenfalls kein Einfluss auf Initiationsereignisse und zunachst nur eine schwache,
gefolgt von einer starkeren Phosphorylierung von Chk1. Das frihe Aktivierungssignal konnte
durch Basenschaden und Einzelstrangbriche induziert werden, das spate durch ICL, wahrend
DSB lber den gesamten Zeitraum potentiell zum Aktivierungssignal und der Inhibition der be-
schriebenen Replikationsereignisse beitragen kénnten. Dies wurde in dieser Arbeit nicht beo-
bachtet und es gibt nur eine weitere Untersuchung, welche die Wirkung von Strahlung auf die
Replikationsprozesse, allerdings beschrankt auf die friihe S-Phase untersuchte. Auch diese
Arbeit zeigte keinen Effekt auf das Anhalten von Replikationsgabeln und die Aktivitat von Neu-
initiationsereignissen (Merrick et al., 2004). Es konnte allerdings auch kein Effekt auf die Elon-
gation beobachtet werden. Dies ist moglicherweise auf den friihen Zeitpunkt in der S-Phase
zurtck zufihren an dem diese Untersuchung durchgefiihrt wurde. Es ware demzufolge von
groliem Interesse in synchronisierten Zellen zu verschiedenen Zeitpunkten in der S-Phase die
Elongation und das Anhalten von Replikationsgabeln zu untersuchen.

Fraglich ist allerdings, warum Bestrahlung sich nicht entsprechend der einzelnen Agenzien
auf die Aktivierung von Chk1 auswirkte. Moglicherweise kommt es nach Bestrahlung in erster
Linie zur Aktivierung von ATM, die Aktivierung von ATR und Chk1 konnte erst deutlich spater
von Bedeutung sein. Dies mlsste entsprechend in weiteren Experimenten geklart werden, bei-

spielsweise durch Untersuchungen in Anwesenheit eines ATM-Inhibitors.

4.3 Bedeutung von Rad51 fir die Replikation

Der bedeutendste Reparaturweg fur DSB in der S-Phase ist die Homologe Rekombination
(HR) mit seinem Hauptprotein Rad51. In der vorliegenden Arbeit wurde Uberprift, ob sich ein
Uberangebot von Rad51 auf die Elongation der Replikation, die Aktivitat von Replikationsgabeln
oder Initiationsereignissen auswirkt und in welcher Weise diese Replikationsprozesse beein-
trachtigt werden, induziert man Basenschaden, Einzelstrangbriiche, Doppelstrangbriiche oder

DNA-DNA-Quervernetzungen oder bestrahlt die Zellen.

4.3.1 Bedeutung von Rad51 auf die Replikationsprozesse
Eine einwandfreie Elongation der Replikation ist entscheidend fiir das zellulare Uberleben
und die genomische Stabilitdt. In Bakterien konnte mit Hilfe von genetischen und biochemi-

schen Analysen Rekombinationsfaktoren der Homologen Rekombination identifiziert werden,



Diskussion 81

die wahrend der Replikation geschadigter DNA beteiligt sind, dabei werden neben Rad51 auch
BRCAZ2, Rad52, Rad51B-Rad51C, Rad51D-XRCC2 und Rad51C-XRCC3 einzelstrangbindende
und rekombinationsvermittelnde Funktionen zugesprochen (Seigneur et al., 1998; McGlynn et
al., 2000; San Filippo et al., 2008). Die Gene fir Rad51B, Rad51C, Rad51D, XRCC2 und
XRCC3 kodieren flr die finf Paraloge von Rad51, die alle entscheidend an der Anordnung und
Aufrechterhaltung des prasynaptischen Komplexes beteiligt sind. Viele Arbeiten konnten zei-
gen, dass die HR mit seinem Hauptprotein Rad51 wahrend der Replikation eine wichtige Rolle
spielt und diese insbesondere an der Reparatur kollabierter Replikationsgabeln oder fiir die Re-
aktivierung angehaltener Gabeln zustandig ist (Cox, 2001; Lu et al., 2005; Michel et al., 2001;
Al-Minawi et al., 2008).

