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KAPITEL 1
Zusammenfassung

Das Ziel dieser Arbeit war es zu klären, warum eine erhöhte RAD51-Expression,
welches das Schlüsselprotein der Homologen Rekombination (HR) ist, in vielen
Tumorentitäten zu einer negativen Prognose für das Überleben der Tumorpatienten
führt. Für Brust (BrCa)- und Kopf-Hals (HNSCC)-Tumore sollte daher anhand
von jeweils zehn Zelllinien untersucht werden, wie sich Unterschiede in der RAD51-
Expression auf die Kapazität und Funktionalität der DSB-Reparatur mittels HR
auswirken.
Es konnte gezeigt werden, dass für beide Tumorentitäten die Zelllinien jeweils

ein sehr breites Spektrum in der RAD51-Expression aufwiesen, mit einer sehr
niedrigen bis sehr hohen Expression. Die unterschiedliche Menge hatte in beiden
Entitäten einen erheblichen Einfluss auf die Kapazität der HR. Zum Nachweis
wurde dabei ein Reparaturplasmid verwendet, bei dem die intakte Reparatur von
Doppelstrangbrüchen (DSBs) mit zwei offenen Enden (zwei-endig) mittels HR
bestimmt wurde. Bei einer geringen RAD51-Expression war die HR-Kapazität
jeweils nur sehr gering, bei einer moderaten RAD51-Expression dagegen immer
am höchsten und bei einer hohen RAD51-Expression wiederum sehr gering. Für
die BrCa-Zelllinien wurde ein Verhältnis von 0,4:1,0:0,3 und HNSCC-Zelllinien ein
Verhältnis von 0,3:1,0:0,2 gefunden. Somit ermöglicht nur eine moderate RAD51-
Expression eine maximale HR-Kapazität.
Die geringe HR-Kapazität in Zelllinien mit hoher RAD51-Expression ließ sich

weder auf einen verminderten Kerntransport noch auf eine reduzierte Ausbildung von
RAD51-Reparaturaggregaten zurückführen. Eine verminderte Akkumulation von
Zellen in der S-Phase, welches eine Voraussetzung für die HR ist, konnte ebenfalls
ausgeschlossen werden.
Die bei hoher RAD51-Expression beobachtete geringe HR-Kapazität bewirkte

in fünf von sieben Zelllinien eine sehr hohe zelluläre Empfindlichkeit gegenüber

1



2 1 Zusammenfassung

Mitomycin C (MMC). Zwei der Zelllinien zeigten jedoch trotz einer verminderten
HR-Kapazität eine Resistenz gegenüber MMC. MMC führt dabei über eine Störung
der Replikation zu DSBs mit nur einem offenen Ende (ein-endig). Diese Resistenz
war abhängig von RAD51, da eine RAD51 Inhibition zu einer starken Sensitivierung
der Zellen gegenüber MMC führte. In weiteren Versuchen konnte gezeigt werden,
dass die Aktivierung der Intra-S-Phase Signalkaskade hierfür entscheidend war.
Bei Zelllinien, die eine hohe RAD51-Expression aufwiesen, bewirkte damit eine
erhöhte CHK1 (Checkpoint Kinase 1)-Expression mit einer intakten Aktivierung
eine Resistenz gegenüber MMC.
Zusammenfassend kann in dieser Arbeit erstmalig gezeigt werden, dass eine

erhöhte RAD51-Expression immer zu einer verminderten Reparatur von zwei-
endigen DSBs mittels HR führte. Die Reparatur von ein-endigen DSBs an der
Replikationsgabel mittels HR wird aber neben der RAD51-Expression auch durch
die Stärke der übergeordneten CHK1-vermittelten Signalkaskade bestimmt.

Die negative Prognose für Tumorpatienten mit erhöhter RAD51-Expression kann
somit in der Regel auf eine verminderte HR-Kapazität und damit erhöhte genomi-
sche Instabilität der Zellen zurückgeführt werden. Bei gleichzeitig erhöhter CHK1
Expression mit entsprechend ausgeprägter Signalkaskade könnte aber auch eine
Zunahme in der Therapieresistenz die Ursache für die schlechte Prognose sein.
Deshalb sollte in zukünftigen klinischen Studien sowohl die RAD51-Expression als
auch die CHK1-Expression als Biomarker für eine Prognose überprüft werden.



KAPITEL 2
Summary

The aim of this study was to elucidate why a highly elevated expression of RAD51,
key player of homologous recombination (HR), was identified as a negative prognostic
marker for the survival of tumor patients in several kinds of tumor. For investigations
ten breast cancer (BrCa) and ten head an neck squamous cell carcinoma (HNSCC)
cell lines were chosen, in which the effect of different levels of RAD51-expression on
capacity and functionality of double-strand break (dsb) repair via HR was analyzed.
This study revealed a broad spectra of RAD51-expression in each tumor entity,

ranging from a very low to a very high RAD51-expression. Differences in RAD51-
expression highly influenced the capacity of HR.
For investigations of the HR-capacity a repair plasmid containing a dsb with

two open ends (two-ended) was used. A low RAD51-expression revealed a low
HR-capacity, a moderate RAD51-expression the highest HR-capacity and a high
RAD51-expression a low HR-capacity again. BrCa cell lines displayed a ratio of
0,4:1,0:0,3 und HNSCC cell lines a ratio of 0,3:1,0:0,2. Therefore, only a moderate
RAD51-expression allowed a maximal HR-capacity.

The low HR-capacity in cell lines with a high RAD51-expression was neither due
to a diminished transport to the nucleus nor a reduced formation of RAD51-foci.
A reduced accumulation of cells in the S-phase in cell lines with a high RAD51-
expression, which is a requirement for HR, was also excluded.
A high RAD51-expression with a low HR-capacity revealed a high cellular sen-

sitivity to treatment with Mitomycin C (MMC) in five out of seven cell lines.
Although two cell lines expressed a great resistance against MMC, despite their low
HR-capacity. MMC causes dsbs with only one open end (one-ended) by interfering
with replication. This resistance was due to RAD51, because inhibition of RAD51
sensitized those cells to MMC-treatment. Further experiments showed that activati-
on of the intra-s-phase cascade was crucial for the mentioned cellular sensitivity. In

3



4 2 Summary

cell lines with a high RAD51-expression an elevated CHK1-expression in addition
to a its proper activation contributed to the observed resistance.

Taken together, this study shows for the first time that a high RAD51-expression
always caused a diminished repair of two-ended dsbs via HR. In contrast, for repair
of one-ended dsbs at replication forks via HR the level of upstream CHK1-faciliated
signaling was crucial in addition to a high RAD51-expression.
In conclusion, the negative prognosis for tumor patients with a high RAD51-

expression ordinarily can be attributed to a diminished HR-capacity and an elevated
genomic instability of tumor cells. A simultaneously elevated CHK1-expression
in addition to a functional signaling can also cause a higher resistance to tumor
therapie. Therefore, in future clinical trials the RAD51-expression as well as the
CHK1-expression should be included as biomarkers for prognosis.



KAPITEL 3
Einleitung

Das mittlere 5-Jahresüberleben aller Krebserkrankungen liegt bei nur etwa 60 %
[132]. Daher ist es dringend erforderlich, aktuelle Therapien, die in der Regel aus
Chirurgie in Kombination mit einer Radio- und/oder Chemotherapie bestehen,
gezielt zu intensivieren. Voraussetzung für eine Intensivierung ist das genauere Ver-
ständnis der Überlebensstrategien von Tumorzellen, insbesondere der molekularen
Reparaturmechanismen und der entsprechenden Signalkaskaden, sowie die Identifi-
zierung von prädiktiven Biomarkern. Der für eine Zelle schwerwiegendste Schaden
ist der DSB. Die HR is der Hauptreparaturweg von DSBs während der S-Phase. In
Tumoren sind Reparaturwege häufig dereguliert, was einen großen Einfluss auf die
Prognose haben kann. So wird für Patienten, deren Tumore das Schlüsselprotein der
HR RAD51 überexprimieren, ein deutlich kürzeres Überleben beobachtet. Eine hohe
Expression von RAD51 in Tumoren könnte somit ein potentieller Biomarker für die
intensivierte Tumortherapie sein. Es wird daher vermutet, dass die Überexpression
von RAD51 entweder eine Resistenz gegenüber den eingesetzten Tumortherapien
bewirkt oder aber durch unkontrollierte Reparatur zur Malignität der Tumore
beiträgt.

3.1 Tumortherapie

Das Ziel einer jeden Tumortherapie ist die maximale Eliminierung von Tumorzellen.
Die Tumortherapie lässt sich in drei Säulen untergliedern: Die operative Entfernung
von Tumorgewebe, die Strahlentherapie und die Chemotherapie. Dabei werden
diese drei Therapieformen häufig kombiniert. Bei der Strahlen- und Chemotherapie
steht die maximale DNA-Schädigung von Tumorzellen im Vordergrund. Bei der
Strahlentherapie wird ein breites Schadensspektrum induziert. So induziert eine
Dosis von 1 Gy in einer humanen Zelle etwa 4000–5000 Basenschäden (BDs), 1000

5



6 3 Einleitung

DNA-Einzelstrangbrüche (SSBs), 150 DNA-DNA- und DNA-Proteinvernetzungen
sowie 20–40 DSBs auf [9]. In der Chemotherapie wird dagegen gezielt die replikative
S-Phase durch DNA-DNA-vernetzende Agenzien oder Inhibitoren angegriffen [60].
Der Gegenspieler bei der Eliminierung von Tumorzellen ist die DNA-Reparatur,

deren Inhibition in der modernen, vermehrt individualisierten Tumortherapie zur
Sensitivierung der Tumore genutzt wird [60]. Eine Vielzahl von Tumoren entwickelt
im Laufe ihrer Tumorigenese außerdem Defekte in der DNA-Reparatur. Diese
Defekte können über den gezielten Einsatz von Chemotherapeutika ausgenutzt
werden. Für die Identifizierung dieser Defekte müssen jedoch zunächst Biomarker
erkannt werden.

3.1.1 RAD51 als Biomarker für die Tumortherapie

RAD51 ist das Schlüsselprotein der HR, dem Hauptreparaturweg von DSBs in der
S-Phase. In Tumorgewebe unterscheidet sich die RAD51-Expression deutlich und
das Tumorgewebe kann hinsichtlich der RAD51-Expression in folgende Gruppen
klassifiziert werden: RAD51-negative Tumore, Tumore mit einer schwachen RAD51-
Expression, einer moderaten RAD51-Expression und einer Überexpression von
RAD51 [3, 85, 87, 109, 125, 146, 154, 165].

Für Tumoren mit einer RAD51-Überexpression konnte mehrheitlich eine negative
Prognose für das Überleben der Patienten beschrieben werden, sodass Patienten mit
einer Überexpression von RAD51 in ihren Tumoren eine besondere Therapieform
benötigen könnten. Tabelle 3.1 stellt eine Übersicht der klinischen Studien dar, die
einen prognostischen Wert einer RAD51-Überexpression für das Überleben von
Tumorpatienten beschreiben.

Tabelle 3.1: Prognostischer Wert einer RAD51-Überexpression für das Überleben
von Tumorpatienten.

Studie Tumorentität Patienten Prognose

Qiao et al., 2005 [125] Lunge 383 negativ
Mitra et al., 2009 [109] Prostata 20 negativ
Le Scodan et al., 2010 [85] Brust 97 negativ
Li et al., 2011 [87] Speiseröhre 230 negativ
Tennstedt und Fresow, 2012 [154] Kolon 1206 negativ
Allera-Moreau et al., 2012 [3] Lunge 93 negativ

Söderlund et al., 2007 [146] Brust 212 positiv
weiter auf der nächsten Seite
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Fortsetzung von Tabelle 3.1
Studie Tumorentität Patienten Prognose
Welsh et al., 2009 [165] Gliom 68 positiv

Die Ursache für die mehrheitlich negative Prognose für das Überleben von Tu-
morpatienten mit einer RAD51-Überexpression in den Tumoren ist biologisch nicht
geklärt. Ein mögliche Erklärung wäre eine Therapieresistenz durch eine verbesserte
DNA-Reparatur mittels HR. So konnten Tennstedt und Fresow (2012) [154] zeigen,
dass kolorektale Adenokarzinome mit einer Überexpression nach einer Strahlen-
und Chemotherapie eine deutlich geringere Überlebensrate zeigten. Eine weite-
re Erklärung könnte eine erhöhte genomische Instabilität in den Tumoren sein,
die zu einer höheren Malignität der Tumore führen würde. So konnte bei einer
RAD51-Überexpression eine höhere Aggressivität von Tumoren beobachtet werden
[96, 105, 109, 131]. Mitra et al. (2009) [109] konnten diesbezüglich für Tumorpatien-
ten mit einer Überexpression von RAD51 in ihren Tumoren, die lediglich operiert
wurden, eine negative Prognose für das Überleben zeigen. Diese Studie stellt die
weitverbreitete Annahme in Frage, dass Tumorpatienten mit einer Überexpression
an RAD51 durch eine Therapieresistenz der Tumore sterben.

3.2 Bedeutung der Homologen Rekombination für die
Tumorentstehung

Endogene DNA-Schäden wie BDs, SSBs und DSBs können bei einer defekten DNA-
Reparatur zu Mutationen führen. Chromosomale Mutationen wie Translokationen,
Insertionen oder Deletionen stellen dabei die größte Gefahr für das Genom dar. Diese
Art von chromosomalen Mutationen resultieren mehrheitlich aus nicht reparierten
DSBs, die während der Replikation entstehen und mittels HR repariert werden.
Defekte in der HR führen damit vermehrt zu solchen Mutationen, die zu einer
genomischen Instabilität beitragen, die wiederum die Urasche für die Entstehung
von Tumoren sein kann. Defekte in der HR rühren dabei vermehrt aus Mutationen in
für die HR relevanten Genen; beispielsweise BRCA1 (breast cancer 1 ) und BRCA2
in Brustkrebstumoren [107, 168], RAD54 und CtIP (C-terminal-binding protein
interacting protein) in Non-Hodgkin-Lymphome und Kolonkarzinome sowie BLM
(Bloom’s syndrome) [62, 167], WRN (Werner syndrome) und NBS1 (Nijmegen-
Breakage-syndrom 1 ) in anderen Tumorentitäten [48, 106, 111]. Für RAD51 konnte
kein solches Phönomen beobachtet werden. Dies liegt wahrscheinlich daran, dass
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eine Deletion von RAD51 embryonal lethal ist [156].

3.2.1 Brustkrebstumoren

Die vermehrte Entstehung von Brustkrebstumoren bei Defekten in Genen der HR
ist am besten beschrieben. Es ist eine Vielzahl an Risikogenen identifiziert worden,
die entweder direkt oder regulatorisch dem DSB-Reparaturweg der HR zuzuordnen
sind [162]. Zu den Hoch-Risikogenen zählen BRCA1 und BRCA2, p53 und PTEN
(phosphatase and tensin homolog), gefolgt von den Risiko-Genen, CHK2 (checkpoint
Kinase 2), ATM (Ataxia-Telangiectasia-mutated), NBS1, RAD50, BRIP1 (BRCA1-
interacting protein 1 ) und PALB2 (Partner and localizer of BRCA2 ). Trägerinnen
dieser Gene oder Patientinnen, die mit Trägerinnen im ersten Grad verwandt sind,
haben ein deutlich erhöhtes Risiko, frühzeitig Brustkrebs zu entwickeln [35, 162].
In diesem Zusammenhang ist besonders interessant, dass gerade solche Patienten
mit Gendefekten in der HR junge Patietinnen sind. Etwa eine von 300 Frauen mit
der Diagnose Brustkrebs ist jünger als 40 Jahre, bei den unter 45jährigen liegt der
Anteil bei etwa 10% [114]. Das frühzeitige Auftreten eines Mammakarzinoms zeigt
sich als Haupttodesursache bei jungen Frauen mit Krebs [1].
Erste Untersuchungen unter Verwendung eines Plasmid-Rekonstruktionsassays

zeigten, dass in primären Zellen von Patientinnen mit sporadischem Brustkrebs
vermehrt fehlerhafte DNA-Reparaturprozesse aktiv sind, wie die Mikro-Homologie
vermittelte und die nicht-konservative HR [73, 74]. Diese Verlagerung zu fehlerhaften
Reparaturprozessen wird als Hinweis auf eine erhöhte genomische Instabilität und
damit als Antrieb einer frühzeitigen Tumorigenese angesehen.

3.2.2 Kopf-Hals-Tumore

Für die Entstehung von Kopf-Hals-Tumoren ist bislang keine höhere Inzidenz für
Mutationsträger der HR beschrieben. Hier konnten lediglich eine höhere Inzidenz zur
Entstehung von HNSCC Tumoren bei Fanconi Anemia (FA) Patienten beobachtet
werden. Zu den FA-Genen zählen jedoch wiederum Gene der HR wie BRCA1 und
BRCA2 und PALB2. Deswegen gibt es auch für diese Tumorentität erste Hinweise
auf eine Rolle von HR bei der Enstehung [83, 101, 133].

3.3 Auswirkung einer RAD51-Überexpression in Tumorzellen

RAD51 ist das Schlüsselprotein der HR, dem Hauptreparaturweg von DSBs in
der S-Phase. Es bindet transient an einzel- und doppelsträngige DNA (ssDNA,
dsDNA) und kann somit den für die HR entscheidende Strandinvasion und die



3.3 Auswirkung einer RAD51-Überexpression in Tumorzellen 9

Homoligesuche vollführen. RAD51 ist außerdem während der Replikation von großer
Bedeutung: einerseits für die Reparatur von Replikations-assoziierten DSBs [134]
und andererseits für die Stabilisierung von Replikationsgabeln [56, 138].
In ausdifferenziertem Normalgewebe wird RAD51 nicht exprimiert, lediglich in

proliferierendem, nicht ausdifferenziertem Gewebe wie Thymus, Testis oder Ovar
[112, 141, 156]. Die Untersuchung der zellulären Funktion ist dadurch erschwert, dass
Mausembryonen mit einem Knock-out des RAD51 Gens nicht lebensfähig sind [156].
In Tumorgewebe ist mehrheitlich eine erneute Expression von RAD51 zu beobachten
[3, 85, 87, 95, 109, 125, 146, 154, 165]. Auch in Tumorzelllinien ist im Vergleich
zu Fibroblastenzelllinien eine erhöhte RAD51-Expression beschrieben [41, 126].
Die erhöhte RAD51-Expression in Tumorzelllinien ist dabei durch eine erhöhte
Expression des Proteins oder post-translationale Modifikationen bedingt, nicht
durch Genamplifikationen [126]. Die Expression von RAD51 ist Zellzyklus-abhängig
reguliert mit einer maximalen Expression in der S- und G2-Phase [19, 44].

Die Überexpression von RAD51 in Tumoren ist assoziiert mit onkogenen Verände-
rungen in der Genexpression von Tumorzellen, die sich während der Tumorigenese
entwickeln. So führen Mutationen im Tumorsuppressorprotein p53 zu einer erhöhte
Expression von RAD51, während die Wildtyp-Form die Expression von RAD51
unterdrückt [4, 55, 123]. Dies ist insofern bemerkenswert, als dass p53 als Wächter
des Genoms angesehen wird. In Leukämiezellen konnte eine erhöhten RAD51-
Expression durch die Expression der Tyrosin-Kinase BCR/ABL beobachtet werden.
Diese Überexpression wurde einerseits durch eine erhöhte STAT5-abhängige Tran-
skription von RAD51 bedingt und andererseits durch Inhibition der Degradation
von RAD51 über Caspase-3 [64, 143]. Eine erhöhte RAD51-Expression wurde eben-
falls als Folge einer Überexpression der Onkogene c-myc, ß-Catenine oder humanes
Papilloma-Virus (HPV) Protein E7 beobachtet [123]. In jedem Fall stellt die erhöhte
RAD51-Expression in Tumoren ein Ereignis dar, für das alle Tumorzelllinien im
Verlauf ihrer Tumorigenese onkogene Mechanismen entwickelt haben müssen. Somit
können alle beschriebenen Onkogene individuell ihren Einfluss haben. Auch eine
fehlerhafte Regulation der Unterdrückung der RAD51-Expression durch microRNAs
oder durch eine geringere PARP-1-Expression könnte zur erneuten Expression von
RAD51 geführt haben [46, 57, 164].
Die transiente Überexpression von RAD51 führte in Tumorzellen zu einer Ak-

kumultion der G2-Phase und induzierte Apoptose [77]. Eine erhöhte genomische
Instabilität wurde ebenfalls mit einer Überexpression von RAD51 assoziiert. Dabei
wurden vermehrt Translokationen und Aneuploidie beobachtet [131].

Die Auswirkung einer RAD51-Überexpression auf die DSB-Reparatur mittels
HR ist sehr heterogen. In-vitro-Studien zeigen in isogenen Modellen einerseits eine
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vermehrte Reparatur von DSBs miitels HR in Reporter-Assays [84, 174]. Ande-
rerseits ist jedoch auch eine Reduktion der DSB-induzierten Reparatur mittels
HR beschrieben [76, 119]. Generell spiegelte sich bei Defekten in der HR die re-
duzierte Kompetenz in der Reparatur von DSBs mittels HR in einer erhöhten
zellulären Empfindlichkeit von Zelllinien gegenüber verschiedenen Agenzien wider
[89, 143, 179].
Für das zelluläre Überleben konnten infolge einer Überexpression von RAD51

ebenfalls kontrahäre Beobachtungen gemacht werden. So konnte einerseits eine
zelluläre Resistenz nach ionisierender Bestrahlung und Behandlung mit Agenzi-
en, die Replikations-asoziierte DSBs induzieren, beobachtet werden [94, 160]. Ein
geringeres zelluläres Überleben wurde jedoch ebenfalls gezeigt [14, 102]. Dies je-
doch lediglich, wenn die für die HR essentiellen Proteinen BRCA1 und BRCA2
in ihrer Wildtyp-Form vorlagen. Bei Mutationen der Gene BRCA1 und BRCA2
bewirkte die Überexpression von RAD51 hingegen eine erhöhte Resistenz gegenüber
DNA-DNA-vernetzenden Agenzien.

Ein vielfach erhöhtes Level an spontaner HR wurde nach einer RAD51-Überexpression
in isogenen Modellen ebenfalls beobachtet [5, 160]. Die spontane HR ist nicht mit der
DSB-induzierten HR zu verwechseln, sondern spiegelt wahrscheinlich die Reparatur
von Replikations-assoziierten Schäden oder aber eine unkontrollierte Reparatur
wider. Dies könnten einerseits angehaltene Replikationsgabeln sein, die HR für die
Wiederaufnahme der Replikation HR benötigen oder Replikations-assoziierte DSB
sein, die beim Kollabieren von Replikationsgabeln entstehen [134, 153].
Für die Reparatur eines DSBs mittels HR wird RAD51 zu einem Filament

verknüpft, welches als so genannter RAD51-Fokus bezeichnet wird. Nach einer Über-
expression von RAD51 konnte in Tumorzellen spontan, ohne exogene Schädigung,
eine erhöhte Formation von RAD51-Foci beobachtet werden [94, 128, 174]. Dabei
wurden vermehrt längere RAD51-Filamente beschrieben [128, 174]. Aufgrund der
hohen Affinität von RAD51 gegenüber ssDNA, könnte die erhöhte Anzahl von
RAD51-Foci auf ein unkontrolliertes Binden von RAD51 an ssDNA darstellen, wie
sie an Replikationsgabel vorliegt [30, 147]. So konnte gerade in der Abwesenheit
von RPA (Replication protein A), welches die Rekrutierung von RAD51 kontrolliert,
ein stärkeres Binden von RAD51 an ssDNA beobachtet werden [147].
Diese Beobachtungen lassen vermuten, dass die HR-Maschinerie zur Reparatur

von DSBs nur funktional ist, wenn die beteiligten Proteine sich in einem stöchiome-
trischen Gleichgewicht zueinander befinden [86].
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3.4 Bedeutung der Homologen Rekombination in der
DNA-Reparatur

Die HR ist ein Multiproteinkomplex, der primär DSBs in der S-Phase repariert
[72]. Einzigartig an der HR ist, dass sie nicht nur zwei-endige DSBs repariert,
sondern auch ein-endige DSBs, wie sie während der Replikation generiert werden
(vgl. Abbildung 3.1) [134]. Dies lässt die HR mit einer Vielzahl an Reparaturwegen
wechselwirken und HR kann kompensatorisch für andere Reparaturwege eingreifen.

Abbildung 3.1: DNA-Schadensspektrum für die Reparatur mittels Homologer
Rekombination (modifiziert nach Helleday (2010) [58]).
Die HR repariert DSBs mit zwei offenen Enden (zwei-endig) und einem offenen Ende
(ein-endig). Zwei-endige DSBs werden beispielsweise durch ionisierende Strahlung in-
duziert. Ein-endige DSBs entstehen Replikations-assoziiert infolge der Prozessierung
einer Vielzahl von DNA-Schäden.
BD Basenschaden, DSB Doppelstrangbruch, SSB Einzelstrangbruch, UV Ultraviolet-
te Strahlung.

In der Reparatur von zwei-endigen DSBs konkurriert HR mit dem Nicht-homologen
Endjoing (NHEJ) und dem Single-Strand Annealing (SSA). HR ist außerdem für
die Reparatur von DNA-DNA-Vernetzungen (ICL-Reparatur) essentiell, bei der
infolge der Nukleotidexzisionsreparatur (NER) und Translesionsythesis (TLS) ein
Replikations-assoziierter DSB generiert wird, der HR für die Reparatur benötigt.
SSBs werden mehrheitlich über die Basenexzisionsreparatur (BER) beseitigt. Trifft
jedoch eine Replikationsgabel auf einen SSB, wird dieser in einen ein-endigen DSB
umgewandelt, der wiederum HR für die Reparatur benötigt.

3.4.1 DNA-Doppelstrangbruchreparatur

Der DSB stellt für die Zelle den schwerwiegendesten DNA-Schaden dar, da beide
Stränge der DNA-Doppelhelix gebrochen sind und somit keine direkte Sequenzvor-
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lage für die Reparatur vorliegt. So kann ein einziger DSB bei einer nicht erfolgten
Reparatur ein lethales Ereignis für die Zelle darstellen und die Zelle in den mitoti-
schen Zelltod führen [47]. Die Generierung von DSBs hat verschiedene Ursachen. Sie
können endogen Replikations-assoziiert in der S-Phase oder durch exogene Faktoren
wie ionisierende Bestrahlung und DNA-schädigende Agenzien entstehen [9, 37, 134].

DSBs weisen verschiedene Strukturen auf, nämlich zwei-endige und ein-endige
DSBs, wobei letztere Replikations-assoziiert sind [134]. Für die DSB-Reparatur
stehen der Zelle in Abhängigkeit der Schadensstruktur und der Zellzyklusphase im
Wesentlichen drei verschiedene Reparaturwege zur Verfügung: Das NHEJ, die HR
und das SSA (vgl. Abbildung 3.2). Das NHEJ ist dabei der Hauptreparaturweg für
DSBs. Für sterisch komplexe DSBs oder ein-endige DSBs in der S-Phase ist HR
der Hauptreparaturweg [72]. Ob ein DSB über NHEJ oder HR repariert wird, wird
durch die Proteine 53BP1 und BRCA1 bestimmt. Diese werden nach Induktion
eines DSBs mittels RNF168 (RING finger nuclear factor 168 ) Zellzyklus-abhängig
an den DSB rekrutiert. 53BP1 (p53-bindendes Protein 1) stimuliert das NHEJ,
während BRCA1 die Homologie-vermittelte Reparatur (HR oder SSA) durch die
Komplexbildung mit den Nuklease MRE11 und CtIP über die Resektion einleitet
[21, 40, 136, 177]. Wurde die Homologie-vermittelte Reparatur eingeleitet, stellt die
HR den Hauptreparaturmechanismus dar, der RAD51-vermittelt ist. Das SSA kann
kompensatorisch bei Defekten in der HR eingreifen und ist unabhängig von RAD51
[99].
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Abbildung 3.2: Reparaturwege für DNA-Doppelstrangbrüche (modifiziert nach
Budke et al., 2012 [16]).
Nach Induktion eines DSBs wird die Reparatur entweder mittels dem NHEJ oder
nach einer CtIP-abhängigen Resektion mittels der Homologie-vermittelten Repara-
turwege HR und alternativ SSA eingeleitet.
HR Homologe Rekombination, NHEJ Nicht-homologes Endjoining, SSA Single-
Strand Annealing

Nicht-homologes Endjoining

Das NHEJ stellt den Hauptreparaturweg für DSBs dar. Etwa 80 % aller DSBs
werden mittels NHEJ repariert [34]. Das NHEJ ist während aller Zellzyklusphasen
aktiv, besonders aber in der G0/G1- und der frühen S-Phase von Bedeutung [32].
Durch das NHEJ werden DSB-Enden direkt ligiert. Dieser Reparaturmechanismus
benötigt keine Sequenzvorlage für die Reparatur, weswegen er in jeder Zellyklusphase
agieren kann und besonders schnell ist [28].
Das NHEJ wird durch das Binden des Heterodimers KU70/80, das eine hohe

DSB-Stuktur-spezifische Bindungsaffinität zur DNA aufweist, an die gebrochenen
DNA-Enden eingeleitet [17, 161]. KU70/80 rekrutiert den Cofaktor DNA-PKCS

(DNA-dependent protein kinase catalytic subunit) und bildet ein Holoenzym, wodurch
dessen Kinaseaktivität aktiviert wird [173]. Dadurch wird die Prozessierung der
DSB-Enden eingeleitet, damit die für die Ligation der DSB-Enden benötigten
5’-Phosphatende und 3’-Hydroxylende vorliegen. Dies erfolgt durch Endo- und
Exonukleasen sowie Helikasen wie beispielsweise Artemis und WRN [20, 28]. Letzlich
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werden die DSB-Enden durch den XRCC4-Ligase IV-XLF-Komplex (X-ray cross-
complementig 1, Xeroderma Pigmentosum group F) ligiert [51].

Das NHEJ ist ein potentiell fehlerhafter Reparaturweg. Einerseits können bei der
Prozessierung von DSB-Enden Deletionen auftreten oder aber nach Induktion von
einer Mehrzahl an DSBs falsche Enden miteinander verknüpft werden [88].

Homologie-vermittelte Reparatur

Homologie-vermittelte Reparaturwege sind die HR mit RAD51 als seinem Hauptre-
paraturprotein und das SSA, das unabhängig von RAD51 ist. Während das SSA in
allen Zellzyklusphasen aktiv sein kann, ist die HR lediglich in der S- und G2-Phase
aktiv und stellt in der S-Phase des Zellzyklusphases den Hauptreparaturweg dar[72].
Die HR ist ein prinzipiell fehlerfreier Reparaturweg, da fehlerhafte oder fehlende
Sequenzen neusynthetisiert werden können. Dafür benötigt die HR jedoch homologe
Sequenzen, die in Form des Schwesterchromatids in der späten S- und G2-Phase
vorliegen. Sie repariert sowohl zwei- als auch ein-endige DSBs, die während der
Replikation generiert werden. Ein ein-endiger DSB ist das Resultat einer kollabierten
Replikationsgabel, die nach dem Treffen auf einen DNA-Schaden generiert wird (vgl.
Abbildung 3.1) [60].

Für die HR sind drei verschiedene Reparaturwege beschrieben: Das Synthesis-
despendent strand Annealing (SDSA), das klassische double-Holliday Junction Modell
und die Breakage induced-Replication (BIR) [60]. All diesen Wegen, auch dem SSA,
geht jedoch als inistiales Ereignis die 5’-3’ Resektion und der dadurch resultierende
einzelsträngige 3’-Überhang voraus, was durch den MRN (MRE11, RAD50, NBS1)-
Komplex geschieht. Mit Ausnahme des SSA ist RAD51 das Schlüsselprotein dieser
Reparaturwege. Der wichtigste Homologie-vermittelte Reparaturmechanismus für
die Reparatur von zwei-endigen DSBs ist das SDSA [120]. Ein-endige DSBs werden
über BIR repariert. Im Folgenden werden daher lediglich das SDSA, die BIR und
das SSA näher beschrieben.
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(a) Zwei-endiger DSB (b) Ein-endiger DSB

Abbildung 3.3: Reparatur von ein- und zwei-endigen Doppelstrangbrüchen über
die Homologe Rekombination (modizifiert nach Helleday et al. (2008) [60]).
Mittels HR können sowohl zwei- als auch ein-endigen DSBs repariert werden. Darge-
stellt ist das SDSA (a, Reparatur von zwei-endigen DSBs) und die BIR (b, Repara-
tur von ein-endigen DSBs). Eine nähere Beschreibung der Reparaturwege befindet
sich im Text.
DSB Doppelstrangbruch, HJ Holliday-Junction

Zwei-endige DSB-Reparatur mittels HR Das SDSA wird als Hauptreparaturweg
der HR für zwei-endige DSB beschrieben (vgl. Abbildung 3.3a). Die Resektion
stellt das initiale Ereignis dar und ist in zwei Schritte unterteilt. Zunächst wird
ein 3’-Überhang bis zu 100 bp über die Nukleasen MRE11 und CtIP induziert
[136, 151]. Die weitere Resektion erfolgt über die Nukleasen DNA2 und EXO1
unter Mitwirken der Helikase BLM. Die generierte ssDNA wird von RPA gebunden
und dadurch ein unkontrolliertes Binden der ssDNA an homologe Sequenzen oder
untereinander verhindert. Über RPA wird dann über die Proteine ATRIP (ATR-
interacting protein)/ATR/Claspin/CHK1 der Reparaturkomplex der HR eingeleitet
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[61]. Das entscheidende Ereignis dafür stellt der Aufbau des RAD51 Nukleofilamentes
dar, wodurch RPA von der ssDNA verdrängt wird. Dieser Prozess wird durch die
Proteine BRCA2, RAD52, RAD54, PALB2 sowie den RAD51-Paraloge RAD51B,
RAD51C, RAD51D, XRCC2 und XRCC3 erleichtert [59, 172]. RAD51 ermöglicht
die Invasion in das Schwesterchromatid und die Bildung einer Heteroduplex, bei der
der eine Strang des Schwesterchromatids verdrängt wird und ein sogenannter D-Loop
entsteht. An der Schnittstelle zwischen Homo- und Heteroduplex wird eine X-förmige
Struktur ausgebildet, die als Holliday-Junction (HJ) bezeichnet wird. Die HJ kann
in beide Richtungen gleiten, was als Branch-Migration bezeichnet wird. Gleitet
die HJ in Richtung der Replikation, wird der neusynthetisierte Strang freigegeben.
Wenn der neusynthetisierte DNA die DSB-Sequenz überschritten hat, kann der
neusynthetisierte Strang auf der anderen Seite des DSB wieder die Homoduplex
ausbilden. Dieser Prozess wird durch die Proteine Polη, WRN, BLM, p53, RAD54,
RAD52, BLAP75 (Bloom-associated protein of 75 kD), hMSH2–hMSH6 (human
MutS Homolog 2–6 ) unterstützt [59]. Überschüssige ssDNA wird durch die Struktur-
spezifischen Endonukleasen XPF/ERCC1 (Excision repair cross complementation
group 1 ) entfernt. Die Homoduplex wird ligiert und die fehlende einzelsträngige
DNA aufgefüllt, wahrscheinlich unter Beteiligung der Proteine Polδ/ε (Polymerase
δ/ε), PCNA (Proliferating cell nuclear antigen) und DNA-Ligase I [59].

Ein-endige DSB-Reparatur mittels HR Ein-endige DSBs werden Replikations-assoziiert
generiert, beispielsweise wenn eine Replikationsgabel auf einen SSB trifft. Dieser
Reparaturweg wird häufig als BIR bezeichnet. Im Gegensatz zu der Reparatur von
zwei-endigen DSBs, für die es alternative Reparaturwege gibt, können ein-endige
DSBS nur mittels HR repariert werden.
Der Prozess ist zunächst vergleichbar mit dem SDSA. Im Wesentlichen wird

ebenfalls durch Resektion erneut lange ssDNA generiert, um die sich das RAD51
Nukleofilament bildet. Dadurch wird die Stranginvasion ermöglicht und die HJ
ausgebildet. Diese wird jedoch im Gegensatz zum SDSA gespalten, wodurch die
Replikationsgabel wieder aufgebaut wird. Dieser Prozess wird resultiert für die Zelle
jedoch in einem Schwesterchromatidaustausch [59].

Single-Strand Annealing Das SSA stellt einen alternativen Reparaturweg für die
Reparatur von zwei-endigen DSBs dar und wird vermehrt bei Defekten in der HR
eingesetzt [16, 99]. Dieser Reparaturweg nutzt für die DSB-Reparatur zwei nah
beieinander gelegene repetitive homologe Sequenzen. Im Wesentlichen werden durch
Resektion lange einzelsträngige 3’-Überhänge generiert, die übereinander gelegt und
ligiert werden. Dieser Prozess verläuft im Gegensatz zur HR unabhängig von RAD51,



3.4 Bedeutung der Homologen Rekombination in der DNA-Reparatur 17

jedoch in Abhängigkeit von RPA und RAD52 [59]. Die 3’-Überhänge werden durch
die Endonukleasen ERCC1/XPF entfernt [54].

SSA ist damit jedoch immer mit einer Deletion verbunden, was dieser Reparatur-
weg fehlerhaft macht.

3.4.2 Reparatur von DNA-DNA-Vernetzungen

Für die Reparatur von DNA-DNA-Vernetzungen, die benachbarte oder gegenüberlie-
gende Basen vernetzen und dadurch die Replikationsmaschinerie stoppen, wird die
DNA-Crosslink-Reparatur (ICL-Reparatur) eingesetzt [116]. An der ICL-Reparatur
sind mehrere Reparaturwege beteiligt. Dazu gehören die Proteinkomplexe HR und
FA, die NER und die TLS [60]. So wird in diesem Prozess die DNA-DNA-Vernetzung
zu einem Replikations-assoziierten, häufig ein-endigen DSB umgewandelt, der als
Substrat für die HR dient [2, 29, 117].

Bei der ICL-Reparatur wird zwischen der Replikations-assoziierten und der nicht
Replikations-assoziierten ICL-Reparatur unterschieden. Während HR essentiell für
die Replikations-assoziierte Reparatur ist, verläuft die nicht Replikations-assoziierte
ICL-Reparatur unabhängig von HR, lediglich in Abhängigkeit von FA, NER und
TLS [24, 140]. Von der Replikation-ssoziierten HR wird jedoch angenommen, dass
sie von größerer Bedeutung ist [129]. Deswegen wird im Folgenden lediglich auf die
Replikations-assoziierte ICL-Reparatur eingegangen.
Die Reparatur von DNA-DNA-Vernetzungen wird über FA-Proteine eingelei-

tet. FA-Proteine stellen eine Gruppe aus 15 Proteinen dar, die bei genetischen
Mutationen im Menschen zu Fehlbildungen, einer Knochenmarksinsuffizienz sowie
einer verfrühten Tumorentstehung führen. FA-Zellen zeichnen sich durch eine er-
höhte zelluläre Empfindlichkeit gegenüber DNA-DNA-vernetzenden Agenzien wie
MMC aus. Die DNA-DNA-Vernetzung wird durch den Komplex FANCM (Fan-
coni M)-FAAP24 (FA-assoziiertes Protein)-MHF1/2 erkannt. FANCM aktiviert
die DNA-Schadens-Signalkaskade über die Proteine RPA-ATR-CHK1. Dies führt
einerseits zur Rekrutierung und Aktivierung des sogenannten FA-Core-Komplexes,
der sich aus acht FA-Proteinen (FANCA/B/C/E/F/G/L/M) besteht. Dieser FA-
Core Komplex monoubiquitiniert dann den FANCD2-FANCI Komplex, das das
Schlüsselereignis für die ICL-Reparatur darstellt [78]. Dieser Komplex rekrutiert
Nukleasen wie ERCC1-XPF und MUS81-EME1, die auf einem DNA-Strang zu
beiden Seiten des ICLs schneiden. Dadurch wird ein DSB generiert, der entweder
ein- oder zwei-endig ist, je nach dem, ob eine oder zwei Replikationsgabeln auf die
DNA-DNA-Vernetzung getroffen sind. Im Weiteren wird auf der dem DNA-Strang,
an dem das DNA-Addukt hängt, durch die TLS-Polymerasen REV1 oder Polζ
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der induzierten SSB repariert. Die FA-Proteine D1 (BRCA2)/J/N (PALB2)/O
(RAD51C) leiten die DSB-Reparatur, indem sie RAD51 auf die DNA laden und an
der Auflösung des Rekombinationsintermediats beteiligt sind. Die Entfernung des
DNA-Adduktes erfolgt über die NER [75].

3.4.3 Basenexzisionsreparatur

Die BER ist für das Erhalten der genomischen Stabilität außerordentlich wichtig, da
täglich bis zu 20.000 endogen induzierte DNA-Schäden/Zelle repariert werden müssen
[36]. Dabei wird sie für die Reparatur von SSBs, BDs sowie apurine bzw. apyrimidine
Stellen (AP-Stelle) [166] benötigt. Die BER ist während aller Zellzyklusphasen aktiv,
trifft jedoch in der S-Phase auf die HR. Wenn ein SSB, der nicht über BER repariert
wurde, auf eine Replikationsgabel trifft, wird der SSB in einen ein-endigen DSB
umgewandelt, der mittels HR repariert wird [150].

Im Wesentlichen wird in der BER die modifizierte Base mittels DNA-Glykosylasen
ausgeschnittten, der intakte Desoxyribosephosphat-Rest an der daraus resultierenden
AP-Stelle mittels Endonukleasen eingeschnitten und das ausgeschnittene durch ein
akkurates Nukleotid ersetzt [166].

3.5 DNA-Schadensantwort in der S-Phase

Nach Entstehung eines DNA-Schadens leiten eukaryotische Zellen über Signalprotei-
ne die DNA-Schadensantwort ein. Die prominentesten Signalproteine in der S-Phase
des Zellzyklus sind die Serin-/Threonin-Kinasen der PI3K (Phosphoinositid-3)-
Familie: ATM, ATR (ATM and Rad3-related), und DNA-PKCS . Diese Kinasen sind
für die Regulation des Zellzykluses, der Replikation, der DNA-Reparatur und der
Apoptose essentiell [22].

ATR ist dabei die für die S-Phase bedeutsamste Kinase, da sie neben der DNA-
Reparatur auch für die Regulation der Replikation von großer Bedeutung ist [23].
ATR wird dabei nach Induktion verschiedener DNA-Schäden phosphoryliert, ist
jedoch besonders wichtig für die DNA-Reparatur nach Behandlung mit ultravioletter
(UV)-Strahlung und DNA-DNA-vernetzenden Agenzien [26, 67, 78, 129]. Auch nach
Induktion von DSBs wird ATR aktiviert und vermittelt die Homologie-vermittelte
Reparatur. ATR wird durch die Generierung von ssDNA aktiviert [180]. Diese
entsteht einerseits infolge der Prozessierung von DSBs oder an Replikationsgabeln,
die auf einen DNA-Schaden treffen [10]. RPA bindet zunächst an die generierte
ssDNA, die mindestens 50 Nukleotide umfasst, und wird von dem ATR-ATRIP-
Komplex erkannt [180]. Während über RPA der ATR-ATRIP Komplex zur ssDNA
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rekrutiert wird, erfolgt die Aktivierung über den 9-1-1-Komplex (Rad9-Rad1-Hus1)
und TOPBP1. Der 9-1-1-Komplex benötigt dabei für das Binden entweder ein 5’
oder 3’-DNA-Ende. Somit sind für die Aktivierung von ATR sowohl ssDNA sowie
RPA als auch 5’ oder 3’ DNA-Enden notwendig. Phosphoryliertes ATR aktiviert im
Folgenden die Reparaturmaschinerie und unter anderem die Intra-S-Phase-Kinase
CHK1 über Claspin [82]. So wird einerseits die Reparatur und andererseits der
Intra-S-Kontrollpunkt aktiviert.

ATM wird in jeder Zellzyklusphase nach DNA-Schädigung aktiviert, hauptsächlich
nach Induktion von DSBs. DSBs werden unabhängig von der Zellzkylusphase
immer über ATM erkannt, das nach Interaktion mit dem MRN-Komplex die DNA-
Schadensantwort einleitet. Dabei gibt es ebenfalls einen Wechsel der beiden PI3-
Kinase ATM und ATR an einem DSB [142]. Dabei wird ATM als erste Kinase zum
DSB rekrutiert, der DSB wird prozessiert und ATR nach Bildung eines Einzelstrang-
Überhangs aktiviert. So konnte nach Bestrahlung eine schnelle Bildung von nukleären
Foci beobachtet werden [103]. Es kann jedoch ebenfalls über CHK2 die Kinase
CHK1 aktivieren, was den Fortschritt der S-Phase beeinflusst [25].

3.6 Ziel der Arbeit

Das mittlere 5-Jahresüberleben aller Krebserkrankungen liegt bei nur etwa 60 %
[132]. Daher ist es dringend erforderlich, aktuelle Therapien, die in der Regel aus
Chirurgie in Kombination mit einer Radio- und/oder Chemotherapie bestehen,
gezielt zu intensivieren. Voraussetzung für eine Intensivierung ist das genauere Ver-
ständnis der Überlebensstrategien von Tumorzellen, insbesondere der molekularen
Reparaturmechanismen und der entsprechenden Signalkaskaden, sowie die Identifi-
zierung von prädiktiven Biomarkern. Der für eine Zelle schwerwiegendste Schaden
ist der DSB. Die HR ist der Hauptreparaturweg von DSBs während der S-Phase. In
Tumoren sind Reparaturwege häufig dereguliert, was einen großen Einfluss auf die
Prognose haben kann. So wird für Patienten, deren Tumore das Schlüsselprotein der
HR RAD51 überexprimieren, ein deutlich kürzeres Überleben beobachtet. Eine hohe
Expression von RAD51 in Tumoren könnte somit ein potentieller Biomarker sein.
Es wird daher vermutet, dass dieser Überschuss an RAD51 entweder eine Resistenz
gegenüber den eingesetzten Tumortherapien bewirkt oder aber zur Malignität der
Tumore beiträgt.