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass sich ein Uberangebot von Rad51 auf
die Elongation der Replikation auswirkte, indem eine signifikant geringere Einbaurate im Ver-
gleich zum Wildtyp bestimmt wurde. Diese Beobachtung wird durch Daboussi et al. bestatigt,
die ebenfalls in einer Rad51 Uberexprimierenden Zelllinie eine Reduktion in der Elongation un-
behandelter Zellen zeigten (Daboussi et al., 2008). In beiden Arbeiten zeigte diese deutliche
Reduktion dasselbe Ausmal} auf die Elongation wie in HR-defizienten Zellen mit einer Mutation
in BRCA2 und XRCC2. AuRerdem konnte gezeigt werden, dass eine Rad51 Uberexpression
sowie Mutationen der Paraloge von Rad51 bereits im unbehandelten Zustand zu mehr endoge-
ne Schaden fuhrten und diese mdéglicherweise auf einen Reparaturdefekt der Zellen zurtickzu-
fuhren sein kénnten. Ein Defekt in der Reparatur weist auf eine genomische Instabilitat hin und
diese konnte auf Basis chromosomaler Aberrationen und einer verminderten HR mehrfach ge-
zeigt werden (Takata et al., 2001; Lambert and Lopez, 2000).

4.3.2 Bedeutung von Rad51 fiir die Reparatur replikationsassoziierter DNA-
Schaden

Da Zellen mit einer Rad51 Uberexpression bereits im unbehandelten Zustand deutlich lang-
samer replizierten, konnte dies ein Indikator einer verminderten Prozessierung endogener
Schaden sein. Um zu UGberprifen und herauszufinden, welcher Schaden verantwortlich ist, wur-
de Uberprft, ob sich nach Induktion von Basenschaden, Einzelstrangbriichen, ein- und zweisei-
tige DSB, ICL und ionisierende Strahlung einer dieser Schaden in der S-Phase manifestiert.

Zunachst wurde untersucht, wie sich die einzelnen Schaden auf die Elongation auswirkten.
Nach einer Rad51 Uberexpression zeigte sich sehr deutlich, dass sich alle Schaden wesentlich
starker auf die Elongation auswirkten. Der grofte Unterschied zwischen Uberexprimierender
und Wildtyp Zelle zeigte sich nach ICL, gefolgt von Basenschaden und Einzelstrangbriichen. In

HR-defizienten Zellen konnte ebenfalls ein deutlicher Effekt auf die Elongation beobachtet wer-
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den. So zeigten sich Zellen mit einem Defekt in XRCC3 deutlich empfindlicher gegeniber UV-
Strahlung (Henry-Mowatt et al., 2003). Sowohl in XRCC3 defizienten Zellen als auch anderen
HR-Mutanten duflerte sich dies auch in einer erhéhten Empfindlichkeit gegenliber genotoxi-
schen Agenzien wie MMS, MMC und ionisierender Strahlung (Game and Mortimer, 1974; Liu et
al., 1998; Game et al., 2003).

Zwar zeigte die Untersuchung der Elongation eine gréftere Empfindlichkeit in Rad51 Ube-
rexprimierenden Zellen, dennoch konnte diese Empfindlichkeit nicht auf einen bestimmten
Schaden zuriickgefiihrt werden, da sich eine Reduktion der Einbaurate nach allen Agenzien auf
ein gleiches Niveau senkte. Die Untersuchung der Elongation gibt lediglich wieder, wie sich ver-
schiedene Hindernisse auf den Fortschritt der Polymerase auswirken, nicht aber, ob eine Repa-
ratur oder eine Reaktivierung von angehaltenen Replikationsgabeln stattgefunden hat. Ent-
scheidend ist es zu Uberprifen, ob Zellen nach einer Inhibition der Polymerase in der Lage sind,
angehaltene Gabeln zu reaktivieren, denn bleiben Replikationsgabeln Ulber einen langeren Zeit-
raum inaktiv, kommt es zu einem Anstieg replikationsassoziierter Schaden in der S-Phase
(Saintigny et al., 2001).

4.3.3 Reaktivierung angehaltener Replikationsgabeln bei Rad51 Uberex-

pression

Eine detaillierte Untersuchung sollte klaren, ob Zellen nach starker Inhibition der Elongation
in der Lage sind, die Replikation fortzusetzen. Es zeigte sich, dass Rad51 Uberexprimierende
Zellen nach allen induzierten Schaden deutlich grofiere Schwierigkeiten hatten, mit der Replika-
tion fortzufahren, was sich in einem geringeren Anteil elongierender Replikations-Strukturen
nach Schadensinduktion widerspiegelte. Der grof3te Unterschied zwischen Uberexprimierender
und Wildtyp Zelle zeigte sich nach der Induktion von Einzelstrangbriichen und einseitigen DSB.
Interessanterweise gab es keine Unterschiede nach ionisierender Strahlung.