Das Ziel dieser Arbeit war es daher aufzuklären, welchen Einfluss die RAD51-
Expression auf die Resistenz gegenüber klassischer Chemo- bzw. Radiotherapie hat
und welche Rolle hierbei der HR und der entsprechenden intrazellulären Signalkas-
kade zukommt.
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Diese Fragestellung wurde experimentell an je zehn Brustkrebs- (BrCa) und
Kopf-Hals (HNSCC)- Tumorzelllinien untersucht. Die zehn BrCa und zehn HNSCC-
Zelllinien wurden hinsichtlich ihrer endogenen RAD51-Expression charakterisiert
und überprüft, wie sich diese geringfügigen Unterschiede auf die Fähigkeit zur
Reparatur von DNA-DSBs mittels HR auswirkten. ImWeiteren wurde die Bedeutung
der RAD51-Expression für das zelluläre Überleben nach Behandlung mit MMC,
einem Therapeutikum, das zu DNA-DNA-Vernetzungen führt, untersucht und
inwieweit diese mit der Fähigkeit zur Phosphorylierung der Kinase CHK1, die die
Zellzykluskontrolle in der S- und G2-Phase aktiviert, nach Behandlung mit MMC
und UV-Strahlung korreliert. Dabei waren die Fähigkeit zur Ausbildung von RAD51-
und 53BP1-Foci in replizierenden Zellen und die Auswirkung auf den Zellzyklus
nach MMC-Schädigung von Interesse. Abschließend wurde die Abhängigkeit der
HR-Kapazität und der zellulären MMC-Empfindlichkeit von der RAD51-Expression
nach Inhibition von RAD51 untersucht.



KAPITEL 4
Material und Methoden

In diesem Kapitel werden das verwendete Material und die Methoden dargestellt.
Im Materialteil (vgl. Abschnitt 4.1) werden die verwendeten Zelllinien genauer
beschrieben und es erfolgt eine Auflistung aller verwendeten Antikörper, Plasmide,
Chemikalien, Verbrauchsmaterialien, Geräte und Kits sowie die Zusammensetzung
der verwendeten Lösungen und Puffer. Im Methodenteil (vgl. Abschnitt 4.1) werden
Versuchsprinzipien und -protokolle sowie Inkubationen erklärt.

Gesetzlich geschützte eingetragene Warenzeichen sind im Text mit dem Zusatz
„®“ oder „TM“ versehen.

4.1 Material

4.1.1 Zelllinien

Es wurde mit zehn Brustkrebszelllinien und zehn Kopf-Hals-Tumorzelllinien gear-
beitet, die in folgender Tabelle 4.1 aufgelistet sind.

Tabelle 4.1: Tumorzelllinien.

Zelllinie Ursprungsgewebe

Brustkrebszelllinien (BrCa)
BT-20 basal
BT-474 luminal
BT-549 basal
GI-101 luminal
HS-578T basal
MCF-7 luminal

weiter auf der nächsten Seite
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Fortsetzung von Tabelle 4.1
Zelllinie Ursprungsgewebe
MDA-MB-231 (MDA-231) basal
MDA-MB-468 (MDA-468) basal
SKBR-3 basal
T-47D luminal

Kopf-Hals-Tumorzelllinien (HNSCC)
Cal33 Primärtumor der Zunge
FaDu Primärtumor des Hypopharynx
HSC4 Primärtumor der Zunge
SAS Primärtumor der Zunge
UTSCC-14 (UT-14) Primärtumor der Zunge
UTSCC-15 (UT-15) Primärtumor der Zunge
UTSCC-45 (UT-45) Primärtumor des Mundbodens
UTSCC-5 (UT-5) Primärtumor der Zunge
UTSCC-8 (UT-8) Primärtumor des Larynx
XF-354 Metastase des Mundbodens

Neve et al., 2006 [115], Hollestelle et al., 2009 [63]

4.1.2 Plasmide

Bei der Bestimmung der HR-Kapazität in einem Plasmid-Rekonstruktionsassay
(vgl. Abschnitt 4.2.5) wurde mit folgenden, in der Tabelle aufgelisteten Plasmiden
gearbeitet.

Tabelle 4.2: Plasmide.

Plasmid Hersteller Größe Resistenz

pEGFP-N1 Addgene, #6085-1 4733 bp Kanamycin, Neomycin
pGC vom Labor konstruiert 6621 bp Ampicillin

4.1.3 Antikörper

Die verwendeten Antikörper, einschließlich Hersteller und Verwendung, sind in
folgender Tabelle 4.3 aufgelistet. Soweit nicht anders gekennzeichnet, wurden die
Antikörper in Odyssey Blocking Buffer (LI-COR, Nebraska, USA) angesetzt.
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Tabelle 4.3: Antikörper.

Antikörper Hersteller Verwendung

Western Blot Detektion
Anti-ß-Actin, Maus, mono-
klonal

Sigma-Aldrich, Steinheim, #A-
2228

1:20000, 1 h
bei RT*

Anti-ATR [2B5], Maus,
monoklonal

abcam®, Cambridge, UK,
#ab4471

1:2000, üN*1

bei 4 °C
Anti-Calpain-1/2, Small
Subunit Mouse mAb
(28F3), Maus, monoklonal

Calbiochem®, Merck KGaA,
Darmstadt, #208730

1:1000, üN*1

bei 4 °C

CHK1 (2G1D5) Mouse
mAb, Maus, monoklonal

Cell Signaling Technology®, Den-
vers, USA, #2360

1:750, üN*1 bei
4 °C

FANCD2 (FI17), Maus,
monoklonal

Santa Cruz Biotechnology, Inc.,
Heidelberg, #sc-20022

1:2000, üN*1

bei 4 °C
Histone H2B (CT), Kanin-
chen, polyklonal

Imgenex, San Diego, DA, #IMG-
359

1:500, üN*1 bei
4 °C

Phospho-CHK1 (Ser354),
Kaninchen, polyklonal

Cell Signaling Technology®, Den-
vers, USA, #2341

1:750, üN*1 bei
4 °C

RAD51 [14B4], Maus, mo-
noklonal

GeneTex, Hsinchu City, Taiwan,
#GTX70230

1:2000, üN*1

bei 4 °C
SP1 (H-225), Kaninchen,
polyklonal

Santa Cruz Biotechnology, Inc.,
Heidelberg, #sc-14027

1:800, üN*1 bei
4 °C

IRDye® 800CWGoat Anti-
Mouse IgG (H+L), Maus,
polyklonal

LI-COR, Nebraska, USA #926-
32210

1:7500, 1 h bei
RT*

IRDye® 800CWGoat Anti-
Rabbit IgG (H+L), Kanin-
chen, polyklonal

LI-COR, Nebraska, USA #926-
32211

1:7500, 1 h bei
RT*

IRDye® 680RD Goat Anti-
Mouse IgG (H+L), Maus,
polyklonal

LI-COR, Nebraska, USA #926-
68070

1:15000, 1 h
bei RT*

IRDye® 680RD Goat Anti-
Rabbit IgG (H+L), Kanin-
chen, polyklonal

LI-COR, Nebraska, USA #926-
68071

1:15000, 1 h
bei RT*

weiter auf der nächsten Seite
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Fortsetzung von Tabelle 4.3
Bezeichnung Hersteller Verwendung
ECLT M Anti-Mouse IgG,
Maus, polyklonal

GE Healthcare, Little Chalfont,
UK #NA931V

1:2000*3 , 1 h
bei RT*

ECLT M Anti-Rabbit IgG,
Kaninchen, polyklonal

GE Healthcare, Little Chalfont,
UK #NA934V

1:2000*3 , 1 h
bei RT*

Immunfluoreszenz
RAD51 [14B4], Maus, mo-
noklonal

GeneTex, Hsinchu City, Taiwan,
#GTX70230

1:500*2, üN*1

bei 4 °C
53BP1, Kaninchen, poly-
klonal

Novus Biologicals, Littleton, USA,
NB100-305

1:250*2, üN*1

bei 4 °C
Alexa Fluor® 488 Goat
Anti-Mouse IgG (H+L)

Thermo Fisher Scientific, Schwer-
te, #A11001

1:500*2, 1 h bei
RT*

Alexa Fluor® 549 Goat
Anti-Rabbit IgG (H+L)

Thermo Fisher Scientific, Schwer-
te, #A11005

1:600*2, 1 h bei
RT*

* RT: Raumtemperatur
*1 üN: über Nacht
*2 gelöst in Phosphatgepufferter Salzlösung (PBS) mit 1,5 % BSA und
0,5 % Tween20
*3 gelöst in Trispuffer (TBS) mit 0,1 % Tween20

4.1.4 Chemikalien

Tabelle 4.4: Chemikalien.

Bezeichnung Hersteller

AmershamT M ECLT M Western Blot-
ting Detection Reagents

GE Healthcare, Little Chalfont, UK
#NA934V

Aprotinin Sigma-Adrich, Steinheim, #A6279
Bicinchoninsäure-Lösung (BCA) Sigma-Adrich, Steinheim, #B9643
BD FACS Clean Becton Dickson Biosciences, Erembode-

gem, BE, #340345
BD FACS Flow Becton Dickson Biosciences, Erembode-

gem, BE, #342003
weiter auf der nächsten Seite
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Fortsetzung von Tabelle 4.4
Bezeichnung Lieferant
BD FACS Rinse Becton Dickson Biosciences, Erembode-

gem, BE, #340346
Bromphenolblau Sigma-Aldrich, Steinheim, #B-5525
BSA (Bovines Serum Albumin) Sigma-Adrich, Steinheim, #A7030
CL-X PosureT M Film (5 × 7 inches) Thermo Fisher Scientific, Rockford,

USA, #34090
Coulter® Isoton® II Lösung Beckman Coulter GmbH, Krefeld,

#8448011
Diamidinophenylindole (DAPI) Merck KGaA, Darmstadt,

#1246530100
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich, Steinheim, #D2650
Dinatriumhydrogenphosphat
(Na2HPO4)

Merck KGaA, Darmstadt, #106586

Dithioerythritol (DTT) Sigma-Aldrich, Steinheim, #43816
Dulbecco Modified Eagle Medium
(DMEM)

Life Technologies, Carlsbad, CA,
#10938025

Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) Serva, Heidelberg, #11280
Ethanol Merck KGaA, Darmstadt, #100983
Ethidium Bromid (EtBr) Sigma-Aldrich, Steinheim, #E7637
Formaldehyd (37% (wt/vol)) Merck KGaA, Darmstadt, #104002
Fötales Kälberserum (FCS) Biochrom GmbH, Merck KGaA, Darm-

stadt, #S0615
FuGENE® HD Transfection Reagent Roche, 04709713001
Gibco® (Trypsin-EDTA, 0,05 %) Life Technologies, Carlsbad, CA,

#25300
Glutamin Life Technologies, Carlsbad, CA,

#25030081
Glycerin Roth, Karlsruhe, #3783
Glycine Thermo Fisher Scientific, Fair Lawn,

USA, #381
Immersionsöl Zeiss, Göttingen, #444969-0000-000
KaleidoscopeT M Prestained Standards Bio-Rad, , München, #1610324
Kaliumchlorid (KCl) Merck KGaA, Darmstadt, #104936
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4) Merck KGaA, Darmstadt, #104873
Kanamycinsulfat Sigma-Adrich, Steinheim, #K4378

weiter auf der nächsten Seite
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Fortsetzung von Tabelle 4.4
Bezeichnung Lieferant
Kristallviolett Merck KGaA, Darmstadt, #115940
Kupfer(II)-sulfat-Lösung Sigma-Adrich, Steinheim, #C2284
Leupeptin Sigma-Aldrich, Steinheim, #L2884
LipofectamineT M 2000 Life Technologies, Carlsbad, CA,

#11668
MagicMarkT M XP Western Protein
Standard

Life Technologies, Carlsbad, CA,
#LC5602

Methanol J.T.Bakker, Pleasant Prairie, #8045
ß-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich, Steinheim, #M3148
Magnesiumchlorid (MgCl2) Sigma-Aldrich, Steinheim, #M8266
Micrococcus Nuklease Thermo Fisher Scientific, Schwerte,

#88216
Natriumchlorid (NaCl) Sigma-Aldrich, Steinheim, #S6150
Natriumhydroxid (NaOH) Sigma-Aldrich, Steinheim, #S8045
Odyssey® Two-Color Protein Molecular
Weight Marker

LI-COR, Nebraska, USA #928-40001

Odyssey® Blocking Buffer LI-COR, Nebraska, USA, #927-40000
OligofectamineT M Reagent Life Technologies, Carlsbad, CA,

#12252
Penicillin-Streptomycin-Lösung Life Technologies, Carlsbad, CA,

#15140
2-Propanol Merck KGaA, Darmstadt,

#8187662500
Propidium Iodid (PI) Merck KGaA, Darmstadt, #537059
RI-1 (RAD51 Inhibitor) Axon Medchem BV, Groningen, NL,

#1885
Ribonuklease A (RNase) Serva, Heidelberg, #34388
Roswell Park Memorial Institut (RPMI)
1640 Medium

Life Technologies, Carlsbad, CA,
#52400

SeeBlue® Plus2 Pre-stained Protein
Standard

Life Technologies, Carlsbad, CA,
#LC5925

siGENOME SMARTpool siRNA
(RAD51)

Thermo Fisher Scientific, Fair Lawn,
USA, #M-003530-04

Sodiumdodecylsulfat (SDS) Sigma-Aldrich, Steinheim,#L4509
Triamcilone acetonide (TA) Sigma-Aldrich, Steinheim, #T6501

weiter auf der nächsten Seite
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Fortsetzung von Tabelle 4.4
Bezeichnung Lieferant
Tris-Base Sigma-Aldrich, Steinheim, #T1503
Triton X-100 Sigma-Aldrich, Steinheim, #T8787)
Tris-Borat-EDTA Sigma-Aldrich, Steinheim, #93290
Tris-EDTA Sigma-Aldrich, Steinheim, #T9285
Tris HCl Sigma-Aldrich, #T3253
Trypsin-EDTA Life Technologies, Carlsbad, CA,

#25300054
Tween® 20 Sigma-Aldrich, Steinheim, #P1379
UltraPureT M Distiled Water Life Technologies, Carlsbad, CA,

#10977
Vectashield® Mounting Medium Vector Laboratories, Burlingame, CA,

#H-1000

4.1.5 Zusammensetzung der Puffer und Lösungen

Tabelle 4.5: Zusammensetzung der Puffer und Lösungen.

Bezeichnung Gehalt Substanz

Zellkultur
DMEM 10% (v/v) FCS

2% (v/v) L-Glutamin
100 U/mL Penicillin (ggf.)
100 µg/mL Streptomycin (ggf.)

RPMI 10% (v/v) FKS
1% (v/v) L-Glutamin
100 U/mL Penicillin
100 µg/mL Streptomycin

Einfriermedium 90% (v/v) FCS
10% (v/v) DMSO

Trypsin-Lösung PBS-EDTA
0,25% (v/v) Trypsin

1x PBS, pH 7,4 137 mM NaCl
10 mM Na2HPO4 · 2H2O
2,7 mM KCl

weiter auf der nächsten Seite
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Fortsetzung von Tabelle 4.5
Bezeichnung Gehalt Substanz

2 mM KH2PO4

Nachweis von Proteinen der Homologen Rekombination
Laufpuffer 10 % (v/v) 10× TG-Puffer

10 % (v/v) SDS
Phenylmethylsulfonylfluorid
(PMSF) in Isopropanol

200 mM

5× Probenpuffer nach Laemmli 50 mM Tris-HCl, pH 6,8
100 mM DTT
2 % (w/v) SDS
0,1 % (w/v) Bromphenolblau
10 % (w/v) Glycerol

Puffer A 20 mM Hepes
450 mM NaCl
50 mM NaF
0,2 mM EDTA
0,5 mM DTT
0,5 µg/ml Leupeptin
0,5 µg/ml Pepstatin A
1,0 µg/ml Trypsin Inhibitior
0,5 µg/ml Aprotinin
40 µg/ml Bestatin
137 mM NaCl

SDS 10 % (w/v)
10× Tris-Glycin (TG)-Puffer 1,92 M Glycin

250 mM Tris Base
10× TBS 150 mM NaCl

50 mM Tris-HCL (pH 7,5)
10× TBS-T TBS

0,05 % Tween20
10 % (v/v) 10xTG-Puffer

1xTransferpuffer nach Towbin 10 % (v/v) 10xTG-Puffer
20 % (v/v) Methanol

Nachweis von 53BP1- und RAD51-Foci
Blockierungslösung 1× PBS

weiter auf der nächsten Seite
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Fortsetzung von Tabelle 4.5
Bezeichnung Gehalt Substanz

3 % BSA
Fixierungslösung 1× PBS

4 % PFA
Permeabilisierungslösung 1x PBS

0,2 % Triton X-100
PB 100 mM KAc

30 mM KCl
10 mM Na2HPO4

1 mM MgCl2
1 mM DTT

PB-T PB
0,5 % (v/v) Tween20

Waschlösung 2 1× PBS
0,5 % Tween20

Kolonietest
Fixierlösung 70 % (v/v) Ethanol
Färbelösung 0,1 % (w/v) Kristallviolett

4.1.6 Kits

Tabelle 4.6: Kits.

Bezeichnung Fabrikat

Click-iT® EdU Imaging Kit,
Life Technologies, Carlsbad, CA, #C10340
EdU 5 mg, Lagerung bei -20 °C
Alexa Fluor® azide 647 1 Ampulle, Lagerung bei -20 °C
DMSO 4 mL, Lagerung bei RT*
Click-iT® EdU reaction buffer 4 mL, Lagerung bei 2–6 °C
CuSO4 1 Ampulle, 2–6 °C
Click-iT® EdU buffer additive 400 mg, Lagerung bei -20 °C
Hoechst 33342, 10 mg mL−1 35 µl, Lagerung bei -20 °C

illustraT M , GFX PCR DNA and GelBand Purification Kit,
weiter auf der nächsten Seite
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Fortsetzung von Tabelle 4.6
Bezeichnung Fabrikat
GE Healthcare, Little Chalfont, UK #28-9034-70
Capture buffer type 3 55 mL, Lagerung bei 20–25 °C
Wash buffer type 1 25 mL, Lagerung bei 20–25 °C
Elution buffer type 4 12 mL, Lagerung bei 20–25 °C
Elution buffer type 6 12 mL, Lagerung bei 20–25 °C
illustraT M GFXT M MicroSpinT M columns 2·50 Stück, Lagerung bei 20–

25 °C

NucleoBond® Xtra Maxi Kit
Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Düren, #740414.10
NucleoBond® Xtra Maxi Columns 10 Stück
NucleoBond® Xtra Column Filters 10 Stück
Elution buffer (ELU) 900 mL, Lagerung bei RT*
Equilibration buffer (EQU) 1000 mL, Lagerung bei RT*
Lysis buffer (LYS) 750 mL, Lagerung bei RT*
Neutralization buffer (NEU) 750 mL, Lagerung bei RT*
Resuspension buffer (RES) + RNase 750 mL, Lagerung bei 4°C
Washing buffer (WASH) 1000 mL, Lagerung bei RT*

Subcellular Protein Fractionation Kit for Cultured Cells,
Thermo Fisher Scientific, #78840
Cytoplasmic Extraction Buffer (CEB) 10 mL, Lagerung bei -20 °C
Membrane Extraction Buffer (MEB) 10 mL, Lagerung bei 4 °C
Nuclear Extraction Buffer (NEB) 10 mL, Lagerung bei 4 °C
Pellet Extraction Buffer (PEB) 5 mL, Lagerung bei RT
Mikrokokkus Nuklease ≥ 100 Units/µl, 150 µl, Lage-

rung bei -20 °C
Calcium Chloride (CaCl2) 100 mM, 250 µl, Lagerung bei

4 °C
HaltT M Protease Inhibitor Cocktail 100×, 350 µl, Lagerung bei 4 °C

* RT: Raumtemperatur
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4.1.7 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 4.7: Verbrauchsmaterialien.

Bezeichnung Hersteller

Uvette®(220 – 1600 nm) Eppendorf AG, Hamburg, #952010051
CL-XPosure Film Thermo Fisher Scientific, Schwerte, #34090
Criterion Tris-HCl Gel, 4–15% Bio-Rad Laboratories, München, #345-0028
Deckgläschen, 24 × 60 mm Roth, Karlsruhe, #K12460A1.0
Erlenmeyerkolben 2000 ml WH Roth, Karlsruhe, #X742.2
Erlenmeyerkolben 1000 ml WH Roth, Karlsruhe, #X741.2
Filterpapier Critterion Blotter Bio-Rad Laboratories, München, #170-4085
Handschuhe, Nitril S–L Supermax, Kamen, #9239
Kolbenhubpipetten Eppendorf (Hamburg)
Kulturflasche T-25 Rotilab, Karlsruhe, #83.3910.002
Kulturflasche T-75 Rotilab, Karlsruhe, #83.3911.002
Kulturflasche T-175 Rotilab, Karlsruhe, #83.3912.002
Messzylinder, 250 mL Roth, Karlsruhe, #K259.2
Messzylinder, 500 mL Roth, Karlsruhe, #K260.2
Messzylinder, 1000 mL Roth, Karlsruhe, #K261.2
Objetträger Superfrost Roth, Karlsruhe, #1880.1
Odyssey® Nitrozellulose Mem-
bran (0,22 µm 30 cm × 3 m)

LI-COR, Nebraska, USA, #926-31092

Pasteur-Plast-Pipette 1–2 mL,
steril

#734-0354

Pipette serolog. 1 ml steril Sarstedt, Nümbrecht, #86.1252.001
Pipette serolog. 2 ml steril Sarstedt, Nümbrecht, #86.1252.001
Pipette serolog. 5 ml steril Sarstedt, Nümbrecht, #86.1253.001
Pipette serolog. 10 ml steril Sarstedt, Nümbrecht, #86.1254.001
Pipette serolog. 25 ml steril Sarstedt, Nümbrecht, #86.1685.001
Pipette serolog. 50 ml steril Sarstedt, Nümbrecht, #86.1689.001
Pippettenspitzen, 0,5–20 µl Eppendorf #0030 000.854
Pippettenspitzen, 0,5–20 µl Eppendorf #0030 000.854
Pippettenspitzen, 2–250 µl,
PCR

Eppendorf #70.760.451

Pippettenspitzen, 50–1000 µl,
PCR

Eppendorf #0030 000.919

weiter auf der nächsten Seite
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Fortsetzung von Tabelle 4.7
Bezeichnung Hersteller
PVDF-Membran GE Healthcare, Little Chalfont, UK,

#RPN303F
Reaktionsgefäß 1,5 ml Sarstedt, Nümbrecht, #72.690.001
Reaktionsgefäß 15 ml Sarstedt, Nümbrecht, #62.554.502
Reaktionsgefäß 50 ml Sarstedt, Nümbrecht, #62.554.501
Sterilfilter für Pipetboy Integra Bioscience, Fernwald, #153015
Zellkulturplatte 6-well Sarstedt, Nümbrecht, #83.3920
Zellkulturplatte 12-well Sarstedt, Nümbrecht, #83.3921

4.1.8 Geräte

Tabelle 4.8: Geräte.

Bezeichnung Fabrikat

Autoklav Meditech, Norderstedt
Blotkammer Criterion Precast, Bio-Rad, München
CO2-Inkubator MCO-20AIC, Sanyo Medical, Bad Nenndorf
Durchflusszytometer BD FACScanT M ,

BD FACScan CantoT M ,
Becton Dickson Biosciences, Erembodegem,
BE

Entwicklungsmaschinen Curix 60 AGFA, Greenville, SC, USA
EG&G Berthold Molecular Light Imager,
Berthold Technologies, Bad Wildbad
Odyssey CLX 289, Li-Cor Biosciences

Elektrophoresekammer Criterion Cell, Bio-Rad, München
Heizblock Thermostat 5320, Eppendorf, Hamburg
Kamerasysteme AxioCam MRm, Zeiss, Göttingen
Kolbenhubpipetten 0,5–10 µl; 10–100 µl; 100–1000 µl, Eppendorf,

Hamburg
Magnetrührer Ikamag Ret, IKA Labortechnik, Staufen
Mikroskope Axiovision Observer Z1, Zeiss, Göttingen

Diavert, Leitz, Wetzlar
BD Pathway 435 bioimager

weiter auf der nächsten Seite
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Fortsetzung von Tabelle 4.8
Bezeichnung Fabrikat

Becton Dickson Biosciences, Erembodegem,
BE

Netzgeräte Consort E455, Fröbel Laborgeräte, Lindau
Consort E802, Fröbel Laborgeräte, Lindau

pH-Meter φ300, Beckman Coulter, Krefeld
Photometer Bio-Photometer, Eppendorf, Hamburg
Röntgenröhre Gulmay, Surrey, UK
Schüttler Edmund Bühler, Johanna Otto GmbH, He-

chingen
Mini-Shaker, Modell Kühner, Braun, Melsun-
gen
Polymax 1040, Heidolph, Schwabach

Sterile Werkbank Herasafe, Heraeus, Hanau
UV-Kammer GS Gene LinkerT M , UV Chamber,

Bio-Rad Laboratories, München,
Vakuumpumpe Oerlikon Leybold Vacuum, Pfäffikon, CH
Vortexer Vortex-Genie® 2,

Scientific Industries, Bohemia, USA
Waagen P1200, Mettler Toledo, Giessen

AE160, Mettler Toledo, Giessen
Wärmeschrank Memmert, Schwabach
Wasserbäder Haake W19/D3, Karlsruhe

Lauda, Lauda-Königshofen
Zellzählgerät Coulter Counter Modell Z1,

Beckman Coulter, Krefeld
Zentrifuge Biofuge 15R, Heraeus, Hanau

Labofuge 400 R, Heraeus, Hanau
Microfuge R, Beckman Coulter, Krefeld
Megafuge 1.0, Heraeus, Hanau

4.1.9 Software

Folgende Programme wurden zur Aufnahme und Analyse von Daten genutzt: Axio-
Vision Rel. 4.7, CellProfiler 2.0, GraphPad Prism 5, Image Studio Version 2.1.10,
Microsoft Office Excel 2007 und ModFit 2.0.
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4.2 Methoden

4.2.1 Zellkultivierung

Das Passagieren der Zellen und die Inkubation wurden unter einer Sterilbank
durchgeführt. Alle eingesetzten Lösungen und Puffer sowie das Medium und die
verwendeten Verbrauchsmaterialien wurden mit bidestilliertem Wasser hergestellt
und vor Gebrauch sterilfiltriert bzw. autoklaviert.

Versuche wurden mit humanen Brust- und Kopf-Hals-Tumorzelllinien (Auflistung
der Zelllinien in Tabelle 4.1, Abschnitt 4.1.1) der Passagen 10 bis 36 durchgeführt.
Die Kultivierung der Zellen erfolgte als Zellrasen in Dulbecco’s Modified Eagle
Medium (DMEM) bei 37 °C, 10% CO2-Atmosphäre und 100% Luftfeuchtigkeit (ggf.
100 U/mL Penicillin und 100 µg/mL Streptomycin) oder Roswell Park Memorial
Institute (RPMI) Medium (100 U/mL Penicillin und 100 µg/mL Streptomycin) bei
37 °C, 5% CO2-Atmosphäre und 100% Luftfeuchtigkeit in Zellkulturflaschen mit
einem Zusatz von 10 % fötalem Kälberserum (FKS) und 2 %-Glutamin (DMEM)
bzw. 1 % (RPMI). Die Zellen wurden mindestens alle 5–7 Tage passagiert. Dazu
wurde das Medium zunächst abgesaugt und der Zellrasen einmal mit PBS gespült,
um Mediumreste zu entfernen. Anschließend wurden die Zellen in Abhängigkeit der
Zellkulturflaschengröße (T25, T75 oder T175) mit 0,5 mL, 1 mL oder 3 mL 0,25%-iger
Trypsinlösung versetzt, um den Zellrasen abzulösen. Nach einer Inkubation bei 37 °C
wurden die Zellen in 5 mL Medium (T25), 10 mL Medium (T75) oder 25 mL Medium
(T175) resuspendiert. Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte mittels Zellzählgerät
(Coulter Conter®) in isotonischer Lösung (Coulter-Backman solution®). Die Zellen
wurden in flüssigem Stickstoff (-196 °C) in Einfriermedium (90 % FKS und 10 %
DMSO) aufbewahrt.
In Tabelle 4.9 ist aufgelistet, mit welchem Medium die verschiedenen Zelllinien

kultiviert wurden.

Tabelle 4.9: Kulturmedien für die verwendeten Zelllinien

Medium Zelllinien

DMEM* alle HNSCC-Zelllinien
DMEM + Pen/Strep*1 BT-20, GI-101, HS-578T, MCF-7, MDA-MB-231,

MDA-MB-468, SKBR-3
RPMI*2 + Pen/Strep*1 BT-474, BT-549, T-47D

* DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle Medium
*1 PenStrep: Penicillin Streptomycin

weiter auf der nächsten Seite
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Fortsetzung von Tabelle 4.9
Medium Zelllinien
*2 RPMI: Roswell Park Memorial Institute

4.2.2 Schädigung der Zellen

Ionisierende Strahlung

Ionisierende Strahlung induziert eine Bandbreite von DNA-Schäden, hauptsächlich
BDs und SSBs sowie in geringerem Maß DSBs und DNA-DNA-Vernetzungen. In
Tumorzelllinien werden dabei bei einer Bestrahlung mit einem Gray 14–27 DSBs
pro diploiden DNA-Gehalt induziert [37].

Die Bestrahlung der Zellen erfolgte bei Raumtemperatur (RT) mit einer Röntgen-
röhre (Gulmay RS225) bei 200 kV und 15 mA mit einer Dosisrate von 1,2 Gy·min−1

(0,5 mm Cu- und 0,8 mm Be-Filter).
Für den Nachweis von 53BP1- und RAD51-Foci nach Inhibition von RAD51 (vgl.

Abschnitte 4.2.3 und4.2.7) wurden die Zellen mit 10 Gy bestrahlt.

Ultraviolette Strahlung

UV-Strahlung induziert DNA-Addukte, die die Replikation und Transkription
behindern [116].
Die Bestrahlung der Zellen erfolgte bei RT in einer UV-Kammer (GS Gene

Linker®, UV Chamber) mit einer Energie von 5 mJ·cm−1.
Für den Nachweis von Proteinen aus Gesamtzellextrakten wurden Zellen mit

einer UV-Dosis von 50 J·m−2 bestrahlt. Dafür wurden 2·106 Zellen 48 h vor UV-
Bestrahlung in 10 cm2-Zellkulturschalen ausgelegt. Für die UV-Bestrahlung wurde
das Medium abgesaugt, der Zellrasen mit PBS gespült und das PBS verworfen.
Nachfolgend wurde den Zellen das Medium erneut zugeführt und die Zellen für
15 min und 1 h bei 37 °C inkubiert. Es folgten die Zellernte und der Proteinnachweis
(vgl. Abschnitt 4.2.6).

Mitomycin C

MMC ist ein DNA-DNA-vernetzendes Agenz, das bis zu 90 % Vernetzungen auf
einem DNA-Strang und zu 5–10 % Vernetzungen zwischen zwei DNA-Strängen,
welche zu erheblichen Störungen der Replikation und Transkription führen [31].

Sowohl die MMC-Stammlösung als auch die Verdünnung wurden mit destilliertem,
autoklaviertem Wasser in 50 mL bzw. 15 mL-Probenröhrchen hergestellt. Für die
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Herstellung der Stammlösung (0,3 mM) wurden 2 mg MMC (eine Flasche) in 20 mL
Wasser gelöst und 30 min bei 37 °C und 200 rpm inkubiert. Die Stammlösung
wurde je nach Anwendung um den Faktor 10 verdünnt (30 µM) und lichtgeschützt
innerhalb von einer Stunde auf die Zellen gegeben. MMC ist über einen Zeitraum
von etwa 6 h stabil.

Für den Nachweis von Proteinen aus Gesamt- und fraktionierten Zellextrakten (vgl.
Abschnitt 4.2.6) wurden Zellen für 6 h mit 1,5 µM MMC bei 37 °C im Brutschrank
inkubiert und die Zellen anschließend geerntet. Beim Koloniebildungstest (vgl.
Abschnitt 4.2.9) wurden die Zellen für 1 h mit 1,5 µMMMC bei 37 °C im Brutschrank
inkubiert. Der Zellrasen wurde anschließend zweimal mit PBS gespült, frisches
Medium dazugegeben und für die Bildung von Zellkolonien 7–14 Tage im Brutschrank
inkubiert.

4.2.3 Inhibition von RAD51

Für die Inhibition von RAD51 wurde der RAD51-Inhibitor RI-1, ein small molecule
inhibitor, verwendet, der die Filamentbildung von RAD51 inhibiert. Er bindet
kovalent an die Oberfläche von RAD51 am Cystein 319 und destabilisiert damit
wahrscheinlich die Bindungsstelle zwischen RAD51-Monomeren [16].

Die erfolgreiche Inhibition von RAD51 durch RI-1 wurde in Form der Reduktion
der RAD51-Foci Bildung nachgewiesen (vgl. Abschnitte 4.2.2 und 4.2.7). Für die
Bestimmung der Reparaturkompetenz mittels HR (HR-Kapazität) wurde RI-1 in
Konzentrationen von 10, 20 und 30 µM 6h vor transienter Transfektion der Zellen
dazugegeben (vgl. Abschnitt 4.2.5).

4.2.4 siRNA Behandlung

Für die Inhibition der Proteinexpression von RAD51 in Zellen wurde mit einer
siGENOME SMARTpool siRNA (Thermo Fisher Scientific) gegen RAD51 gearbei-
tet. Die siGENOME SMARTpool siRNA ist ein Gemisch aus vier verschiedenen
siRNAs gegen RAD51 (vgl. Tabelle 4.10). Sie wurde in RNase/DNase-freiem, ste-
rilem Wasser gelöst (100 µM Stammlösung) und die siRNA-Konzentration am
Photometer überprüft. Für eine effiziente Inhibition der RAD51-Expression wur-
den vier Konzentrationen (25, 50, 100 und 150 nM siRNA) und drei verschiedene
Transfektionsagenzien (HiPerFect, LipocetamineT M 2000 und OligofectamineT M )
getestet. Die effizienteste Inhibition der RAD51-Expression in Zellen wurde bei einer
siRNA-Konzentration von 50 nM und dem Transfektionsagenz OligofectamineT M

beobachtet.
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Tabelle 4.10: Zielsequenzen der siGENOME SMARTpool siRNA gegen RAD51.

siGENOME SMARTpool siRNA Zielsequenz

D-003530-02 GAAGCUAUGUUCGCCAUUA
D-003530-05 GCAGUGAUGUCCUGGAUAA
D-003530-07 CCAACGAUGUGAAGAAAUU
D-003530-08 AAGCUAUGUUCGCCAUUAA

Für die siRNA-Behandlung wurden 2·105 Zellen pro Loch einer 6-Loch-Platte
in Antibiotika-freiem Medium ausgelegt. Nach 16 h erfolgte die Transfektion der
Zellen mit siRNA mittels OligofectaminT M . Dafür wurden in seperaten 1,5 mL-
Reaktionsgefäßen pro Loch siRNA (Endkonzentration pro Loch: 50 nM) in OptiMEM
Medium (37 °C) mit einem Endvolumen von 185µl sowie 11 µl OptiMEM Medi-
um und 4 µl OligofectamineT M angesetzt. Die Gemische wurden für 10 min im
Dunklen bei RT inkubiert, anschließend zusammengeführt und für weitere 20 min
zur Komplexbildung stehengelassen. In der Zwischenzeit wurde das Medium von
den Zellen aspiriert, mit 1 mL PBS gewaschen und 800 µl Opti-MEM Medium pro
Loch vorgelegt. 200 µl des Transfektionsgemisches wurden pro Loch dazugegeben,
die Zellen für 8 h bei 37 °C inkubiert und anschließend 1 mL Medium mit 20 %
FCS dazugegeben. Die Zellen wurden für 24 h inkubiert, in T75-Zellkulturflaschen
umgesetzt und nach weiteren 24 h der Koloniebildungstest ausgelegt (vgl. Abschnitt
4.2.9). Die erfolgreiche Reduktion des RAD51-Proteingehaltes in Zellen erfolgte
parallel durch den Nachweis von RAD51 (vgl. Abschnitt 4.2.6).

4.2.5 Bestimmung der Reparaturkompetenz durch Homologe Rekombination
(HR-Kapazität)

Die Fähigkeit von Zellen DSBs mittels HR zu reparieren (HR-Kapazität) wurde
anhand eines Plasmid-Rekonstruktions-Assays gemessen. Dabei wurde mit zwei
Plasmiden (pEGFP-N1 und pGC) gearbeitet, die transient in die zu untersuchenden
Zelllinien transfiziert wurden. pGC ist ein Reparaturkonstrukt und enthält zwei
inaktive GFP-Gene. Ein GFP-Gen trägt eine I-Sce-I-Schnittstelle und das andere ist
trunkiert. Durch Inkubation mit dem Restriktionsenzym I-Sce-I wird der mutierte
Genabschnitt der I-Sce-I-Schnittstelle entfernt und ein DSB generiert. Während der
Replikation wird das Plasmid analog zum Rest des Genoms dupliziert, wodurch
ein zweites Reparaturkonstrukt entsteht, welches als Schwesterchromatid dient. Die
homologe Sequenz des trunkierten GFP-Gens des Schwesterchromatids wird als
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homologe Sequenz für die Reparatur des DSBs verwendet. Erfolgt eine fehlerfreie
Reparatur mittels HR, wird GFP exprimiert. Das GFP-exprimierende Plasmid
pEGFP-N1 diente der Bestimmung der Transfektionseffizienz. Der prozentuale
Anteil GFP-positiver Zellen wurde am Durchflusszytometer gemessen [99].

Abbildung 4.1: Schematische Darstellung des Reparaturkonstrukts pGC (modifi-
ziert nach Mansour et al.(2008) [99]).
Die Expression des Reparaturkonstrukts pGC wird durch den CMV Promotor regu-
liert und trägt unter anderem ein Kanamycin-resistentes Gen. Eine mutierte GFP-
Sequenz besitzt die 18 bp I-Sce-I-Schnittstelle. Das andere GFP-Gen ist trunkiert.
Die inaktiven GFP-Gene trennen 2200 bp und sind in der gleichen Richtung orien-
tiert. Die gemeinsame homologe Sequenz ist 520 bp lang, mit 219 bp oberhalb und
301 bp unterhalb der I-Sce-I Schnittstelle.
CMV: Cytomegalovirus; GFP: green fluorescence protein; KanaR: Kanamycinresis-
tenz

Transformation und Vervielfältigung der Plasmide in E. Coli

Die Plasmide pGC und pEGFP-N1 wurden in elektrokompetenten E. Coli (EC100)
vervielfacht und durch Elektroporation in die Bakterien gebracht. Dafür wur-
den zunächst 15 µl Bakteriensuspension mit 20 µl der jeweiligen Plasmidlösung
(0,05 ng·µL−1) vermischt und in einer Elektroporationsküvette elektroporiert. Da-
bei sollte die Zeitkonstante zwischen 4–5 liegen. Die Bakterien-Plasmid-Suspension
wurde mit 800 µl LB-Medium verdünnt und 100 µl dieses Gemisches auf Antibiotika-
haltige LB-Agarplatten mit der sogenannten Dreiösenausstrich verteilt. Für die
Vervielfältigung von pGC (Ampicillin-Resistenz) wurden Ampicillin-haltige-Agar-
Platten (100 µg·mL−1) und für pEGFP-N1 (Kanamycin-Resistenz) Kanamycin-LB-
Agar-Platten (50 µg·mL−1) verwendet. Die Platten wurden über Nacht bei 37 °C
inkubiert. Bakterien, die das Plasmid erfolgreich aufgenommen hatten und dadurch
die Antibiotika-Resistenz besaßen, bildeten Kolonien. Eine Kolonie pro Platte wurde
für die Vorkultur in 5 mL LB-Medium bei 37 °C und 220 rpm für 6–8 h inkubiert.
2 mL der trüben Bakteriensuspension wurden anschließend in 200 mL LB-Medium,
das mit dem entsprechenden Anibiotikum versetzt war, verdünnt und über Nacht
bei 37 °C und 220 rpm inkubiert (Übernachtkultur).
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Extraktion der Plasmid-DNA aus E. Coli

Die Plasmid-Isolierung aus EC100 erfolgte unter Verwendung des NucleoBond® Xtra
Maxi Kits (Maxi-Präparation).

Zunächst wurde die Bakteriensuspension der Übernachtkultur in Zentrifugenbe-
hälter (50 mL) überführt, zentrifugiert (6000×g, 10 min) und der Mediumüberstand
verworfen. Das Zellpellet wurde in 12 mL RES-Puffer, der RNase enthielt, resus-
pendiert und mit 12 mL LYS-Puffer versetzt. Die Puffer wurden durch 5-maliges
Invertieren der Zentrifugenbehälter gemischt und für 5 min bei RT inkubiert. Die mit
den NucleoBond® Xtra Säulenfiltern versehenen NucleoBond® Xtra Säulen wurden
mit 25 mL EQU-Puffer äquilibriert. Die Lyse der Bakterien wurde durch Zugabe
von 12 mL NEU-Puffer und 10–15-maliges Invertieren des Gemisches unterbrochen.
Das viskose Lysat sollte nach Zugabe des NEU Puffers dünnflüssig sein und eine
homogene Suspension mit flockigen, weißen Präzipitaten ausbilden. Zur Klärung
des Lysates und Beladen der Säule wurde es auf die NucleoBond® Xtra Säulenfilter
gegeben und die Filter sowie Säulen mit 15 mL EQU-Puffer gewaschen. Die Säu-
lenfilter wurden entfernt und die Säulen mit 25 mL WASH-Puffer gewaschen. Für
die Elution der Plasmid-DNA wurde 15 mL ELU-Puffer auf die Säule gegeben und
das Eluat in einem neuen Zentrifugenbehälter aufgefangen. Die eluierten Plasmiden
wurden mit 10,5 mL Isopropanol präzipitiert und durch Zentrifugation pelletiert
(10000×g, 30 min). Das Isopropanol wurde vorsichtig abdekantiert und die Plasmid-
DNA mit 5 mL Ethanol (70 %) gewaschen. Die Plasmid-DNA wurde abermals
zentrifugiert (15000×g, 15 min), das Ethanol abdekantiert und die DNA bei Raum-
temparatur trocknen gelassen. Die Plasmid-DNA wurde in 200 µl RNAse/DNase
freiem, sterilen Wasser gelöst. Die DNA-Konzentrationsbestimmung erfolgte am
Photometer. Dafür wurden 2 µl Plasmid-DNA-Lösung in 48 µl Wasser gelöst und
in einer UV-transparente Küvette die DNA-Konzentrationen bei einer Extinktion
von 260 nm gemessen. Die Reinheit der DNA konnte anhand des Verhältnisses von
E260 zu E280 überprüft werden, das bei 1,8 liegen sollte.

Kontrollverdau von pGC und pEGFP-N1

Zur Kontrolle der Gesamtheit der isolierten Plasmide wurden diese mit Restrikti-
onsenzymen inkubiert, die die Plasmide in definierte Basenpaar-Längen schnitten.
Die Bedingungen dafür sind folgend in Tabelle 4.11 zusammengefasst. Die restrin-
gierte DNA wurde auf einem 1 %-igem Agarosegel mit 3 % Ethidiumbromid in
1×TBE-Puffer elektrophoretisch (100 V, 80 min) aufgetrennt, sodass anhand der
DNA-Fragmentgröße (vgl. Tabelle 4.11) die Gesamtheit der Plasmide überprüft
werden konnte.
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Tabelle 4.11: Bedingungen für den Kontrollverdau von p-EGFPN1 und pGC

Enzym Plasmid-
DNA

NEB-
Puffer

10×BSA Ges.-
Vol.

Ink.-
Zeit

DNA-
Frag.

pGC EcoR V 10 µg NEB3,
2 µl

2 µl 20 µl 1 h 6621 bp

Apa I 10 µg NEB4,
2 µl

2 µl 20 µl 1 h 2951 bp,
3670 bp

pEGFP-
N1

EcoR I 10 µg NEB2,
2 µl

2 µl 20 µl 1 h 4733 bp

Pvu II 10 µg NEB2,
2 µl

2 µl 20 µl 1 h 610 bp,
4123 bp

NEB: New England Biolabs
Ges.-Vol.: Gesamtvolumen
Ink.-Zeit: Inkubationszeit
DNA-Frag.: DNA-Fragment

Linearisierung von pGC

Die DSB-Induktion auf dem Plasmid pGC erfolgte durch Inkubation mit dem
Restriktionsenzym I-Sce-I (Linearisierung des Plasmid). Dafür wurden 40 µg pGC
mit 10 µl 10×BSA, 10 µl I-Sce-I-Restriction-Buffer und 8 µl I-Sce-I (8 Units)
(Gesamtvolumen: 100 µl) für 5 h bei 37 °C inkubiert. Die Überprüfung der Lineari-
sierung erfolgte wie zuvor auf einem 1 %-igem Agarosegel mit 3 % Ethidiumbromid
(EtBr) in 1×TBE-Puffer. Nach der elektrophoretischen Auftrennung (100 V, 80 min)
der DNA sollte nur eine Bande mit einer DNA-Fragmentgröße von 6621 bp zu
detektieren sein. Bei einer unvollständigen Linearisierung wären mehrere Banden
zu sehen (nicked circled DNA, lineare DNA und supercoiled DNA). Das linearisierte
pGC wurde mit dem illustraT M GFX PCR DNA and GelBand Purification Kit
aufgereinigt. Dafür wurden maximal 100 µl pGC mit 500 µl Capture buffer type 3 in
einem 1,5 mL-Reaktionsgefäß gemischt. Zur Gewährleistung des richtigen ph-Wertes
sollte sich die Lösung dabei nicht verfärben und einen gelben Ton beibehalten.
Das Gemisch wurde dann auf eine GFX MicroSpin-Säule gegeben, die in einem
Collection tube stand, und zentrifugiert (16000×g, 30 sec). Dabei band die DNA an
die Säule und das Filtrat wurde verworfen. Es wurden 500 µl Wash buffer type 1
auf die Säule gegeben und erneut zentrifugiert (16000×g, 30 sec) und das Filtrat
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verworfen. Da der Wash buffer type 1 Ethanol enthielt, wurde abermals zentrifugiert
(16000×g, 30 sec), um eine vollständige Eluation zu gewährleisten. Die Säule wurde
in ein DNase/RNase-freies 1,5 mL-Reaktionsgefäß gesetzt und 10–50 µl Eluation
buffer type 6 auf die Säule gegeben. Der Puffer wurde 1 min bei RT auf der Säule
inkubiert und anschließend zentrifugiert (16000×g, 1 min), wobei pGC eluiert wurde.
Es folgte eine DNA-Konzentrationsbestimmung am Photometer (E=260 nm) und
die DNA wurde bis zur Transfektion bei -20 °C eingefroren.

Versuchsprotokoll

1–1,5·105 Zellen wurden pro Loch einer 12-Loch-Platte in 1 mL Antibiotika-freiem
Medium ausgelegt und nach 24 h mit dem jeweiligen Plasmid transient transfiziert.
Nach weiteren 24 h, in denen die Reparatur des durch I-Sce1 generierten DSBs
und die Expression von GFP erfolgte, wurden die Zellen geerntet und in 1,5 mL-
Reaktionsgefäße überführt. Durch Zentrifugation (5 min, 0,3×g, 4 °C) wurden die
Zellen pelletiert und das Medium abgesaugt. In Abhängigkeit der Zellpelletgröße
wurden die Zellen in 0,5–1 mL PBS resuspendiert und durch Gase in FACS-Röhrchen
überführt. Die Messung der GFP-positiven Zellen fand am Durchflusszytometer
statt.
Bei einer RAD51-Inhibition wurde der RAD51-Inhibitor RI-1 6 h vor der transi-

enten Transfektion dazugegeben (vgl. Abschnitt 4.2.3).