Es wird vermutet, dass die Reaktivierung angehaltener Replikationsgabeln durch einen Re-
kombinations-abhangigen Neustart erfolgt (Saintigny et al., 2001; Arnaudeau et al., 2001; Lun-
din et al., 2002) und dass die Rekombination dabei durch einen einseitigen DSB initiiert wird
(Heller and Marians, 2006; Helleday, 2003). Kirzlich konnte gezeigt werden, dass sowohl
Rad51 als auch XRCC3 entscheidend an der Reaktivierung angehaltener Replikationsgabeln
beteiligt sind und dabei ein friiher Neustart begtinstigt wird (Petermann et al., 2010). Nicht nur
eine Depletion von Rad51 und XRCC3 fiihrte zur verminderten Reaktivierung angehaltener
Replikationsgabeln, sondern auch Zellen mit einem Defekt in Fanconi, BLM, Mus81 und WRN.
Dabei zeigten FANCM defiziente Zellen nach einer Induktion von einseitigen DSB einen deutli-

chen Anstieg angehaltener Replikationsgabeln (Schwab et al., 2010). In der Abwesenheit von
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WRN konnte eine Akkumulation von Doppelstrangbrichen und die Dissoziation replikationsas-
soziierter Proteine gezeigt werden, wahrend MUS81 in dem Fall die Rekrutierung von Rad51
ans Chromatin Ubernimmt (Franchitto et al., 2008). MUS81 und BLM sind des Weiteren fur die
Reaktivierung angehaltener Replikationsgabeln zusténdig, indem transiente DSB induziert wer-
den (Shimura et al., 2008). Diese Vergleichbarkeit der Effekte aufgezahlter Mutanten und der
Rad51 Uberexpression deutet sehr klar darauf hin, dass bei einer Rad51 Uberexpression ein
Reparaturdefekt vorliegt, der sich moglicherweise in einer veranderten Schadensantwort mani-

festieren konnte.

4.3.4 Aktivierung von Replikationsurspriingen nach DNA-Schadigung bei

Rad51 Uberexpression

Die Aktivitat neuinitiierter Replikationsurspriinge nach DNA-Schadigung sollte Aufschluss da-
riber geben, in welchem Ausmal} sich die erzeugten Schaden auf die Replikation auswirkten.
Kommt es wahrend der S-Phase zur Blockierung der Replikation verhindert Chk1 den Fort-
schritt der S-Phase und unterdriickt die Initiation von Replikationsurspriingen und stabilisiert
angehaltene Replikationsgabeln (Zachos et al., 2003; Feijoo et al., 2001).

In Wildtyp-Zellen flhrte eine Inhibition der Elongation zu einer friihen und kurzen Phosphory-
lierung von Chk1, wahrend es nach angehaltenen Replikationsgabeln eine lang anhaltende
Phosphorylierung von Chk1 gab. Es konnte gezeigt werden, dass einhergehend mit dem An-
stieg angehaltener Replikationsgabeln sich die Anzahl der Initiationsereignisse nach DNA-
Schadigung reduzierte. Dies lasst vermuten, dass ein Chk1 vermittelter Intra-S-Phase-Arrest
ausgel6st wurde, der einen Reparaturweg aktiviert, um die vorliegenden Schaden zu beheben

In Rad51 Uberexprimierenden Zellen zeigte sich ein vollig anderes Bild. Ein deutlich starkerer
Effekt der induzierten Schaden und eine groRere Anzahl angehaltener Replikationsgabeln fuhr-
ten zu einer vermehrten Neuinitiation von Replikationsurspriingen. Der deutlichste Effekt zeigte
sich dabei nach Induktion von Einzelstrangbriichen und einseitigen DSB. Es konnte gezeigt
werden, dass in Rad51 Uberexprimierenden Zellen keine Phosphorylierung von Chk1 nach In-
duktion von einseitigen DSB und Einzelstrangbriichen erfolgte. Dies lasst vermuten, dass durch
einen nicht ausgelosten Intra-S-Phase-Arrest, Zellen mit Rad51 Uberexpression vorhandene
Schaden nicht reparieren kénnen.