Transfektion

Die transiente Transfektion der Plasmide erfolgte mit zwei Transfektionsagenzien,
FuGENE® HD oder LipofectamineT M 2000. Transfektionsagenzien sind in der
Regel Formulaturen, die zu großen Teilen aus kationischen und neutralen Lipiden
(Helfer-Lipide) zusammengesetzt sind. Kationische Lipide interferieren mit der
negativ geladenen Plasmid-DNA, was zur Aggregatbildung führt. Dadurch wird
die DNA vor dem Abbau durch DNasen geschützt und das Aggregat kann mit der
negativ geladenen Zellmembranoberfläche wechselwirken. Dies wiederum ermöglicht
die Endozytose der Aggregate [42, 149, 169, 170]. Die Rolle der neutralen Lipide
ist nicht vollständig geklärt. Es wird jedoch eine erhöhte Aggregation zwischen
kationischen Lipiden und DNA beobachtet [65].

FuGENE® HD und LipofectamineT M 2000 wurden in den Verhältnissen von 2:1,
4:1,6 und 3:1 [µl:µg] zu dem jeweiligen Plasmid eingesetzt.

FuGENE® HD Für das Transfektionsgemisch wurden für ein Loch einer 12-Loch-
Platte 50 µl Opti MEM I Medium in ein 1,5 mL-Reaktionsgefäß vorgelegt und die
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entsprechenden Volumen an Plasmid und FuGENE® HD direkt in das Opti MEM I-
Medium gegeben. Die Aggregatbildung zwischen Plasmid und FuGENE® HD erfolgte
für mindestens 20 min im Dunkeln. Anschließend wurden 50 µl des Transfektionsge-
misches pro Loch apliziert. Die Zellen sollten sich zum Zeitpunkt der Transfektion
in der exponentiellen Wachstumsphase befinden und zu 80–90 % konfluent sein.

LipofectamineT M 2000 LipofectamineT M 2000 und das jeweilige Plasmid wurden
zunächst separat in jeweils 100 µl Opti MEM I-Medium angesetzt und für 5 min im
Dunklen inkubiert. Anschließend wurden das LipofectamineT M 2000-Opti MEM I-
Gemisch und das Plasmid-Opti MEM I-Gemisch zusammengeführt und für weitere
20 min im Dunkeln für die Aggregatbildung stehengelassen. 200 µl des Transfek-
tionsgemisches wurden pro Loch apliziert. Zellen sollten sich zum Zeitpunkt der
Transfektion in der exponentiellen Wachstumsphase befinden und zu über 90 %
konfluent sein.

GFP-Messung am Durchflusszytometer

GFP-positive Zellen wurden am Durchflusszytometer (BD FACScanT M ) gemes-
sen. Dabei wurden die Hauptpopulation der Zellen über ihre Größe (FSC) und
Granularität (SSC) definiert. Der prozentuale Anteil GFP-positiver Zellen konnte
anschließend über die Fluoreszenzmessung definiert werden.

Auswertung der HR-Kapazität

Bei der Auswertung wurde zunächst die Transfektionseffizienz der jeweiligen Zell-
linie bestimmt, was dem prozentualen Anteil GFP-positiver Zellen (GFP+) nach
transienter Transfektion mit pEGFP-N1 entspricht. Anteilig auf die Transfekti-
onseffizienz wurde der Anteil GFP-positiver Zellen nach transienter Transfektion
mit dem Reparaturkonstrukt pGC berechnet, was der absoluten HR-Kapaität (abs.
HR-Kapazität) entspricht.

Abs. HR−Kapazität = % GFP+ Zellen (pGC)
% GFP+ Zellen (pEGFP −N1) (4.1)

Für den Vergleich von Zelllinien untereinander wurde die abs. HR-Kapazität
einer Zelllinien als Standard auf den Wert 1 gesetzt und die abs. HR-Kapazität
anderer Zelllinien relativ dazu berechnet, was dann der relativen HR-Kapazität (rel.
HR-Kapazität) entspricht. Für die BrCa-Zelllinien wurde MDA-468 und für die
HNSCC-Zelllinien FaDu als Standard verwendet.
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Rel. HR−Kapazität = Abs. HR−Kapazität

Abs. HR−Kapazität (Standard) (4.2)

4.2.6 Nachweis von Proteinen der Homologen Rekombination

Der Nachweis von Proteinen erfolgte nach Extraktion der Proteine aus Zellen
oder einzelnen Zellkompartimenten. Dafür wurden die Proteine über eine SDS-
Polacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) ihrer Größe nach aufgetrennt, auf
eine Membran elektrophoretisch transferiert (Western Blot) und auf der Membran
detektiert (Fluoreszenz- oder Chemilumineszenzdetektion). Es wurden einerseits
endogene Unterschiede in der Expression von Proteinen zwischen Zelllinien und
andererseits Unterschiede in der Phosphorylierung von Proteinen nach Behandlung
der Zellen mit unterschiedlichen Agenzien analysiert.
Folgende HR-assoziierte Proteine wurden untersucht: ATR, CHK1, pCHK1,

RAD51, FANCD2, BRCA2.

Proteinisolierung

Es wurden wie folgend beschrieben einerseits HR-Proteine von Gesamtzellextrakten
und andererseits RAD51 im Kern und Chromatin-gebundenes RAD51 (Zellfraktio-
nierung) detektiert.

Gesamtzellproteinextrakte Proteine aus Gesamtzellextrakten wurden nach [43, Fin-
nie et al., 1995] isoliert. Zellen wurden geerntet, in 15 mL-Probenröhrchen überführt
und zentrifugiert (4 °C, 5 min, 0,3×g). Zur Verhinderung der Proteindegradation
wurde fortan auf Eis gearbeitet. Das Medium wurde abgesaugt, die Zellen in PBS
(≤ 4 °C) resuspendiert und zentrifugiert (4 °C, 5 min, 0,3×g). Das PBS wurde
verworfen, die Zellen in 1 mL PBS resuspendiert und in 1,5 mL-Reaktionsgefäße
überführt. Das PBS wurde abgesaugt und die Zellpellets optional bei -20 °C einge-
froren. Der Extraktionspuffer (Puffer A, PMSF und Glycerol in einem Verhältnis
von 294:10:100) wurde im gleichen Volumenverhältnis zum jeweiligen Zellpellet dazu-
gegeben und die Zellen resuspendiert. Der Zellaufschluss erfolgte durch dreimaliges,
abwechselndes Gefrieren in flüssigem Stickstoff und Auftauen im Wasserbad bei
37 °C für jeweils 1 min. Die Zelltrümmer wurden anschließend zentrifugiert (4 °C,
10 min, 10800×g). Der Überstand (Gesamtzellextrakt-Proteine) wurde in 1,5 mL-
Reaktionsgefäße überführt und gemischt. Nach der Konzentrationsbestimmung der
Proteine wurden sie in flüssigem Stickstoff gefroren und bei -80 °C gelagert.
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Fraktionierte Zellextrakte Bei der Analyse von RAD51 im Kern und Chromatin-
gebundenem RAD51 wurde für die Zellfraktionierung der Proteine das Subcellular
Protein Fractionation Kit for Cultured Cells (Thermo Fisher Scientific) verwendet
(vgl. Abbildung 4.2).

Es wurden 5 · 106 Zellen pro Probe in T175-Zellkulturflaschen ausgelegt und
24 h nach Aussat mit 1,5 µM MMC für 6 h behandelt. Anschließend wurden die
Zellen zweimal mit eiskaltem PBS gespült, geerntet und in 50 mL-Probenröhrchen
überführt. Das Medium wurde nach Zentrifugation (5 min, 4 °C, 0,3×g) verworfen,
das Zellpellet mit dem gleichen Volumen an eiskaltem PBS gewaschen und abermals
zentrifugiert (5 min, 4 °C, 0,3×g). Die Zellen wurden in 1 mL eiskaltem PBS
resuspendiert in 1,5 mL-Reaktionsgefäße überführt und zentrifugiert. Fortan wurde
auf Eis gearbeitet.
In Abhängigkeit der Zellpelletgröße wurden den Herstelleranweisungen entspre-

chend für die Fraktionierung unterschiedliche Volumen der verschiedenen Extrak-
tionspuffer des Kits in einem Verhältnis von 1:100 mit einem Protease Inhibi-
tor versetzt. Die Zellen wurden zunächst mit dem cytolpasmic extraction buffer
(CEB) für 10 min bei 4 °C vorsichtig invertiert und zentrifugiert (5 min, 4 °C,
500×g). Der Überstand (Zytoplasma-Proteinfraktion) wurde in eisgekühlte 1,5 mL-
Reaktionsgefäße überführt, das Pellet mit eiskaltem membrane extraction buffer
(MEB) resuspendiert und für 5 sec mit dem Schüttler auf höchster Stufe gemischt.
Die Reaktionsgefäße wurden für 10 min bei 4 °C vorsichtig invertiert, zentrifu-
giert (5 min, 4 °C, 3000×g) und der Überstand (Membran-Proteinfraktion) in
eisgekühlte 1,5 mL-Reaktionsgefäße überführt. Das Pellet wurde mit eisgekühl-
tem nuclear extraction buffer (NEB) resuspendiert, 15 sec mit dem Schüttler auf
höchster Stufe gemischt und für 30 min bei 4 °C vorsichtig invertiert. Durch Zen-
trifugation (5 min, 4 4°C, 5000×g) wurde die Kern-Proteinfraktion (Überstand)
gewonnen und in eisgekühlte 1,5 mL-Reaktionsgefäße überführt. Zur Extraktion
der Chromatin-gebundenen Proteine wurde der NEB bei RT (RT) mit 5 µl CaCl2
(100mM) und 3 µl Mikrocokkus Nuklease (300 Units) pro 100 µl NEB versetzt.
Das NEB-Gemisch wurde mit dem Pellet resuspendiert, 15 sec mit dem Schüttler
auf höchster Stufe gemischt und bei RT 15 min inkubiert. Es wurde zentrifugiert
(5 min, 16.000×g) und der Überstand (Chromatin-gebundene Proteinfraktion) in
eisgekühlte 1,5 mL-Reaktionsgefäße überführt. Die Proteinkonzentration wurde
bestimmt und die Proteinextrakte bei -80 °C gelagert.
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Abbildung 4.2: Schematische Darstellung der Zellfraktionierung.
Zelluläre Kompartimente wurden schrittweise durch Inkubation der Zellpellets
mit CEB (Zytoplasmafraktion), MEB (Membranfraktion) und NEB (Kernfrakti-
on) extrahiert. Durch die Zugabe der Mikrokokkus-Nuklease zum NEB wurden die
Chromatin-gebundenen Proteine isoliert und die Zytoskelettproteine durch den PEB.
CEB: cytoplasmic extraction buffer ; MEB: membrane extraction buffer ; NEB: nucle-
ar extraction buffer ; PEB: pellet extraction buffer

Proteinkonzentrationsbestimmung

Die Proteinkonzentrationsbestimmung von Zellextrakten erfolgte über die BCA-
Bestimmung, die auf der Biuret-Reaktion beruht [144]. Im Wesentlichen wird der
Farbumschwung, der mit der Reduktion von Cu2+ zu Cu+ durch die Aldehydgruppen
der Proteine einhergeht, am Photometer gemessen. Cu+-Ionen bilden einen Komplex
mit BCA, der Licht bei einer Wellenlänge von 562 nm absorbiert. Die Absorption
steigt im Messbereich zwischen 20–27 µg·mL−1 nach dem Lambert-Beerschen Gesetzt
linear mit der Proteinkonzentration an. Bovines Serumalbumin (BSA) wurde als
Standard mit sechs Verdünnungen zwischen 25–1000 µg·mL−1 für die Kalibration
des Photometers verwendet.
Für die Bestimmung wurden ein Bicinchoninsäure-Lösung (Reagenz A) und

Kupfer(II)-sulfat-Lösung (Reagenz B) verwendet.
Es wurden 2–10 µl der Zelllysate in 40–48 µl of H2O verdünnt, sodass ein

Endvolumen von 50 µl) resultierte. Zu den Proben wurde je 1 mL einer BCA-
Kupfer(II)-sulfat-Lösung im Volumenverhältnis 50:1 zu den Proben gegeben. Die
Proben wurden nach gründlichem Mischen 30 min bei 37°C im Wasserbad inkubiert
und anschließend die Extinktion der Proben bei einer Wellenlänge von 562 nm in
einem Zeitraum von 10 min am Photometer gemessen. Die Messung erfolgte dabei
in einer Doppelbestimmung.
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SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese

Bei der SDS-PAGE wurden Proteine elektrophoretisch auf einem gradienten (4-15%)
Tris-HCl-Polyacrylamid-Gel nach ihrer Größe aufgetrennt, um sie anschließend wie
im folgenden Abschnitt beschrieben auf eine Membran zu transferieren.
Zunächst wurden 40 µg Protein, Wasser und 5× Ladepuffer (Gesamtvolumen

maximal 30 µl) in 1,5 mL-Reaktionsgefäßen gemischt. Die Proben wurden anzentrifu-
giert, die Proteine denaturiert (5 min, 95 °C) und die Proben erneut anzentrifugiert.
Die Auftrennung der Proteine nach ihrer Größe erfolgte in einer Gelelektrophorese-
kammer in Laufpuffer auf Eis. Vor dem Einsetzten des Gels in die Kammer wurde es
mit Laufpuffer gespült, das Pufferreservoir mit Laufpuffer gefüllt und die Geltaschen
mit 30 µl gespült. Luftblasen am unteren Gelrand wurden entfernt und die Pro-
ben in die Taschen pipettiert. In mindestens eine Spur wurde ein Größenstandard
[SeeBlue® Plus2 Pre-stained Protein Standard (Life Technologies), MagicMarkT M

XP Western Protein Standard (Life Technologies), Odyssey® Two-Color Protein
Molecular Weight Marker (LI-COR) oder KaleidoscopeT M Prestained Standards
(Bio-Rad)] pipettiert. Verbleibende leere Taschen wurden mit 5× Probenpuffer und
bidestilliertem Wasser im Verhältnis 1:5 beladen. Die Elektrophorese erfolgte für
10 min bei 100 V (Sammelphase) und für 80 min bei 200 V (Trennphase).

Western Blot

Die in der SDS-PAGE aufgetrennten Proteine wurden in Abhängigkeit der späteren
Detektionsart im Criterion Blotter auf eine Nitrozellulose-Membran (Fluoreszenz-
detektion) oder eine Polyvinylidenfluorid-Membran (PVDF, Chemilumineszenz-
detektion) elektrophoretisch übertragen. Die Nitrozellulose-Membran wurde 10 s
in Wasser aktiviert und anschließend 15 min in Transferpuffer äquilibriert. Die
PVDF-Membran wurde 10 s in Methanol und folgend 5 min in Wasser aktiviert
und anschließend 10 min in Transferpuffer äquilibriert. Die Apparatur wurde gemäß
den Herstellerangaben zusammengebaut. Der Transfer (10 V über Nacht, anschlie-
ßend 100 V für 30 min) erfolgte unter ständigem Umwälzen des Transferpuffers im
Kühlraum (4 °C).

Proteindetektion

Die Proteindetektion erfolgte entweder mit Hilfe des LI-COR-Systems unter Verwen-
dung von Fluoreszenz-markierten Zweitantikörpern (Fluoreszenz-Detektion, Nitrozel-
lulose-Membran) oder mittels Chemilumineszenz-Detektion (PVDF-Membran) auf
den jeweiligen Membranen. Die Fluoreszenz-Detektion eignete sich besonders für
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die Detektion von schwer definierten Banden wie der monoubiquitinierten Form von
FANCD2. Mit der Chemilumineszenz-Detektion ließen sich endogene Unterschiede
in der Proteinmenge zwischen Zelllinien gut darstellen.
Nach dem Transfer wurde die Membran mit TBS gewaschen und anschließend

unspezifische Antikörper-Bindungsstellen über Nacht entweder mit 10 %-iger Ma-
germilch in TBS-T (Chemilumineszenz-Detektion) oder Odyssey® Blocking Buffer
(Fluoreszenz-Detektion) unter Schwenken bei 4 °C blockiert. Die Inkubation mit
dem 1. Antikörper (außer bei der Detektion von β-AKTIN) erfolgte bei 4 °C über
Nacht, wobei dieser bis zu sechs Mal wiederverwendet wurden. Die verwendeten
Antikörper (Name, Spezies) sowie ihre Verwendung (Lösungsmittel, Verdünnung)
sind in Tabelle 4.3 im Abschnitt 4.1.3 aufgelistet. Nach der Inkubation mit dem
1. Antikörper wurde die Membran dreimal für jeweils 10 min mit 0,1%-igem 10×
TBS-T gewaschen. Für die Chemilumineszenz- und Fluoreszenzdetektion wurden
andere sekundäre Antikörper verwendet, die für die jeweilige Detektionsmethode
folgend dargestellt sind.
Als Ladekontrolle diente bei Gesamtzellproteinextrakten β-AKTIN. Bei frak-

tionierten Proteinextrakten wurde H2B als Kontrolle für Chromatin-gebundene
Proteine, SP1 für Kernprotein und CALPAIN für Zytoplasmaproteine verwendet.

Chemilumineszenz-Detektion Bei der Chemilumineszenz-Detektion wurde mit se-
kundären Antikörpern gearbeitet, an die Meerrettichperoxidase gekoppelt ist (se-
kundäre ECLT M Antikörper). Die Antikörper (Name, Spezies) und die Verwendung
(Lösungsmittel, Verdünnung) sind in Tabelle 4.3 im Abschnitt 4.1.3 gelistet. Die
Visualisierung der Proteine erfolgte mit ECLT M -Reagenzien (Amersham ECLT M

Western Blotting Detection Reagents), die für 1 min mit der Membran inkubierten.
Die Bildaufnahme erfolgte mit dem EG&G Berthold Molecular Light Imager (Night
owl) und zusätzlich wurden Filme mit einer Entwicklungsmaschine (Curix 60 AGFA)
belichtet.

Fluoreszenz-Detektion Bei der Detektion mit Fluoreszenz-markierten Zweitantikör-
pern (LI-COR-System) gibt es für die Spezien „Maus“ und „Kaninchen“ jeweils die
Möglichkeit, das Proteinsignal in rot (sekundäre IRDye 680RD Antikörper) und
grün (sekundäre IRDye 800CW Antikörper) darzustellen. Die Antikörper (Name,
Spezies) und die Verwendung (Lösungsmittel, Verdünnung) sind in Tabelle 4.3 im
Abschnitt 4.1.3 dargestellt. Die sekundären Antikörper wurden für 1 h bei RT auf
einem Schüttler inkubiert. Dabei und in allen nachfolgenden Schritten musste die
Membran vor direkter Lichteinstrahlung geschützt werden, weshalb mit abgedun-
kelten Inkubationskammern gearbeitet wurde. Die Membran wurde dreimal für
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jeweils 10 min mit 0,1%-igem 10× TBS-T gewaschen. Die Proteine wurden mit dem
Odyssey CLX 289 detektiert und quantitativ mit dem Odyssey® Infrared Imaging
System analysiert. Der Hintergrund wurde automatisch abgezogen und ein Wert für
die absolute Proteinmenge erhalten.

Auswertung der Proteinexpression

Für den Vergleich der endogener Expression von Proteinen wurde das jeweilige
gemessene Proteinsignal auf das β-AKTIN-Signal mit folgender Formel bezogen.

Absolute Proteinmenge = Proteinsignal

β −Aktin− Signal
(4.3)

Um die Proteinexpression zwischen Zelllinien miteinander in ein Verhältnis zu
setzen, wurde die höchste absolute Proteinmenge (abs. Proteinmenge) gleich 1
gesetzt und die Proteinmengen der anderen Zelllinien relativ dazu mit folgender
Formel ausgerechnet.

Relative Proteinmenge = abs. Proteinsignal

maximales abs. Proteinsignal
(4.4)

Für die Berechnung der Phosphorylierung eines Proteins nach DNA-Schädigung
wurde das abs. Proteinsignal des phosphorylierten Proteins durch das abs. Protein-
signal des Proteins geteilt, siehe folgende Formel. Für den Vergleich der Zelllinien
untereinander wurde das höchste Signal auf 1 gesetzt und alle anderen Signale
relativ dazu berechnet (vgl. Formel 4.4).

Phosphorylierung = max.abs. Phospo− Proteinsignal

abs. Proteinsignal
(4.5)

4.2.7 Zellulärer Nachweis von RAD51- und 53BP1-Foci

Der Nachweis von RAD51- und 53BP1-Foci diente der Detektion von DNA-DSBs,
wobei 53BP1 als genereller Schadensmarker für DSBs und RAD51 für DSBs, die
mittels HR repariert werden, verwendet wurden. RAD51 und 53BP1 wurden fluo-
reszenzimmunologisch nachgewiesen. Außerdem wurden Zellkerne mit DAPI gefärbt
und replizierende Zellen gegebenenfalls mit EdU markiert (Click-iT® EdU Imaging
Kit).
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RAD51 und 53BP1 Foci in replizierenden Zellen nach MMC-Schädigung

0,5–1·105 Zellen wurden pro Loch einer 12-Loch-Platte auf Deckgläschen ausgelegt.
Nach 16–18 h wurden die Zellen für 30 min mit 10 µM EdU versetzt und anschließend
für 30 min mit 1,5 µM MMC (vgl. Anschnitt 4.2.2) inkubiert. Der Zellrasen wurde
zweimal mit PBS gespült und mit frischem Medium weitere 6 h bzw. 24 h bei
37 °C inkubiert. Das Medium wurde abgesaugt und die Zellen wurden preextrahiert.
Dafür wurde der Zellrasen zunächst einmal mit 1 mL PBS (20 °C) und einmal mit
1 mL PB (4 °C) gewaschen. Die Lyse der Zellen erfolgte dann mit 1 mL PB-T
für 5 min auf Eis. Nachfolgend wurden die Zellen für 3 min mit 1 mL PB (4 °C)
gewaschen, 1 mL Permeabilisierungslösung (PBS + 4 % PFA) für 10 min bei
RT zugegeben und dreimal 5 min mit PBS gewaschen. Anschließend erfolgte die
fluoreszenzimmunologische Färbung von 53BP1 und RAD51 parallel. Die Zellen
wurden für 3 h bei RT mit Blockierungslösung (PBS + 4 % BSA) und anschließend
der 1. Antikörper für 53BP1 und RAD51 über Nacht bei 4 °C inkubiert. Die
Zellen wurden sechsmal für 10 min mit PBS-T gewaschen und fortan lichtgeschützt
gearbeitet. Die 2. Antikörper wurden unter Zugabe von DAPI (1:1000) für 45 min bei
RT inkubiert. Die verwendeten Antikörper (Name, Spezies) sowie ihre Verwendung
(Lösungsmittel, Verdünnung) sind in Tabelle 4.3 im Abschnitt 4.1.3 aufgelistet. Die
Zellen wurden sechsmal für 10 min mit PBS-T gewaschen und anschließend das EdU
mit dem Farbstoff Alexa Fluor® azide 647 für 30 min bei RT gefärbt. Die Zellen
wurden dreimal für 5 min mit PBS gewaschen und in 2,5 µl Vectashiel®Mounting-
Medium eingebettet.

Auswertung mit dem Auge am Mikroskop Die Auswertung erfolgte verschlüsselt am
Fluoreszenzmikroskop (Axiovision Observer Z1 ). Es wurden zunächst Bilder aufge-
nommen, um EdU-positive Zellen im (far red) Fluoreszenz-Bereich zu identifizieren.
Anschließend wurden RAD51 und 53BP1-Foci in in EdU-positiven Zellen in diesen
Ausschnitten gezählt. Pro Deckgläschen wurden 50 Zellen ausgewertet.

Automatische Auswertung Die automatisierte Zählung von RAD51- und 53BP1-Foci
in EdU-positiven Zellen erfolgte nach automatischer Bildaufnahme am Mikroskop
(BD Pathway 435 bioimager) über Nacht. Dabei wurden die Emmisionskanäle und
Positionen der Objektträger programmiert und das Programm über Nacht laufen
gelassen. Die automatische Zählung erfolgte mit der Software CellProfiler, wobei
die Intensitäten der Signale zuvor festgelegt wurden.
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RAD51- und 53BP1-Foci nach RAD51-Inhibition

Für die Detektion von RAD51- und 53BP1-Foci nach Inhibition von RAD51 (vgl.
Abschnitt 4.2.3) wurden 0,5–1·105 Zellen pro Loch einer 12-Loch-Platte auf Deck-
gläschen ausgelegt. Nach 16–18 h wurden die Zellen mit 20 µM RI-1 6 h inkubiert
und anschließend mit 10 Gy bestrahlt. Nach weiteren 16–18 h wurden die Zellen
wie zuvor beschrieben lysiert, fixiert und gefärbt, wobei auf eine EdU-Färbung
verzichtet wurde. Es wurden 50 Foci pro DAPI-positive Zelle per Auge ausgezählt.

4.2.8 Zellzyklusuntersuchung am Durchflusszytometer

Die Zellzyklusuntersuchung dient der Bestimmung der Anteile einer Zellpopulation in
G1-, S- und G2-Phase des Zellzyklusses. Die Unterscheidung der Phasen wird durch
den DNA-Gehalt der einzelnen Zellen durch Anfärben der DNA mit Propidiumiodid
(PI) gewährleistet, welches mit der DNA interkaliert. So kann zunächst zwischen
einem einfachen DNA-Gehalt (G1-Phase) und einem doppeltem DNA-Gehalt (G2-
Phase) unterschieden werden. Zellen mit dazwischen liegenden DNA-Gehalten
werden der S-Phase zugeordnet. Die PI-Messung erfolgte am Durchflusszytometer
und die Auswertung der Zellzyklusverteilung mit Hilfe der Software ModFit.
Zellen wurden wie nachfolgend beschrieben wachsen gelassen und geerntet. Die

Zellsuspension wurde in 15 mL-Falconröhrchen überführt, zentrifugiert (5 min, 4 °C,
0,3 g) und das Zellpellet in 1 mL PBS resuspendiert. 4 mL eiskaltes PBS wurde in
15 mL-Falconröhrchen vorgelegt und die Zellsuspension langsam dazugetropft. Die
Suspension konnte bei -80 °C eingefroren werden. Für die PI-Färbung wurde die
Zellsuspension zentrifugiert (5 min, 4 °C, 0,3 g) und der Überstand abdekantiert. Die
Zellen wurden mit 1 mL PBS mit 0,1 % Tween20 gewaschen und erneut zentrifugiert
(5 min, 4 °C, 0,3 g). Der Überstand wurde abgesaugt und das Zellpellet mit 0,5 mL
PI-Lösung (10 µg·mL−1), die frisch mit 1 % RNase versetzt war, für mindestens
30 min gefärbt. Die Proben wurden durch Gase in FACS-Röhrchen gefüllt und am
Durchflusszytometer gemessen.

Zellzyklusverteilung in exponentiell wachsenden Zellen

Für den Vergleich der Expression von Proteinen, die Zellzyklus-abhängig reguliert
werden, mussten mögliche Zellzykluseffekte auf die Proteinexpression ausgeschlossen
werden.

1·105 exponentiell wachsende Zellen wurden pro Loch einer 12-Loch-Platte in
1 mL Medium ausgelegt und nach 48 h die Zellzyklusverteilung bestimmt.
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Zellzyklusverteilung in mit Plasmiden transfizierten Zellen

Mögliche Zellzykluseffekte auf die Fähigkeit von Zellen DSBs mittels HR zu re-
parieren (HR-Kapazität), die lediglich in der S- und G2-Phase aktiv ist, mussten
ausgeschlossen werden.

1·105 exponentiell wachsende Zellen wurden pro Loch einer 12-Loch-Platte in 1 mL
Medium ausgelegt und 24 h später transient mit Plasmiden transient transfiziert
(vgl. Abschnitt 4.2.5). Nach weiteren 24 h wurde die Zellzyklusverteilung bestimmt.

Kinetik der Zellzyklusverteilung von Zellen nach MMC-Schädigung

1·105 exponentiell wachsende Zellen wurden pro Loch einer 12-Loch-Platte in 1 mL
Medium ausgelegt und 16–18 h für 1 h mit 1,5 µM MMC behandelt. Zellen wurden
direkt nach MMC-Schädigung sowie 1 h, 2 h, 4 h, 6 h, 8 h und 24 h fixiert und die
Zellzyklusverteilung bestimmt.

4.2.9 Zelluläres Überleben im Koloniebildungstest

Der Koloniebildungstest diente der Bestimmung des zellulären Überlebens nach
Behandlung der Zellen mit MMC (vgl. Abschnitt 4.2.2). Der RAD51-Proteingehalt
wurde gegebenenfalls zuvor mittels siRNA reduziert (vgl. Abschnitt 4.2.4). Es wurde
mit exponentiell wachsenden Zellen gearbeitet. Deswegen wurden zunächst 1 · 106

Zellen in T75-Zellkulturflaschen und 24 h später von dieser Kultur 125 Zellen pro
Loch einer 6-Loch-Platte in 1,5 mL Medium ausgelegt. Nach einem Anwachszeitraum
von 6 h wurden die Zellen für 1 h mit 1,5 µM MMC bei 37 °C inkubiert, anschließend
zweimal mit 1 mL PBS gewaschen und mit 1,5 mL frischem Medium versetzt. 7 –
14 Tage später wurden die Zellen mit 70%-igem Ethanol für 5 min fixiert und mit
Kristallviolett gefärbt (5 min). Die 6-Loch-Platten wurden mit Wasser ausgespült
und trocknen gelassen. Es wurden Kolonien mit mindestens 50 Zellen ausgewertet.

4.2.10 Statistik

Die Ergebnisse der Versuche werden jeweils als arithmetisches Mittel der einzelnen
Bestimmungen dargestellt. Der jeweilige Fehler ist als Standardfehler angegeben. Wo
ein Signifikanztest durchgeführt wurde, erfolgte dieser als zweiseitiger Student’ scher
t-Test.





KAPITEL 5
Ergebnisse

In dieser Arbeit wurde die Auswirkung geringfügiger Unterschiede in der RAD51-
Expression, von sehr niedrig bis sehr hoch, für die Reparatur von DSBs mittels
HR in humanen Tumorzelllinien untersucht. DSBs werden primär durch die beiden
Hauptreparaturwege NHEJ und HR repariert. Dabei stellt HR den bedeutendsten
Reparaturweg während der S-Phase des Zellzykluses dar.

Das Schlüsselprotein der HR ist RAD51, für das in Tumoren große Unterschiede
in der Expression beobachtet wurden. Die Überexpression von RAD51 in Tumoren
bedeutete dabei in zahlreichen Entitäten eine negative Prognose für das Überleben
der Patienten [3, 85, 87, 95, 125, 154]. Der zugrunde liegende Mechanismus für die
negative Prognose bei Überexpression von RAD51 ist bislang unklar und sollte
in dieser Arbeit erstmalig untersucht werden. Eine mögliche Ursache wäre eine
Therapieresistenz der Tumore aufgrund einer vermehrten Reparatur mittels HR,
die mit einem Anstieg der RAD51-Expression einhergeht. Es wäre ebenfalls mög-
lich, dass RAD51-Überexpression zu einer übersteigerten und damit zellulär nicht
kontrollierbaren HR (Hyperrekombination) führt. Diese könnte zu einer erhöhten
genomischen Instabilität führen, welche deutlich aggressivere Tumore generiert und
deshalb eine negative Prognose bedingt [96, 105, 109, 131].
Diese Fragestellung wurde experimentell an je zehn Brustkrebs- (BrCa) und

Kopf-Hals (HNSCC)- Tumorzelllinien untersucht.
Zur Vergleichbarkeit der Ergebnisse in verschiedenen Tumorzelllinien und -

entitäten waren zunächst Etablierungsexperimente bezüglich des Plasmid-Rekon-
struktions-Assays, der Auswertung von DNA-Reparatur-Foci RAD51 und 53BP1
und der Inhibition der RAD51-Expression mittels siRNA oder durch einen small
molecule-Inhibitor notwendig (vgl. Abschnitt 5.1).

Die Charakterisierung der zehn BrCa- und zehn HNSCC-Zelllinien mit Un-
terschieden in der endogenen RAD51-Expression hinsichtlich ihrer Fähigkeit zur
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Reparatur von DNA-DSBs mittels HR erfolgte in einem Plasmid-Rekonstruktions-
Assay (HR-Kapazität; vgl. Abschnitt 5.2). Im Weiteren wurde die Bedeutung der
RAD51-Expression für das zelluläre Überleben nach Behandlung mit dem DNA-
DNA-vernetzenden Chemotherapeutikum MMC untersucht und inwieweit dies mit
der Fähigkeit zur Phosphorylierung der Kinase CHK1, die die Zellzykluskontrolle
in der S- und G2-Phase aktiviert, nach Behandlung mit MMC und UV-Strahlung
korreliert (vgl. Abschnitte 5.3, 5.4 und 5.5). Dabei war die Fähigkeit zur Ausbildung
von RAD51- und 53BP1-Foci in replizierenden Zellen und die Auswirkung auf
den Zellzyklus nach MMC-Schädigung von Interesse (vgl. Abschnitte 5.7 und 5.8).
Abschließend wurde die Abhängigkeit der HR-Kapazität und der zellulären MMC-
Empfindlichkeit von der RAD51-Expression nach Inhibition von RAD51 untersucht
(vgl. Abschnitte 5.9 und 5.10).

5.1 Methodische Vorarbeiten

Zur Gewährleistung der Vergleichbarkeit verschiedener Tumorzelllinien und -entitäten
waren methodische Etablierungsarbeiten notwendig. Diese Vorexperimente wur-
den für den Plasmid-Rekonstruktions-Assay, für die Detektion von RAD51- und
53BP1-Foci und für die Inhibition der RAD51-Expression mittels siRNA sowie die
Inhibition von RAD51 durch den RAD51-Inhibitor RI-1 wie nachfolgend beschrieben
durchgeführt.

5.1.1 Etablierung des Plasmid-Rekonstruktions-Assay zum Nachweis der
DSB-induzierten Reparatur mittels HR in Tumorzelllinien

Die Auswirkung geringfügiger Unterschiede in der RAD51-Expression für die
DSB-induzierte Reparatur mittels HR wurde bislang nicht untersucht. Die Fä-
higkeit, einen einzelnen DNA-DSB mittels HR zu reparieren, wurde mittels Plasmid-
Rekonstruktions-Assay (HR-Kapazität) überprüft (vgl. Kapitel 4, Abschnitt 4.2.5).
Für diesen Assay war die erfolgreiche Transfektion des Reparaturkonstruktes (pGC)
essentiell. Die Transfektionseffizienz wurde durch parallele Transfektion mit einem
das grün fluoreszierende Protein (GFP) exprimierenden Plasmid (pEGFP-N1) kon-
trolliert. Das Plasmid pGC ist das Reparaturkonstrukt, das nach DSB-Induktion
durch die Endonuklease I-Sce-I bei einer fehlerfreien Reparatur ausschließlich mittels
HR zur Expression von GFP führt. Die Transfektion erfolgte transient und die
Konditionen für den Plasmid-Rekonstruktions-Assay wurden so gewählt, dass eine
bestmögliche Vergleichbarkeit sowohl zwischen den Experimenten als auch den Zellli-
nien gegeben war. Das Ziel war einerseits, eine möglichst hohe Transfektionseffizienz
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unter möglichst geringer zytotoxischer Wirkung des Transfektionsagenzes zu errei-
chen, und andererseits, den optimalen Zeitraum zwischen transienter Transfektion
und GFP-Messung (Reparaturzeit) festzulegen.

Die Transfektionseffizienz ist abhängig von dem verwendeten Transfektionsagenz
und dem Verhältnis von Transfektionsagenz zu Plasmid [µl:µg] [104]. Abbildung 5.1
zeigt die Abhängigkeit der Transfektionseffizienz von zwei verschiedenen Transfek-
tionsagenzien, die in unterschiedlichen Verhältnissen zum Kontrollplasmid einge-
setzt wurden. Die beiden Transfektionsagenzien LipofectamineT M 2000 und FuGE-
NE® HD wurden in den Verhältnissen 2:1, 4:1,6 und 3:1 von Transfektionsagenz zu
pEGFP-N1 [µl:µg] in den Zelllinien MDA-468 und FaDu verwendet. Dafür wurden
exponentiell wachsende Zellen transient mit dem GFP-exprimierenden Kontrollplas-
mid pEGFP-N1 unter Verwendung der Transfektionsagenzien LipofectamineT M 2000
oder FuGENE® HD transfiziert. Der prozentuale Anteil GFP-positiver Zellen wurde
24 h nach Transfektion am Durchflusszytometer gemessen.

Abbildung 5.1: Vergleich der Transfektionseffizienz und Verhältnis von Trans-
fektionsagenz zu Kontrollplasmid zweier Transfektionsagenzien nach transienter
Transfektion.
Exponentiell wachsende Zellen wurden 24 h nach Aussaat transient mit
LipofectamineT M 2000 oder FuGENE® HD und dem GFP-exprimierenden Plas-
mid pEGFP-N1 im Verhältnis 2:1, 4:1,6 und 3:1 [µl:µg] transfiziert. Der prozentuale
Anteil GFP-positiver Zellen wurde 24 h nach Transfektion am Durchflusszytome-
ter gemessen. Dargestellt sind die Mittelwerte aus mindestens drei unabhängigen
Doppelbestimmungen + SEM.

Es zeigten sich deutliche Unterschiede in der Transfektionseffizienz zwischen den
beiden untersuchten Zelllinien. Während die BrCa-Zelllinie MDA-468 im Mittel
eine Transfektion von etwa 45 % mit einer Variation von 36–58 % aufwies, wurde
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eine deutlich höhere Transfektionseffizienz in der HNSCC-Zelllinie FaDu mit im
Mittel 65 % und einer Variation von 63–72 % beobachtet. Der Einsatz von FuGE-
NE® HD zeigte in beiden Zelllinien höhere Transfektionseffizienzen im Vergleich
zu LipfectamineT M 2000. Für die Zelllinie MDA-468 reichte diese in Abhängig-
keit der Verhältnisse 2:1, 4:1,6 und 3:1 [µl Transfektionsagenz:µg pEGFP-N1] von
39 ± 0,4 % über 58 ± 0,3 % bis 50 ± 3 %. Dagegen lag die Transfektionseffizienz mit
LipfectamineT M 2000 bei Verhältnissen von 2:1, 4:1,6 und 3:1 [µl:µg] zu pEGFPN1
bei 40 ± 2 %, 48 ± 5 % und 36 ± 4 %. Dies wurde auch für die HNSCC-Zelllinie
FaDu beobachtet, mit 65 ± 0,7 %, 66 ± 1 % und 72 ± 2 % beim Einsatz von
FuGENE® HD zu pEGFPN1 im Verhältnis 2:1, 4:1,6 und 3:1 [µl:µg] im Vergleich
zu Transfektionseffizienzen von 65 ± 3 %, 64 ± 0,3 % und 63 ± 0,7 % nach Einsatz
von LipfectamineT M 2000. Das Verhältnis von Transfektionsagenz zu eingesetztem
Plasmid wirkte sich ebenfalls aus, mit höheren Transfektionseffizienzen bei höheren
Konzentrationen des Transfektionsagenzes. Darüber hinaus zeigte sich eine deut-
lich geringere Zytotoxizität nach Transfektion mit FuGENE® HD, sodass für alle
folgenden Experimente FuGENE® HD im Verhältnis von 3:1 [µl:µg] zum Plasmid
pEGFP-N1 verwendet wurde.

Der Zeitraum zwischen Transfektion mit dem Reparaturplasmid pGC und Be-
stimmung des Anteils GFP-positiver Zellen (Reparaturzeit) kann sich auf die
HR-Frequenz auswirken. Abbildung 5.2 zeigt die relative HR-Kapazität in einem
Zeitraum von 24 bis 72 h nach Transfektion in vier Zelllinien. Exponentiell wachsen-
de Zellen wurden in einem parallelen Ansatz transient mit dem GFP-exprimierenden
Plasmid pEGFP-N1 oder dem Reparaturkonstrukt pGC transfiziert und der pro-
zentuale Anteil GFP-positiver Zellen 24, 48 und 72 h nach Transfektion in FaDu-,
HSC4 -, MCF-7 - und MDA-468 -Zellen am Durchflusszytometer bestimmt. Die rela-
tive HR-Kapazität wurde relativ zu der HR-Kapazität von FaDu-Zellen nach einer
Reparaturzeit von 24 h berechnet.
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Abbildung 5.2: Einfluss des Inkubationszeitraumes auf die HR-Kapazität in vier
Zelllinien.
Exponentiell wachsende Zellen wurden 24 h nach Aussaat transient mit dem GFP-
exprimierenden Plasmid pEGFP-N1 oder dem Reparaturkonstrukt pGC in einem
Verhältnis von dem Transfektionsagenz zum Plasmid von 3:1 [µl:µg] transfiziert. Der
prozentuale Anteil GFP-positiver Zellen wurde 24, 48 und 72 h nach Transfektion
am Durchflusszytometer gemessen. Die relative HR-Kapazität wurde relativ zu der
HR-Kapazität in FaDu-Zellen berechnet.

Abbildung 5.2 zeigt eine deutliche Veränderung der relativen HR-Kapazität in Ab-
hängigkeit von der Reparaturzeit, insbesondere in den untersuchten BrCa-Zelllinien.
Ein deutlicher Anstieg der HR-Kapazität über den gesamten Untersuchungszeitraum
wurde für die Zelllinie MDA-468 beobachtet, mit Werten von 41, 105 und 222 nach
24, 48 bzw. 72 h. Dagegen wurde eine gleichbleibende HR-Kapazität bis 48 h nach
Transfektion mit anschließender Reduktion nach 72 h für die Zelllinie MCF-7 mit
Werten von 302 und 334 und 98 beobachtet. In den HNSCC-Zelllinien wurde keine
deutliche Variation beobachtet. Während die relative HR-Kapazität von 31, 50
und 21 in Abhängigkeit der Reparaturzeit (24, 48 und 72 h) in HSC4 -Zellen leicht
variierte, zeigte die Zelllinie FaDu keine wesentliche Veränderung in der relativen
HR-Kapazität, mit Werten von 100, 94 und 91 nach 24, 48 und 72 h.
Unter Berücksichtigung der Zytotoxizität des Transfektionsagenzes und der un-

terschiedlichen Proliferationsgeschwindigkeit der einzelnen Zelllinien wurde ein
möglichst kurzer Zeitraum von 24 h für alle weiteren Experimente gewählt.



58 5 Ergebnisse

Tabelle 5.1 listet die gemessenen Transfektionseffizienzen in BrCa- und HNSCC-
Zelllinien. Dafür wurden exponentiell wachsende Zellen transient mit dem GFP-
exprimierenden Plasmid pEGFP-N1 unter Verwendung des Transfektionsagenzes
FuGENE® HD in dem Verhältnis von 3:1 [µl:µg] zu pEGFP-N1 transfiziert. 24
h nach transienter Transfektion erfolgte die Messung GFP-positiver Zellen am
Durchflusszytometer.

Tabelle 5.1: Transfektionseffizienzen in BrCa- und HNSCC-Zelllinien.

BrCa-Zelllinien HNSCC-Zelllinien
Zelllinie Transfektionseffizienz

[%]*
Zelllinie Transfektionseffizienz

[%]*

BT-20 15,2 ± 4,6 Cal33 33,3 ± 4,4
BT-474 23,2 ± 5,4 FaDu 59,6 ± 8,4
BT-549 29,7 ± 10,1 HSC4 41,0 ± 16,6
GI-101 13,9 ± 1,9 SAS 33,2 ± 13,7
HS-578T 29,4 ± 1,9 UT-14 30,0 ± 10,1
MCF-7 44,0 ± 7,9 UT-15 31,2 ± 6,0
MDA-231 35,2 ± 7,9 UT-45 10,9 ± 4,8
MDA-468 43,4 ± 7,7 UT-5 44,7 ± 3,0
SKBR-3 29,5 ± 5,4 UT-8 29,0 ± 6,2
T-47D 8,5 ± 2,7 XF-354 11,6 ± 3,6

* % GFP-positive Zellen,
Das Verhältnis von FuGENE® HD zu pEGFP-N1 war 3:1 [µL:µg].

Tabelle 5.1 zeigt Unterschiede in der Transfektionseffizienz sowohl in BrCa-
als auch HNSCC-Zelllinien. Bei BrCa-Zelllinien lag die Schwankungsbreite der
Transfektionseffizienz bei 36 %, mit 9 ± 3 % in T-47D- und 44 ± 8 % in MCF-7 -
Zellen. Diese war vergleichbar mit der Schwankungsbreite von 49 %, mit 12 ± 4 %
in UT-45 - und 60 ± 8 % in FaDu-Zellen. Somit konnten alle zu untersuchenden
Zelllinien unter durchgeführten Bedingungen erfolgreich transfiziert werden.

Eine optimale Vergleichbarkeit der relativen HR-Kapazität im Plasmid-Rekon-
struktions-Assay zwischen Zelllinien durch eine hohe Transfektionseffizienz und eine
geringe Zytotoxizität wurde unter Verwendung von FuGENE® HD im Verhältnis
von 3:1 [µl:µg] zum Plasmid pEGFP-N1 und einem Inkubationszeitraum von 24 h
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erreicht. Die gewählten Konditionen gewährten die Vergleichbarkeit der Zellinien
für die Untersuchung der Bedeutung von Unterschieden in der endogenen RAD51-
Expression für die DSB-induzierte HR.

5.1.2 Vergleichbarkeit der RAD51- und 53BP1-Foci-Zählung mit dem Auge und
nach automatisierter Zählung

Die Auswirkung gradueller Unterschiede in der RAD51-Expression auf die Reparatur
von DSBs mittels HR wurde zusätzlich anhand von Reparatur-Foci überprüft. Ein
Reparatur-Focus stellt eine Akkumulation von Reparatur-Proteinen dar, die an die
DNA-Schäden rekrutiert werden und durch einen immunologischen Nachweis der
Proteine detektiert werden. Nach einer erfolgreichen Reparatur der DNA-Schäden
dissoziieren die Reparaturproteine von der DNA, was als Maß für eine erfolgreiche
Reparatur gewertet werden kann [90]. Der DSB-Reparaturweg hängt einerseits von
der Art des Schadens und andererseits von der Zellzyklusphase ab. HR ist dabei
der Hauptreparaturweg in der S-Phase [72].