Neben der Vorstellung, dass die Chk1-vermittelte Aktivierung des Intra-S-Phase-
Kontrollpunktes zur Reaktivierung angehaltener Replikationsgabeln fihrt, wird angenommen,
dass eukaryotische Replikationsgabeln nicht notwendigerweise eine Reaktivierung angehalte-
ner Replikationsgabeln bendtigen, da eine Aktivierung weiterer Neuinitiationsereignisse eine

vollstandige Replikation gewahrleistet kann (Branzei and Foiani, 2007; Paulsen and Cimprich,
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2007). Es ist bekannt, dass der Proteinkomplex MCM 2-7, der fur die Initiation der Replikation-
surspriinge zustandig ist, als Uberschuss in Zellen vorliegt und nennenswerten Einfluss auf die
Aktivitat der Initiation hat (Bowers et al., 2004; Edwards et al., 2002; Ibarra et al., 2008). Vieles
spricht daflir, dass der MCM-Komplex fiir die Aktivierung benachbarter Replikationsurspriinge
als Backup zustandig ist, die genaue Regulation der Aktivierung von Neuinitiationsereignissen
ist allerdings bis heute nicht endgultig geklart. Vor- und Nachteile von Backup-Aktivierung von
Replikationsurspriingen sollten anhand von DNA-Schaden oder chromosomalen Schaden
messbar sein. Replikationsgabeln, die Uber einen langeren Zeitraum inaktiv bleiben, resultieren
in replikationsassoziierter DSB. Eine moégliche Instabilitdt von Replikationsgabeln wiirde sich

somit in einer hoheren Anzahl chromosomaler Schaden aulRern.

4.3.5 Rad51 Uberexpression und replikationsassoziierte DNA-Schiden

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass Rad51 (berexprimierenden Zellen
besonders empfindlich auf die Induktion von Einzelstrangbriichen und einseitigen DSB mit ei-
nem deutlichen Anstieg angehaltener Replikationsgabeln reagierten.

Weitere Untersuchungen mit Hilfe von yH2AX-Foci konnten zeigen, dass die Induktion von
Einzelstrangbriichen in Rad51 Uberexprimierenden Zellen zu einer erhdhten Anzahl an DSB
fuhrte. Die Analyse von Chromosomen nach Schadensinduktion zeigte, dass es nach der In-
duktion von Einzelstrangbriichen und von einseitigen DSB eine erhéhte Anzahl radialer Chro-
mosomen bestimmt werden konnte.

Alles deutet darauf hin, dass die Aktivierung von Neuinitiationsereignissen in Zellen mit einer
Rad51 Uberexpression keinen Vorteil bringt. Alle untersuchten Aspekte lassen vermuten, dass
durch eine nicht vorhandene Phosphorylierung von Chk1, eine Unterdrickung weiterer Initiati-
onsereignisse unterbunden wird, angehaltene Replikationsgabeln instabil werden und zu DSB
in der S-Phase fiihren, die sich dann durch eine fehlgeleitete Reparatur in chromosomalen Ab-
errationen aufliern.

Die Empfindlichkeit im zelluldren Uberleben nach Einzelstrangbriichen und einseitigen DSB
spricht ebenfalls daflir, dass die Zellen deutliche Probleme mit der Prozessierung dieser Scha-
den haben.

Betrachtet man den Signalweg, der zur Inhibition der Replikationsurspriinge flhrt, geschieht
dies uber die Generierung ssDNA, die Uber RPA und der Rekrutierung des ATR-ATRIP-
Komplex zu einer Phosphorylierung von Chk1 fiihrt.

Sowohl nach Einzelstrangbriichen als auch nach einseitigen DSB kommt es zur Generierung
ssDNA und in der vorliegenden Arbeit konnte bereits gezeigt werden, dass Wildtyp-Zellen nach

diesen Schaden eine deutliche Phosphorylierung von Chk1 zeigten. In Rad51 iberexprimieren-
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den Zellen hingegen zeigte sich nur eine sehr schwache Phosphorylierung nach Schadensin-
duktion. Dies lasst vermuten, dass im Fall einer Rad51 Uberexpression ein Defekt in der signal-
vermittelten Chk1-Phosphorylierung vorliegt.
Es ware denkbar, dass eine Rad51 Uberexpression zu einem Uberschuss an Rad51 im Kern
fuhrt und sich an ssDNA anlagert und somit den Signalweg zur Chk1-Phosphorylierung stort.
Allerdings zeigte sich, wie schon im Wildtyp beschrieben, kein Effekt nach Behandlung mit
ionisierender Strahlung. Mdglicherweise kommt auch hier wieder die Aktivierung von ATM ins

Spiel.