Abbildung 5.3 zeigt beispielhaft die Ausbildung der Reparatur-Foci von RAD51
und 53BP1 in einer S-Phase-Zelle. RAD51-Foci dienten als Marker für DNA-DSBs,
die mittels HR repariert wurden, 53BP1-Foci als genereller DSB-Marker. Die Zellen
wurden mit MMC geschädigt, wodurch in der S-Phase Replikations-assoziierte DSBs
nach Prozessierung von den induzierten DNA-DNA-Vernetzungen generiert wurden
[2, 29, 117]. Zur Kenntlichmachung von replizierenden Zellen wurden Zellen vor
MMC-Schädigung mit EdU (Basenanalog) inkubiert, das bei der Replikation in
die DNA eingebaut wurde. Nach der Immunfluoreszenzfärbung von RAD51 und
53BP1 sowie der DAPI- und EdU-Färbung erfolgte die Detektion von RAD51- und
53BP1-Foci nach Schädigung mit MMC in replizierenden Zellen (EdU positiv).

Abbildung 5.3: Immunfluoreszenz-Nachweis von RAD51 und 53BP1 im Zellkern
einer S-Phasezelle.
Die exponentiell wachsende HNSCC-Zelllinie HSC4 wurde 30 min mit 10 µM EdU
(S-Phase) und anschließend 30 min mit 1,5 µM MMC behandelt. Die Immunfluores-
zenzfärbung von RAD51 bzw. 53BP1 erfolgte 6 h nach Schädigung in replizierenden
Zellen, der Nachweis von DAPI diente zur Färbung des Zellkerns.
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Abbildung 5.3 zeigt die gleichzeitige Färbung von RAD51, 53BP1, EdU und DAPI.
Diese war deutlich zu erkennen, sodass die Zählung von RAD51 und 53BP1-Foci in
Edu-positiven bzw. -negativen Zellen Rückschlüsse auf die DSB-Reparatur mittels
HR in Abhängigkeit der Zellzyklusphase ermöglichte.

Im Weiteren erfolgte die Zählung von RAD51- und 53BP1-Foci in replizieren-
den Zellen automatisiert (automatische Bildaufnahme und Zählung) mithilfe der
Software Cell profiler. Für die Gewährleistung der Vergleichbarkeit wurde die
automatisierte Zählung zunächst mit der im Labor konventionell verwendeten Me-
thode durch Zählung von Reparatur-Foci mit dem Auge verglichen. Replizierende
Zellen wurden durch EdU markiert und anschließend mit MMC behandelt. Die
Immunfluoreszenzfärbung von RAD51 bzw. 53BP1 erfolgte 6 h nach Schädigung in
replizierenden Zellen (EdU positiv). Präparate wurden mit dem Auge am Mikroskop
(vgl. Abbildung 5.4a) und automatisiert (vgl. Abbildung 5.4b) gezählt.
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(a) Zählung von RAD51- und 53BP1-Foci in EdU-positiven Zellen mit dem
Auge

(b) Automatisierte Zählung von RAD51- und 53BP1-Foci in EdU-positiven
Zellen

Abbildung 5.4: Anzahl an RAD51- und 53BP1-Foci in replizierenden Zellen nach
Zählung mit dem Auge und nach automatisierter Zählung.
Die exponentiell wachsenden Zellen wurden für jeweils 30 min mit 10 µM EdU und
anschließend mit 1,5 µM MMC behandelt. Die Immunfluoreszenzfärbung von RAD51
bzw. 53BP1 erfolgte 6 h nach Schädigung in replizierenden Zellen (EdU.positiv).
Präparate wurden per Auge am Mikroskop (5.4a) und automatisiert (5.4b) ge-
zählt. Für die Auswertung wurden Gruppen für Zellen mit 0–5 und ≥6 RAD51-
und 53BP1-Foci pro Zelle gebildet.

Abbildung 5.4 zeigt die Vergleichbarkeit der beiden Methoden zur Zählung von
53BP1- und RAD51-Foci in replizierenden Zellen. Beide Methoden wiesen in gleicher
Weise deutliche Unterschiede in der Anzahl an RAD51- und 53BP1-Foci in den zwei
untersuchten Zelllinien auf.
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Die RAD51-Foci-Zählung war in beiden Methoden in der jeweiligen Zelllinie
beinahe identisch. Für FaDu-Zellen wurden bei der Zählung mit dem Auge 49 %
Zellen mit 0–5 sowie 51 % Zellen mit mehr als 6 RAD51-Foci pro EdU-positive
Zelle detektiert, bei der automatisierten Auswertung waren es 47 % Zellen mit 0–5
sowie 53 % Zellen mit mehr als 6 RAD51-Foci pro EdU-positive Zelle. HSC4 -Zellen
wiesen sowohl nach automatisierter als auch manueller Zählung die gleiche Anzahl
an RAD51-Foci, mit 72 % Zellen mit 0–5 und 28 % mit mehr als 6 RAD51-Foci pro
EdU-positive Zelle (vgl. Abbildung 5.4a und 5.4b, rechts).

Durch die Zählung mit dem Auge wurden insgesamt weniger 53BP1-Foci detektiert
als bei der automatisierter Zählung. In FaDu-Zellen wurden bei der Zählung mit
dem Auge 6 h nach MMC-Schädigung 59 % Zellen mit 0–5 sowie 41 % Zellen mit
mehr als 6 53BP1-Foci pro EdU-positive Zelle detektiert, bei der automatisierten
Zählung waren es 74 % Zellen mit 0–5 sowie 26 % Zellen mit mehr als 6 53BP1-Foci
pro EdU-positive Zelle. HSC4 -Zellen besaßen bei der Zählung mit dem Auge 76 %
Zellen mit 0–5 und 24 % Zellen mit mehr als 6 53BP1-Foci pro EdU-positive Zelle,
bei der automatisierter Zählung wurden 94 % Zellen mit 0–5 und 6 % Zellen mit
mehr als 6 53BP1-Foci pro EdU-positive Zelle gezählt. Für HSC4 -Zellen wurden
bei beiden Auswertungen jedoch etwa 20 % mehr Zellen mit 0–5 53BP1-Foci pro
EdU-positive Zelle als für FaDu-Zellen und dementsprechend weniger Zellen mit
mehr als 6 53BP1-Foci pro EdU-positive Zelle gezählt (vgl. Abbildung 5.4a und
5.4b, links). Für HSC4 -Zellen wurden damit im Vergleich zu FaDu-Zellen in beiden
Zählmethoden 6 h nach MMC-Schädigung insgesamt weniger 53BP1-Foci gezählt.
Die Anzahl der 53BP1-Foci war 6 h nach MMC-Schädigung genau wie bei den

RAD51-Foci in HSC4 - in beiden Zählmethoden geringer als in FaDu-Zellen.

Aufgrund der guten Vergleichbarkeit der beiden Zählmethoden wurde für fol-
gende Experimente die automatisierte Zählung von RAD51- und 53BP1-Foci in
replizierenden Zellen (EdU-positiv) verwendet.

5.1.3 Inhibition von RAD51 mittels Inhibitor

Für die Untersuchung der Bedeutung von RAD51 für die HR im Plasmid-Rekon-
struktion-Assay erfolgte die Inhibition von RAD51 durch den small molecule-
Inhibitor RI-1. RI-1 inhibiert die Filamentbildung von RAD51 [16]. Der Einsatz
von small molecule-Inhibitoren sollte aufgrund seiner geringen Größe besser aufge-
nommen werden und so zu einer stärkeren Inhibition der RAD51-Filamentbildung
führen. Es wurden verschiedene Konzentrationen RI-1 für die Inhibition von RAD51
überprüft. Als Maß für eine erfolgreiche Inhibition von RAD51 galt die Abnahme
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der relativen HR-Kapazität im Plasmid-Rekonstruktions-Assay.

Abbildung 5.5 stellt die Abnahme der relativen HR-Kapazität in Abhängigkeit
verschiedener RI-1 Konzentrationen in der Zelllinie UT-8 dar. Exponentiell wach-
sende UT-8 wurden mit 10, 20 und 30 µM RAD51 Inhibitor RI-1 versetzt und
nach 6 h transient mit dem GFP-exprimierenden Plasmid pEGFP-N1 oder dem
Reparaturkonstrukt pGC transfiziert. Der prozentuale Anteil GFP-positiver Zellen
wurde 24 h nach Transfektion am Durchflusszytometer gemessen.

Abbildung 5.5: HR-Kapazität nach Inhibition von RAD51 durch den Inhibitor
RI-1.
Exponentiell wachsende Zellen wurden 16 h nach Aussaat mit 10, 20 und 30 µM
RAD51 Inhibitor RI-1 versetzt und nach 6 h transient mit dem GFP-exprimierenden
Plasmid pEGFP-N1 oder dem Reparaturkonstrukt pGC in einem Verhältnis von
dem Transfektionsagenz zum Plasmid von 3:1 [µl:µg] transfiziert. Der prozentuale
Anteil GFP-positiver Zellen wurde 24 h nach Transfektion am Durchflusszytome-
ter gemessen. Dargestellt sind die Mittelwerte aus mindestens zwei unabhängigen
Doppelbestimmungen +/- SEM.

Es zeigte sich eine deutliche Abnahme der relativen HR-Kapazität in Abhängigkeit
der RI-1-Konzentration in UT-8 -Zellen. Dabei sank die relative HR-Kapazität bei
10 µM um 43 %, bei 20 µM um 75 % und bei 30 µM um 85 %. Bei 30 µM wurde die
deutlichste Reduktion der relativen HR-Kapazität von UT-8 beobachtet, allerdings
ebenfalls eine erhebliche Zytotoxizität des Inhibitors RI-1. Da eine vergleichbare
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Reduktion der HR-Kapazität bei Inhibition von RAD51 mit 20 und 30 µM RI-1
sowie eine deutlich geringere zytotoxische Wirkung unter Verwendung von 20 µM
RI-1 zu beobachten waren, wurde für weitere Experimente eine Konzentration 20 µM
RI-1 verwendet.

Die erfolgreiche Unterdrückung der RAD51-Filamentbildung durch RI-1-Inhibition
wurde zellulär durch einen Immunfluoreszenz-Nachweis von RAD51- und 53BP1-Foci
überprüft und ist in Abbildung 5.6 dargestellt. Exponentiell wachsende Zellen wurden
mit 20 µM RI-1 für einen Zeitraum von 6 h behandelt und anschließend mit 10 Gy
bestrahlt. Die Immunfluoreszenz-Färbung von RAD51 und 53BP1 erfolgte 16 h nach
Schädigung und die Inhibition von RAD51 wurde am Fluoreszenzmikroskop durch
das Zählen von RAD51-Foci-positiven Zellen überprüft. Der Nachweis von 53BP1
in bestrahlten Zellen wurde als Positivkontrolle der DSB-Induktion verwendet.
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Abbildung 5.6: Anzahl an RAD51- und 53BP1-Foci nach Inhibition mit RI-1 16 h
nach Bestrahlung in HSC4 -Zellen.
Exponentiell wachsende Zellen wurden mit 20 µM RAD51-Inhibitor RI-1 für 6 h
behandelt und anschließend mit 10 Gy bestrahlt. Die Immunfluoreszenzfärbung von
RAD51 und 53BP1 erfolgte 16 h nach Bestrahlung. Die erfolgreiche Inhibition von
RAD51 wurde am Fluoreszenzmikroskop überprüft.

Abbildung 5.6 zeigt den Einfluss des RI-1 Inhibitors auf die Ausbildung des
RAD51-Filamentes nach Bestrahlung. Die Detektion von 53BP1-Foci diente dem
generellen Nachweis von DNA-DSBs. In unbehandelten Zellen konnte die Anzahl
der RAD51-Foci durch alleinige Behandlung mit dem RI-1 Inhibitor mit einer
Reduktion um 2 % vollständig verhindert werden. Dabei wurde kein Einfluss auf
die Anzahl an DSBs beobachtet, mit einer vergleichbaren Anzahl an 53BP1-Foci
positiver Zellen von 46 % und 43 %. Nach Bestrahlung zeigte sich ein Anstieg
der RAD51-Foci-positiven Zellen um 27 %, der durch den Inhibitor RI-1 um 74 %
auf 7 % reduziert werden konnte. Auch der Anteil an 53BP1-Foci-positiven Zellen
stieg nach Bestrahlung. Somit zeigte die Inhibition von RAD51 im unbehandelten
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Zustand keinen Effekt auf die Induktion von DSBs. Ein Anstieg von DSBs um 12 %
konnte 16 h nach Bestrahlung beobachtet werden, der in Anwesenheit des Inhibitors
mit 13 % leicht erhöht war.

Die effiziente Inhibition der RAD51-Filamentbildung durch 20 µM RI-1 wurde
sowohl anhand des Plasmid-Rekonstruktions-Assays in Form einer Reduktion der
relativen HR-Kapazität als auch anhand der Reduktion der RAD51-Foci Formation
nach Bestrahlung erzielt. Für die Untersuchung der Bedeutung von RAD51 für die
HR im Plasmid-Rekonstruktion-Assay wurden daher in folgenden Experimenten
20 µM RI-1 verwendet.

5.1.4 Inhibition von RAD51 mittels siRNA

Zur Charakterisierung der Bedeutung von RAD51 für das klonogene Zellüberle-
ben nach MMC-Schädigung in Tumorzelllinien erfolgte die Inhibition der RAD51-
Expression mittels siRNA Knockdown. In diesem Zusammenhang war eine effiziente
Inhibition der RAD51-Expression entscheidend und es wurden verschiedene siRNA
Konzentrationen für die Inhibition von RAD51 getestet. Abbildung 5.7 zeigt den
Nachweis von RAD51 nach Inhibition der RAD51-Expression unter Einsatz von
25, 50, 100 und 150 nM siRNA in zwei Zelllinien. Exponentiell wachsende Zellen
wurden mit siRNA transfiziert und die Expression von RAD51 mittels Western Blot
Analyse überprüft.

Abbildung 5.7: Inhibition der RAD51-Expression nach siRNA Knockdown in zwei
HNSCC-Zelllinien.
Exponentiell wachsende Zellen wurden 16 h nach Aussaat mit 25, 50, 100 und
150 nM siRNA gegen RAD51 transfiziert (OligofectamineT M ). 48 h nach Transfekti-
on wurden Proteinextrakte erstellt, 30 µg Protein durch SDSD-PAGE aufgetrennt,
auf eine Membran transferiert und RAD51 mittels Fluoreszenz-Detektion detektiert.
β-AKTIN diente als Ladungskontrolle.

Es zeigte sich eine erfolgreiche Inhibition der RAD51-Expression mit ansteigender
Konzentration von eingesetzter siRNA in beiden Zelllinien. In der Zelllinie HSC4
war das Maximum bereits bei einer geringen Konzentration von 25 nM siRNA mit
99 % reduzierter Expression erreicht und ließ sich bei höheren Konzentrationen
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nicht weiter steigern. Dagegen zeigte sich in der Zelllinie FaDu eine kontinuierliche,
Konzentrations-abhängige Zunahme der Inhibition mit einer Reduktion um 75 %
unter Einsatz von 25 nM siRNA, um 90 % bei 50 nM siRNA, die sich bei höheren
siRNA-Konzentrationen von 100 und 150 nM nicht weiter steigern ließ.

Die effiziente Inhibition der RAD51-Expression mittels 50 nM siRNA wurde in
zwei Zelllinien beobachtet und konnte damit für die Untersuchung der Auswirkung
einer RAD51-Inhibition auf die zelluläre Empfindlichkeit nach MMC-Schädigung
verwendet werden.

5.2 Einfluss von RAD51 auf die HR-Kapazität in BrCa- und
HNSCC-Zellinien

Die Auswirkung geringfügiger Unterschiede in der RAD51-Expression für die DNA-
DSB-Reparatur mittels HR ist bislang nicht untersucht. Bisherige Studien un-
tersuchten entweder den vollständigen Verlust von RAD51 oder erzeugten eine
endogene Überexpression in einem Modell-System. Dabei zeigten einige Studien,
dass eine Überexpression von RAD51, genau wie ein Verlust des RAD51-Proteins,
zu einer verminderten Reparatur von DSBs mittels HR führte [16, 76, 119]. Andere
Arbeiten zeigten dagegen, dass eine Überexpression von RAD51 zu einer höheren
Reparatur-Kompetenz in der DSB-induzierten HR führte [84, 174]. In dieser Arbeit
wurde erstmalig untersucht, inwieweit sich ein geringfügiger Unterschied in der
RAD51-Expression innerhalb einer Tumorentität auf die DSB-induzierte HR aus-
wirkte. Dies wurde in Zelllinien von zwei Tumorentitäten überprüft, in denen sich
die Bedeutung des Reparaturmechanismus HR für die Tumorigenese deutlich unter-
scheidet; zehn Zelllinien des Mammakarzinoms, für das die große Bedeutung von HR
vielfältig beschrieben ist [38, 158, 162], und zehn Zelllinien des Plattenepithels von
Kopf-Hals-Tumoren, in denen die Bedeutung von HR für Reparaturmechanismen
weitgehend unklar ist. Dafür musste weiter die Funktionalität des RAD51-Proteins
charakterisiert werden. Dies wurde auf der Basis der relativen HR-Kapazität, der
Zellzyklusverteilung, der Expression von HR-assoziierten Proteinen, der zellulären
Lokalisation und der RAD51-Filamentbildung überprüft.

5.2.1 Endogene RAD51-Expression in BrCa- und HNSCC-Zelllinien

Die endogene RAD51-Expression wurde in zehn BrCa-Zelllinien durch Western
Blot-Analyse detektiert. Es wurden Proteinextrakte von exponentiell wachsenden
Zellen nach Finnie et al. (1995) [43] isoliert, die Proteine der Größe nach aufgetrennt
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und RAD51 mittels Chemilumineszenz-Messung detektiert.

Abbildung 5.8: Endogene RAD51-Expression in zehn BrCa-Zelllinien.
Es wurden 30 µg nach Finnie et al. (1995) [43] isolierte Proteine von exponentiell
wachsenden Zellen wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt, auf eine Membran trans-
feriert und mittels Chemilumineszenz-Messung detektiert. β-AKTIN diente der
Ladungskontrolle.

Abbildung 5.8 zeigt deutliche Unterschiede in der RAD51-Expression in BrCa-
Zelllinien. Dabei konnten drei Gruppen identifiziert werden. Eine geringe RAD51-
Expression zeigten die drei Zelllinien HS-578T, BT-549 und BT-20, eine moderate
RAD51-Expression die vier Zelllinien T-47D, BT-474, MCF-7 und SKBR3 und
eine deutlich erhöhte RAD51-Expression in den drei Zelllinien GI-101, MDA-231
und MDA-468.

Weiter wurde die endogen vorliegende RAD51-Expression in zehn Zelllinien des
Plattenepithels von Kopf-Hals-Tumoren überprüft. Aus exponentiell wachsenden
Zellen wurden Proteine nach Finnie et al. (1995) [43] isoliert, die Proteine der Größe
nach aufgetrennt und RAD51 mittels Fluoreszenz-Messung detektiert.

Abbildung 5.9: Endogene RAD51-Expression in zehn HNSCC-Zelllinien.
30 µg nach Finnie et al. (1995) [43] isolierte Proteine von exponentiell wachsenden
Zellen wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt, auf eine Membran transferiert und
mittels Chemilumineszenz-Messung detektiert. β-AKTIN diente der Ladungskontrol-
le.

Es wurden ebenfalls deutliche Unterschiede in der endogenen RAD51-Expression
in HNSCC-Zelllinien detektiert. Die HNSCC-Zelllinien wurden analog zu den BrCa-
Zelllinien hinsichtlich ihrer RAD51-Expression in drei Gruppen eingeteilt. Eine
sehr geringe RAD51-Expression wurde in den zwei Zelllinien UT-14 und Cal33
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beobachtet, eine moderate RAD51 Expression in den vier Zelllinien UT-8, UT-5,
UT-15 und UT-45 und eine erhöhte RAD51-Expression in den vier Zelllinien HSC4,
XF-354, SAS und FaDu.

Darüber hinaus wurde die Vergleichbarkeit in der RAD51-Expression in den beiden
untersuchten Tumorentitäten überprüft. Dafür wurden dieselben in Abbildung 5.8
und 5.9 verwendeten Proteine-Extrakte der Größe nach aufgetrennt und RAD51
mittels Fluoreszenz-Messung detektiert.

Abbildung 5.10: Vergleich der endogenen RAD51-Expression in BrCa- und
HNSCC-Zelllinien.
30 µg nach Finnie et al. (1995) [43] isolierte Proteine von exponentiell wachsenden
Zellen wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt, auf eine Membran transferiert und
mittels Fluoreszenz-Messung detektiert. β-AKTIN diente der Ladungskontrolle.

Abbildung 5.10 zeigt deutliche Unterschiede in der endogenen RAD51-Expression
zwischen BrCa- und HNSCC-Zelllinien. Obwohl jeweils Zelllinien mit der höchsten
RAD51-Expression innerhalb einer Tumorentität ausgewählt wurden, wiesen die
BrCa-Zelllinien GI-101 und MDA-468 eine deutlich geringere RAD51-Expression
auf als die HNSCC-Zelllinien FaDu, HSC4 und XF-354.

Somit konnte sowohl für BrCa- als auch HNSCC-Zelllinien ein breites Spektrum
in der endogenen RAD51-Expression detektiert werden. Es wurde ebenfalls be-
obachtet, dass in HNSCC-Zelllinien eine höhere RAD51-Expression als in BrCa
vorlag. Da RAD51 Zellzyklus-abhängig exprimiert wird, wurde im Folgenden die
Zellzyklusverteilung der untersuchten Zelllinien überprüft.

Auswirkung des Anteils von S/G2-Phase-Zellen für die RAD51-Expression

Die Expression von RAD51 ist abhängig von der Zellzyklusphase, mit einer geringen
Expression des Proteins in der G0/G1-Phase und einem Maximum in der späten S-
und G2-Phase [19, 44]. Es wurde überprüft, ob sich die detektierten Unterschiede in
der RAD51-Expression auf Unterschiede in der Zellzyklusverteilung zurückführen
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ließen. Dies wurde durch Bestimmung des S/G2-Phase-Anteils untersucht. Unbe-
handelte, exponentiell wachsende Zellen wurden fixiert, die DNA gefärbt und der
Anteil an S/G2-Phase Zellen am Durchflusszytometer gemessen.

(a) BrCa (b) HNSCC

Abbildung 5.11: Anteil an S/G2-Phase-Zellen in BrCa- und HNSCC-Zelllinien.
Exponentiell wachsende Zellen wurden fixiert und die DNA mit Propidiumiodid ge-
färbt. Die Messung der S/G2-Phase-Zellen erfolgte am Durchflusszytometer. Darge-
stellt sind die Mittelwerte aus mindestens drei unabhängigen Doppelbestimmungen
+ SEM.

Abbildung 5.11 zeigt den Anteil an S/G2-Phase-Zellen für BrCa- (Abbildung
5.11a) und HNSCC-Zelllinien (Abbildung 5.11b). Die Anordnung der Zelllinien
erfolgte mit ansteigender RAD51-Expression und wurde in die Gruppen wenig,
moderat und viel RAD51 unterteilt.