4.4 Konklusion

Der vorliegende Phénotyp der Rad51 Uberexpression weist moglicherweise auf eine sehr
komplexe Dysregulation der HR-vermittelten Reparatur wahrend der Replikation hin. Initial
kénnte sich das Uberangebot von Rad51 als ein physikalisches Hindernis fir den Replikation-
sapparat darstellen. Die Entwindung der DNA-Doppelhelix generiert per se Bereiche ssDNA, an
die Rad51 mdglicherweise unkontrolliert bindet, wenn es im Uberschuss vorliegt und stért somit
die Elongation in unbehandelten Zellen. Diese Annahme wird gestitzt durch die hohe Bin-
dungsaffinitat von Rad51 an ssDNA (Sung and Robberson, 1995; Benson et al., 1994; Rader-
schall et al., 1999). Dies wiirde sich dann ebenfalls auf durch Einzelstrangbriiche und einseitige
DSB geschadigte DNA auswirken, da es nach diesen Schadenstypen zur Generierung von
ssDNA kommt. In Folge der vermehrten Rad51-Bindung an ssDNA wurde das Aktivierungssig-
nal fur Chk1 ausbleiben, wodurch die Neuinitiation von Replikationsurspriingen, wie beobachtet,
nicht unterdrtickt werden kann. Eine deutliche Assoziation von Chk1 und Rad51 konnte bereits
beschrieben werden. So konnte gezeigte werden, dass Chk1 direkt an der Rekrutierung von
Rad51 ans Chromatin nach DNA-Schadigung beteiligt ist und fur die Phosphorylierung von
Rad51 an Thr 309 bendétigt wird, Garant einer effizienten HR-vermittelten Reparatur (Sorensen
et al., 2005). Darlber hinaus konnte das Uberangebot von Rad51 das Gleichgewicht der Asso-
ziation von Rad51 an die MCM-Helikase stéren (Shukla et al., 2005), daraus folgend den Fort-
schritt der Polymerase behindern, was sich ebenfalls auf den Elongationsprozess auswirken
wirde.

Parallel dazu konnte aber auch der Beladungsprozess generell gestort sein, mit Bereichen
die einen Uberschuss an Rad51 vorweisen und anderen an denen eine verminderte Rad51 An-
lagerung vorliegt. Normalerweise wird Rad51 durch BRCA2 und FANCD2 auf die DNA geladen.
Eine verminderte FANCD2 Monoubiquitinierung, Grundvoraussetzung fir Chromatin-
gebundenes FANCD2, aufgrund einer reduzierten Expression von FANCA, konnte fiir diese
Zellen bereits beobachtet werden (Wrona, 2010). Diese Stérung in der Regulation des Fanconi-

Komplexes kdnnte sich dann wiederum durch eine verminderte Chk1-Phosphorylierung auswir-
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ken, wie sie beispielsweise fir FANCM defiziente Zellen beobachtet wurde (Schwab et al.,
2010). Das Zusammenspiel dieser sehr komplexen Prozesse kdnnte dann Ursache der extrem
erhdhten Empfindlichkeit der Zellen nach MMC (Wrona, 2010), Topotecan und H,O, sein.

Es kénnte darlber hinaus erklaren, warum nach Bestrahlung keine erhdhte Sensitivitat zu
beobachten war, da hier zunachst die durch ATM vermittelte Signalkaskade der Reparatur akti-

viert wird, eine Chk1 Aktivierung tber ATR ist erst deutlich spater von Bedeutung.

4.5 Zusammenfassung

Die Aufrechterhaltung der genomischen Stabilitat ist das fundamentale Ziel der Zelle. Dabei
ist eine fehlerfreie DNA-Replikation in jedem Zellzyklus von gréRter Bedeutung. Trifft ein Repli-
kationsapparat auf einen DNA-Doppelstrangbruch, bewirkt dies, dass die Homologe Rekombi-
nation mit seinem zentralen Protein Rad51 als der Hauptreparaturmechansimus aktiv wird. Der
DNA-Schaden wird dabei von sogenannten Sensorproteinen erkannt, die wiederum Zellzyklus-
kontrollproteine aktivieren und zu einem Anhalten der S-Phase flhren. Weitere Initiationsereig-
nisse der Replikation werden unterdriickt, Reparaturprozesse in Gang gesetzt und der Schaden
behoben.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde untersucht, wie sich ionisierende Strahlen und die durch Be-
strahlung erzeugten DNA-Schaden auf den Replikationsapparat, die Aktivierung des Intra-S-
Phase-Kontrollproteins Chk1 und ihren Folgen fiir die genomische Instabilitat auswirken. Es
sollte der spezifische Effekt von Basenschaden, Einzelstrangbrichen, DNA-DNA-
Quervernetzungen, sowie zweiseitigen und einseitigen Doppelstrangbriichen untersucht wer-
den, um dies dann mit dem Schadensspektrum der ionisierenden Strahlen zu vergleichen. Von
besonderem Interesse war es zu Uberprifen, ob eine Hochregulation von Rad51, zu einer ver-
anderten Antwort der Replikationsprozesse und der genomischen Stabilitdt nach DNA-
Schadigung fuhrt.

Die Experimente wurden mit U20S-Zellen durchgefihrt, in denen durch Transfektion des
Rad51-Gens eine transiente Uberexpression von Rad51 durch einen hormoninduzierbaren
Promoter erzielt werden konnte (Maacke et al., 2000). Als Kontrolle dienten U20S-Zellen, bei
denen keine Hormoninduktion durchgefiihrt wurde. Die Auswirkungen der verschiedenen DNA-
Schaden wurden im DNA Fibre Assay, im Western-Blot, an yH2AX-FOCI und Chromosomaber-
rationen sowie im Koloniebildungsassay untersucht.

Fur Zellen mit normaler Rad51 Expression zeigte es sich, dass DNA-Doppelstrangbriiche die
toxischsten Schaden wahrend der Replikation waren. Sowohl zweiseitige, als auch einseitige
DSB flihrten zur starken Inhibition der Elongation, zum Anhalten von Replikationsgabeln und zu
einer schnellen und langen Aktivierung des Intra-S-Phase Kontrollproteins Chk1. Dies ging ein-

her mit der Inhibition weiterer Initiationsereignisse. Eine ionisierende Bestrahlung wirkte sich nur
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auf den Elongationsprozess, nicht aber auf das Anhalten von Replikationsgabeln aus. Sie be-
wirkte auRerdem nur eine schwache und spate Aktivierung von Chk1, sowie eine geringere In-
hibition von Initiationsereignissen.

Zellen mit einer Uberexpression von Rad51 zeigten ein véllig anderes Bild. Schon im unbe-
handelten Zustand wiesen diese Zellen spontane DNA-Doppelstrangbriche, radiale Chromo-
somen sowie eine deutlich langsamere Replikation auf. Des Weiteren zeigten sich diese Zellen
gegeniber Einzelstrangbriichen sowie einseitige DSB weitaus empfindlicher als die Kontrollzel-
len mit niedriger Rad51 Expression. Dies aul3erte sich durch eine starkere Inhibition der Elonga-
tion und durch ein deutlich starkeres Anhalten von Replikationsgabeln. Interessanterweise fuhr-
te diese massive Inhibition der Replikation nicht zur Aktivierung von Chk1. Im Gegensatz zu den
Kontrollzellen wurden vermehrt Initiationsereignisse aktiviert und nicht inhibiert. Die erhdhte
Empfindlichkeit gegenliber Einzelstrangbriichen und replikationsassoziierten DSB zeigte sich
ebenfalls im Koloniebildungsassay. Des Weiteren flihrten Einzelstrangbriiche in Rad51-lber-
expremierenden Zellen zu einer signifikant erhéhten Anzahl von Doppelstrangbriichen und zu
einem Anstieg radialer Chromosomen. Nach Bestrahlung verhielten sich die Zellen mit einem
Uberangebot von Rad51 allerdings wie Zellen mit geringer endogener Rad51 Expression.

Diese Daten lassen insgesamt die Schlussfolgerung zu, dass Zellen mit einer Uberexpressi-
on an Rad51 nicht nur eine erhdhte genomische Instabilitat aufweisen, sondern auch besonders
empfindlich auf replikationsassoziierte DNA-Schaden reagieren. Diese Beobachtung wird erklart
durch die unterschiedliche Detektion der Schadenstypen Uber die Sensorproteine ATR und
ATM. Replikationsassoziierte Schaden wie Einzelstrangbriiche oder einseitige DSB flihren vor
allem zur Bildung von expandierter einzelstrangiger DNA, die durch die Bindung des Einzel-
strangbindungsproteins RPA den ATR-ATRIP rekrutiert und dies zu einer Aktivierung von Chk1
fuhrt. Die Affinitat von Rad51 gegeniber einzelstrangiger DNA kdnnte die Bindung von RPA
kompetitiv hemmen und die Schadensantwort Uber ATR behindern. Nach Bestrahlung oder
zweiseitigen Doppelstrangbriichen erfolgt die Detektion des Schadens hauptsachlich Gber das
Sensorprotein ATM. In diesem Fall kommt es erst nach Prozessierung des DSB zur Bildung von
einzelstrangiger DNA.

Fur die Tumortherapie kdonnten diese Ergebnisse von entscheidender Bedeutung sein, da
Rad51 in einigen Tumorentitaten dysreguliert ist. Dabei sollten Tumoren mit einer Uberexpres-
sion von Rad51 besser auf eine Behandlung mit Agenzien ansprechen, durch die replikation-

sassoziierte Schaden induziert werden.
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6 Anhang

7-AAD 7-Amino-Aktinomycin D

Ab Antibody/Antikérper

ATM Ataxia teleangiectasia mutated

ATR Ataxia teleangiectasia mutated related
ATP Adenosintriphosphat

ATPase Adenosintriphosphatase

BCA Bicinchoninsaure

bidest. bidestilliert

BIR break-induced replication

BLM Bloom Syndrom Protein

BRCA breast cancer

BSA bovines Serumalbumin

CHO Chinese Hamster Ovary

Cldu Chlorodesoxyuridine

DAPI 4',6-Diamidino-2-phenylindoldihydrochlorid
DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsdure/deoxyribonucleic acid
DSB double strand break/Doppelstrangbruch
DSBR DSB-Reparatur

dsDNA doppelstrangige DNA

DTT 1,4-Dithiothreit

ECL Enhanced Chemoluminescence

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

E. coli Escherichia coli

EMS Ethyl-Methansulfonat

Ercc/ERCC Excision repair cross complementing
FACS fluorescence activated cell sorting

FCS fotales Kalberserum

Hepes 2-[4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl]-ethansulfonsaure
HNPCC hereditares non-polypdses kolorektales Karzinom
HR homologe Rekombination

HRP Meerrettich-Peroxidase/Horseradish-Peroxidase
H. sapiens Homo sapiens

H,0, Wasserstoffperoxid

IdU lododesoxyuridine

Ig Immunglobulin

irs ionizing radiation-sensitive

kd Kilo-Dalton

Kb/min Kilobasen in der Minute

k.o. Knockout

LFA Lipofectamine 2000

MEM Minimum Essential Medium

MMC Mitomycin C

MMS Methyl-Methan-Sulfonat

mRNA messenger RNA

NCBI National Center for Biotechnology Information
NER Nukleotidexzisionsreparatur

NHEJ nicht-homologes Endjoining

OA-Medium »ohne alles“-Medium

OFA Oligofectamine

p. A. zur Analyse

PBS phosphate-buffered saline
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PBST PBS mit 0,05 % (v/v) Tween 20

PBS+ PBS mit 0,15 % Glycin und 0,5 % BSA
Pl Propidiumiodid

PMSF Phenylmethansulfonylfluorid

PVDF Polyvinylidenfluorid

Rad Strahlung/radiation

Rad51 Gen aus Nagern

RAD51 Protein aus Nagern, Menschen, Hiihnern
RAD51 Gen aus Hefe, Menschen, Hihnern
RAD51H RAD51-Homolog

RAD51L RAD51-like

Rad51p Protein aus Hefe

RecA bakterielles Protein

recA bakterielles Gen

RNA(s) Ribonukleinsaure/ribonucleic acid(s)
RNAI RNA-Interferenz

RNase Ribonuklease

RPA Replikationsprotein A

RT Raumtemperatur

SDS Sodiumdodecylsulfat/Dodecylsulfat Natriumsalz
SDSA synthesis-dependent strand annealing
ssDNA einzelstrangige DNA

SSA single strand annealing

TBE Tris-Borat-EDTA-Puffer

TG Tris-Glycin-Puffer

TKO TransIT-TKO

Tyr Tyrosin

wit Wildtyp

Xrcc/XRCC X-ray cross complementing

Xrs X-ray-sensitive
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