Es zeigte sich eine deutliche Variation um 33 % im Anteil an S/G2-Phase-Zellen in
BrCa-Zelllinien mit dem geringsten Anteil in BT-474 und dem höchsten in HS-578T,
mit 26 ± 5 % und 59 ± 8 %. Eine vergleichbare Variation im S/G2-Phase-Anteil
von 25 % zeigte sich auch in den HNSCC-Zelllinien, mit dem geringsten S/G2-
Phase-Anteil in UT-45 mit 38 ± 1 % und dem höchsten in SAS mit 60 ± 2 %.
HNSCC-Zelllinien besaßen dabei einen höheren Anteil an S/G2-Phase-Zellen als
BrCa-Zelllinien, mit im Mittel 52 ± 9 % bzw. 45 ± 10 %.
Insgesamt wiesen BrCa-Zelllinien mit wenig RAD51 im Vergleich zu Zelllinien

mit viel RAD51 einen im Mittel beinahe identischen Anteil an S/G2-Phase-Zellen
auf; gering mit 58 ± 8 % (HS-578T ), 49 ± 3 % (BT-20 ) und 48 ± 4 % (BT-549 )
(im Mittel 52 ± 5 %) und hoch mit 48 ± 2 % (GI-101 ), 49 ± 3 % (MDA-231 )
und 56 ± 4 % (MDA-468 ) (im Mittel 51 ± 3 %). Den geringsten S/G2-Phase-
Anteil besaßen Zelllinien mit einer moderaten RAD51-Expression, mit 31 ± 1 %
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(T-47D), 26 ± 5 % (BT-474 ), 52 ± 2 % (MCF-7 ) und 34 ± 1 % (SKBR-3 )
(im Mittel 36 ± 10 %), allerdings mit dem breitesten Spektrum der Einzelwerte.
Darüber hinaus zeigt Abbildung 5.11 sehr deutlich, dass der G1-Phase-Anteil am
höchsten in BrCa-Zelllinien mit einer moderaten RAD51-Expression war. Somit
konnte ausgeschlossen werden, dass Unterschiede in der Zellzyklusverteilung die
Unterschiede in der RAD51-Expression in BrCa-Zelllinien begründeten.
Für HNSCC-Zelllinien zeigte sich eine vergleichbare Variation wie in BrCa-

Zelllinien. So waren im Mittel die Unterschiede im Anteil an S/G2-Phase-Zellen
in den drei Gruppen mit 50 ± 2 %, 51 ± 13 % und 55 ± 5 % vergleichbar, wobei
Zelllinien mit einer hohen RAD51-Expression einen leicht höheren Anteil aufwiesen.
Der Anteil an S/G2-Phase-Zellen lag dabei für Zelllinien mit wenig RAD51 bei
52 ± 7 % (UT-14 ) und 48 ± 3 % (Cal33 ), mit moderat RAD51 bei 49 ± 3 %
(UT-8 ), 73 ± 3 % (UT-5 ), 44 ± 3 % (UT-15 ) und 38 ± 1 % (UT-45 ) sowie mit viel
RAD51 bei 55 ± 3 % (HSC4 ), 49 ± 3 % (XF-354 ), 63 ± 2 % (SAS) und 53 ± 3 %
(FaDu).

Die detektierten Unterschiede in der endogen vorliegenden RAD51-Expression
waren somit sowohl für BrCa- als auch HNSCC-Zelllinien nicht auf Variationen im
Anteil an S/G2-Phase-Zellen zurückzuführen.

5.2.2 HR-Kapazität in BrCa- und HNSCC-Zelllinien

In Studien an Modellsystemen konnte sowohl eine verstärkte als auch eine ver-
minderte HR-Kapazität bei einer Überexpression von RAD51 beobachtet werden
[76, 84, 119, 174]. In dieser Arbeit wurde erstmalig überprüft, ob sich geringfügige Un-
terschiede in der RAD51-Expression in Zelllinien einer Tumorentität hinsichtlich ihrer
HR-Kapazität auswirken. Dies erfolgte durch einen Plasmid-Rekonstruktions-Assay.
Exponentiell wachsende Zellen wurden transient mit dem GFP-exprimierenden Plas-
mid pEGFP-N1 und dem Reparaturkonstrukt pGC transfiziert und der prozentuale
Anteil GFP-positiver Zellen wurde 24 h nach Transfektion am Durchflusszytometer
gemessen.
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(a) BrCa (b) HNSCC

Abbildung 5.12: HR-Kapazität im Plasmid-Rekonstruktions-Assay in BrCa-
(5.12a) und HNSCC-(5.12b) Zelllinien.
Exponentiell wachsende Zellen wurden 24 h transient mit dem GFP-exprimierenden
Plasmid pEGFP-N1 oder dem Reparaturkonstrukt pGC in einem Verhältnis von
dem Transfektionsagenz zum Plasmid von 3:1 [µl:µg] transfiziert und der prozentuale
Anteil GFP-positiver Zellen am Durchflusszytometer gemessen. Die HR-Kapazität
wurde relativ zur absoluten HR-Kapazität von MDA-468 für BrCa- und FaDu für
HNSCC-Zelllinien berechnet. Dargestellt sind die Mittelwerte aus mindestens drei
unabhängigen Doppelbestimmungen + SEM; statistisch signifikant abweichend von
MDA-468 und FaDu: * p < 0,05; ** p <0,01; *** p < 0,001 (Student′ scher t-Test).

Abbildung 5.12 zeigt große Unterschiede für die relative HR-Kapazität sowohl
in BrCa- (Abbildung 5.12a) als auch in HNSCC-Zelllinien (Abbildung 5.12b). Die
Anordnung der Zelllinien erfolgte mit ansteigender RAD51-Expression und wurde
in die Gruppen wenig, moderat und viel RAD51 unterteilt.

In BrCa-Zelllinien zeigte sich eine deutliche Variation der relativen HR-Kapazität
um 0,85, wobei MDA-468 -Zellen mit 0,15 die geringste und T-47D-Zellen mit 1,0 die
höchste relative HR-Kapazität aufwies. Bei einer geringen RAD51-Expression wurde
im Mittel auch eine geringe relative HR-Kapazität beobachtet, die in Zelllinien mit
einer moderaten RAD51-Expression im Mittel deutlich zunahm; mit 0,59 ± 0,04
(HS-578T), 0,17 ± 0,05 (BT-549 ) und 0,17 ± 0,01 (BT-20 ) auf 1,0 ± 0,13 (T-
47D), 0,39 ± 0,08 (BT-474 ), 0,82 ± 0,09 (MCF-7 ) und 0,71 ± 0,09 (SKBR-3 ).
Zelllinien mit viel RAD51 wiesen wiederum eine geringe relative HR-Kapazität auf,
die mit der von Zelllinien mit wenig RAD51 vergleichbar war, mit 0,32 ± 0,05 (GI-
101 ), 0,29 ± 0,05 (MDA-231 ) und 0,15 (MDA-468 ). Das Verhältnis der relativen
HR-Kapazität zwischen Zelllinien mit wenig, moderat und viel RAD51 war dabei
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0,4 : 1,0 : 0,3.
Für HNSCC-Zelllinien wurde eine noch deutlichere Variation in der relativen HR-

Kapazität beobachtet, mit 0,98. Es zeigte sich ein den BrCa-Zelllinien vergleichbarer
Trend, mit geringer, hoher und ebenfalls wieder geringer relativer HR-Kapazität in
Zelllinien mit wenig, moderat und viel RAD51. Dabei wiesen Zelllinien mit wenig
RAD51 eine geringe relative HR-Kapazität auf, die wie in den BrCa-Zelllinien mit
moderat RAD51 zunahm, mit 0,05 ± 0,02 (UT-14 ) und 0,33 ± 0,05 (Cal33 ) auf
0,54 ± 0,12 (UT-8 ), 1,0 ± 0,06 (UT-5 ), 0,58 ± 0,1 (UT-15 ) und 0,28 ± 0,05 (UT-45 ).
Die relative HR-Kapazität von Zelllinien mit viel RAD51 war wiederum sehr gering,
mit Werten von 0,15 ± 0,03 (HSC4 ), 0,02 ± 0,01 (XF-354 ), 0,13 ± 0,07 (SAS)
und 0,23 (FaDu). Es wurde darüber hinaus deutlich, dass HNSCC-mit viel RAD51
im Vergleich zu BrCa-Zelllinien eine geringere relative HR-Kapazität aufwiesen.
Die detektierten Unterschiede in der relativen HR-Kapazität zwischen Zelllinien
mit wenig, moderat und viel RAD51 waren mit einem relativen Verhältnis von
0,3 : 1,0 : 0,2 größer als in BrCa-Zelllinien.
Es konnten sowohl in BrCa- als auch in HNSCC-Zelllinien in Abhängigkeit

der endogenen RAD51-Expression große Unterschiede für die DSB-induzierte HR
detektiert werden. Diese Unterschiede waren in HNSCC deutlicher als in BrCa-
Zelllinien. Für beide Entitäten wurde jedoch bei einer moderaten RAD51-Expression
die höchste relative HR-Kapazität beobachtet. Zelllinien mit entweder wenig oder
viel RAD51 wiesen im Mittel eine geringere relative HR-Kapazität auf.

Im Weiteren sollte geklärt werden, ob die beobachteten Unterschiede in der
relativen HR-Kapazität auf Unterschiede in der Zellzyklusverteilung, der Expression
weiterer HR-assoziierter Proteine, im Transport von RAD51 in den Kern und
RAD51-Filamentbildung zurückzuführen waren.

5.2.3 Auswirkung von Einflussfaktoren auf die relative HR-Kapazität

Unterschiede in der relativen HR-Kapazität könnten auf Unterschiede im Anteil an S-
Phase-Zellen, die veränderte Expression weiterer HR-assoziierter Proteine, den nicht
entsprechend verstärkten Transsport von RAD51 in den Kern bei einem Überangebot
von RAD51 oder eine verminderte Aktivität von RAD51 zurückzuführen sein. Diese
Einflussfaktoren auf die relative HR-Kapazität wurden im Folgenden überprüft.

Auswirkung des Anteils an S-Phase-Zellen auf die relative HR-Kapazität

Die DSB-Reparatur mittels HR ist hauptsächlich während der S-Phase aktiv [6, 72].
Es wurde überprüft, ob sich die beobachtete Variation in der relativen HR-Kapazität
auf Unterschiede im Anteil an S-Phase-Zellen zurückführen ließ. Dafür wurde der
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Anteil an S-Phase-Zellen unter Transfektion mit den Plasmiden pEGFPN1 und
pGC überprüft. Exponentiell wachsende Zellen wurden transient mit dem GFP-
exprimierenden Plasmid pEGFP-N1 und dem Reparaturkonstrukt pGC transfiziert,
die Zellen fixiert und die DNA gefärbt. Die Messung des S-Phase-Anteils in der
Zellzyklusverteilung erfolgte am Durchflusszytometer.

(a) BrCa (b) HNSCC

Abbildung 5.13: S-Phase-Anteil nach Plasmid-Transfektion in BrCa- und HNSCC-
Zelllinien.
Exponentiell wachsende Zellen wurden 24 h nach Aussaat mit dem GFP-
exprimierenden Plasmid pEGFP-N1 oder dem Reparaturkonstrukt pGC in einem
Verhältnis von dem Transfektionsagenz zu Plasmid von 3:1 [µl:µg] transfiziert, an-
schließend fixiert, die DNA mit Propidiumiodid gefärbt und der Anteil an S-Phase-
Zellen am Durchflusszytometer bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte aus min-
destens drei unabhängigen Doppelbestimmungen + SEM.

Abbildung 5.13 zeigt den Anteil an S-Phase-Zellen in mit Plasmiden transfizierten
BrCa- (5.13a) und HNSCC-Zelllinien (5.13b). Die Anordnung der Zelllinien erfolgte
mit ansteigender RAD51-Expression und wurde in die Gruppen geringe HR mit
wenig RAD51, hohe HR mit moderat RAD51 und geringe HR mit viel RAD51
unterteilt.

In BrCa-Zelllinien wurde eine Variation im Anteil an S-Phase-Zellen um 29 ± 7 %
beobachtet, mit dem geringsten Anteil in HS-578T - und dem höchsten Anteil in
MDA-468 -Zellen, mit 19 ± 1 % und 37 ± 2 %. Diese Variation war vergleichbar in
HNSCC-Zelllinien mit 29 ± 5 %. Hier zeigten Cal33 - und FaDu-Zellen mit 22 %
den geringsten und SAS-Zellen mit 4 % den höchsten S-Phase-Anteil.

Die stärkste Variation im Anteil an S-Phase-Zellen wurde in BrCa-Zelllinien mit
wenig RAD51 beobachtet, mit 19 ± 1 % (HS-578T ), 37 ± 1 % (BT-20 ) und 31 ± 1 %
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(BT-549 ). Zelllinien mit moderat RAD51 zeigten nur eine geringe Variation im
Anteil der S-Phase-Zellen, mit 27 ± 1 % (T-47D), 24 ± 2 % (BT-474 ), 29 ± 2 %
(MCF-7 ) und 27 ± 1 % (SKBR-3 ). Für Zelllinien mit viel RAD51 konnte der
höchste Anteil an S-Phase-Zellen von im Mittel 32 ± 4 % gemessen werden. Dabei
wiesen GI-101 - 29 ± 1 %, MDA-231 - 33 ± 1 % und MDA-468 -Zellen 37 ± 2 %
S-Phase-Zellen auf. Somit verhielten sich Zelllinien mit viel RAD51 invers zur
Erwartung: Obwohl der höchste S-Phase-Anteil vorlag, wurde die geringste relative
HR-Kapazität in diesen Zelllinien beobachtet. Somit konnten Unterschiede im Anteil
an S-Phase-Zellen als Ursache für die Unterschiede in der relativen HR-Kapazität
in BrCa-Zelllinien ausgeschlossen werden.

In HNSCC-Zelllinien wurde eine mit der in BrCa-Zelllinien vergleichbare Variation
für den Anteil an S-Phase-Zellen beobachtet. Dabei wurde der geringste Anteil an
S-Phase-Zellen in Zelllinien mit wenig RAD51 gemessen, mit 23 ± 1 % (UT-14 )
und 22 ± 2 % (Cal33 ). Dieser war erhöht in Zelllinien mit moderat RAD51, mit
31 ± 2 % (UT-8 ), 36 ± 3 % (UT-5 ), 25 ± 3 % (UT-15 ) und 25 ± 1 % (UT-45 ). Den
höchsten Anteil an S-Phase-Zellen wiesen im Mittel analog zu BrCa-Zelllinien Zellen
mit viel RAD51 auf, mit 25 ± 3 % (HSC4 ), 36 ± 2 % (XF-354 ), 44 ± 0,3 % (SAS)
und 22 ± 2 % (FaDu). HNSCC-Zelllinien mit viel RAD51 verhielten sich ebenfalls
entgegen der Erwartung, da sie trotz des höchsten Anteils an S-Phase-Zellen die
geringste relative HR-Kapazität aufwiesen.

Auswirkung der Expression von weiteren HR-assoziierten Proteinen

Es ist beschrieben, dass eine Überexpression von RAD51 den mit einer BRCA2-
Defizienz einhergehenden Defekt in der DSB-Reparatur mittels HR kompensieren
kann [86]. Somit könnte die beobachtete verminderte HR-Kapazität nicht direkt auf
die RAD51-Expression zurückführzuführen sein, sondern die Folge eines vorliegenden
Defekts in der Expression eines HR-assoziierten Proteins darstellen. Dafür wurde
die Expression der Proteine BRCA2 und FANCD2, die RAD51 auf die DNA
laden, sowie ATR, welches für die Aktivierung der DNA-Reparatur in der S-Phase
verantwortlich ist, untersucht. Aus exponentiell wachsenden Zellen wurden Proteine
nach Finnie et al. (1995) [43] isoliert, die Proteine der Größe nach getrennt und
RAD51 mittels Chemilumineszenz-Messung detektiert.
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Abbildung 5.14: Endogene Expression von BRCA2, ATR und FANCD2 in BrCa-
Zelllinien.
30 µg nach Finnie et al. (1995) [43] isolierte Proteine von exponentiell wachsenden
Zellen wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt, auf eine Membran transferiert und
mittels Fluoreszenz-Messung detektiert. β-AKTIN diente der Ladungskontrolle.

Abbildung 5.14 zeigt große Unterschiede in der endogenen Expression von HR-
assoziierten Proteinen in BrCa-Zelllinien. Die Anordnung der Zelllinien erfolgte mit
ansteigender RAD51-Expression und wurde in die Gruppen wenig, moderat und
viel RAD51 unterteilt.

Für die BRCA2-Expression wurde eine große Variation in BrCa-Zelllinien be-
obachtet, wobei MDA-468 -Zellen die höchste und HS-578T -Zellen die geringste
Expression aufwiesen. Zelllinien mit wenig RAD51 (HS-478T, BT-549 und BT-20 )
zeigten eine relativ geringe BRCA2-Expression und keine große Variation zwischen
den Zelllinien. Die Variation zwischen Zelllinien mit sowohl moderat als auch viel
RAD51 war deutlich größer. Dabei konnte für Zelllinien mit moderat RAD51 in
T-47D- und MCF-7 -Zellen eine sehr geringe BRCA2-Expression, für BT-474 -Zellen
eine etwas höhere und für SKBR-3 -Zellen eine hohe BRCA2-Expression detektiert
werden. Für Zelllinien mit viel RAD51 zeigte MDA-468 eine sehr hohe BRCA2
Expression, im Gegensatz zu GI-101 - und MDA-231 -Zellen.
Die ATR-Expression unterschied sich ebenfalls sehr deutlich zwischen den Zellli-

nien mit wenig, moderat und viel RAD51. MDA-468 -Zellen zeigten die höchste und
HS-578T -Zellen die geringste ATR-Expression. Alle Zelllinien mit wenig RAD51
(HS-478T, BT-549 und BT-20 ) wiesen eine geringe und untereinander vergleichbare
ATR-Expression auf. Die ATR-Expression in Zelllinien mit einer moderaten RAD51-
Expression (T-47D, BT-474, MCF-7 und SKBR3 ) war deutlich höher mit einer
geringen Variation. Zelllinien mit viel RAD51 zeigten sowohl eine hohe als auch
geringere ATR-Expression. Dabei wiesen MDA-468 -Zellen die höchste und GI-101 -
sowie MDA-231 -Zellen eine geringere ATR-Expression im Vergleich zu Zelllinien
mit moderat RAD51 auf. Unterschiede in der ATR-Expression zeigten somit ein
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anderes Muster als das für RAD51, mit der höchsten Expression in Zelllinien mit
moderat RAD51 und einer hohen relativen HR-Kapazität.

Die FANCD2-Expression unterschied sich ebenfalls in den BrCa-Zelllinien, wobei
MCF-7 -Zellen die höchste und MDA-231 -Zellen die geringste FANCD2-Expression
aufwiesen. Innerhalb der Gruppen mit wenig, moderat und viel RAD51 war überall
eine große Variation in der FANCD2-Expression zu beobachten. Die FANCD2-
Expression in Zelllinien mit wenig RAD51 war in HS-578T -Zellen am höchsten,
gefolgt von BT-20 - und BT-549 -Zellen. In Zelllinien mit moderat RAD51 wiesen
T-47D- sowie MCF-7 -Zellen eine hohe und BT-474 - sowie SKBR-3 -Zellen eine
geringe FANCD2-Expression auf. In Zelllinien mit viel RAD51 wurde lediglich in
GI-101 -Zellen eine hohe FANCD2-Expression detektiert, während MDA-231 - und
MDA-468 -Zellen eine geringe ATR-Expression aufwiesen. Somit konnte für die
FANCD2-Expression kein der relativen HR-Kapazität oder der RAD51-Expression
entsprechendes Muster beobachtet werden.
Zusammenfassend zeigen die Daten keine generelle Abhängigkeit zwischen der

Expression unterschiedlicher HR-assoziierter Proteine und RAD51. Auffällig war
jedoch, dass die ATR-Expression in Zelllinien mit moderat RAD51 und einer hohen
relativen HR-Kapazität am höchsten war.

Transport von RAD51 in den Kern nach DNA-Schädigung mit MMC

Das RAD51-Protein besitzt kein eigenes Kernlokalisierungssignal (NLS), wird jedoch
nach DNA-Schädigung in den Kern transloziert. Für den Transport von RAD51
in den Kern assoziiert es mit Proteinen, die über ein NLS verfügen, beispielsweise
BRCA2 [13, 49]. Es war zu überprüfen, ob ein Überschuss an RAD51 nach DNA-
Schädigung auch verstärkt in den Kern transportiert werden kann. Zu diesem
Zweck wurde die RAD51-Expression im Kern in Zelllinien mit viel RAD51 vor
und nach DNA-Schädigung detektiert. Exponentiell wachsende Zellen wurden mit
MMC geschädigt, Kernproteine fraktioniert isoliert und RAD51 mittels Fluoreszenz-
Detektion nachgewiesen.
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Abbildung 5.15: Anteil von RAD51 im Kern nach DNA-Schädigung in vier
HNSCC-Zelllinien.
Exponentiell wachsende Zellen wurden 24 h nach Aussaat mit 1,5 µM MMC für 6 h
geschädigt, die Fraktion der Kernproteine isoliert und RAD51 mittels Fluoreszenz-
Detektion nachgewiesen. Der Nachweis von Zytoplasmaproteinen erfolgte durch
CALPAIN, von Chromatin-gebundenen Proteinen durch H2B und von Kernprotei-
nen durch SP1.

Abbildung 5.15 zeigt den Anteil von RAD51 im Kern nach MMC-Schädigung
im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle in vier HNSCC Zelllinien. Es zeigte sich
eine Erhöhung von RAD51 im Kern nach DNA-Schädigung in allen untersuchten
HNSCC-Zelllinien. Die stärkste Anreicherung von RAD51 wurde in XF-354 -Zellen
mit einem Faktor von 3,2 beobachtet, die geringste in FaDu-Zellen mit einem Faktor
von 1,2, während HSC4 - und SAS-Zellen eine Anreicherung des RAD51-Proteins
um 1,3 bzw. 1,9 aufwiesen.
Somit konnte in allen untersuchten Zelllinien mit viel RAD51 ein Kerntransport

von RAD51 nach DNA-Schädigung beobachtet werden.

Nachweis der Fähigkeit zur RAD51-Filamentbildung

Für die Reparatur eines DSBs mittels HR wird RAD51 zu einem Filament verknüpft,
welches als so genannter RAD51-Fokus bezeichnet wird. Im Folgenden wurde in
Zelllinien mit einer moderaten und hohen RAD51-Expression die Fähigkeit zur Fila-
mentbildung überprüft. Dabei war es von besonderem Interesse, DSBs nachzuweisen,
die bereits spontan, ohne exogene Schädigung auftreten und mittels HR repariert
werden. Dies wurde anhand der Ausbildung von RAD51-Foci in HNSCC-Zelllinien
mit moderat RAD51 (hohe HR-Kapazität) im Vergleich zu Zelllinien mit viel RAD51
(geringe HR-Kapazität) überprüft. Exponentiell wachsende HNSCC-Zelllinien wur-
den auf Objektträgern fixiert, RAD51 mittels Immunfluoreszenz detektiert und die
Anzahl an RAD51-Foci pro Zelle mit dem Auge am Mikroskop ausgewertet.
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Abbildung 5.16: RAD51-Fokusbildung in HNSCC-Zelllinien mit moderat oder viel
RAD51.
Exponentiell wachsende HNSCC-Zelllinien wurden 24 h nach Aussaat fixiert, RAD51
wurde durch Immunfluoreszenz detektiert und RAD51-Foci ausgewertet. Zelllinien
mit moderat und viel RAD51 wurden in Gruppen zusammengefasst und die Mittel-
werte dreier unabhängiger Experimente + SEM dargestellt; statistisch signifikant
abweichend voneinander: ∗ p < 0,05 (Student’ scher t-Test).

Abbildung 5.16 zeigt die quantitative Darstellung der RAD51-Foci für je vier
Zelllinien mit moderat und viel RAD51 ohne exogene Schädigung. RAD51-Foci
konnten sowohl in Zelllinien mit moderat als auch viel RAD51 detektiert werden.
Dabei zeigten Zellen mit einer moderaten RAD51-Expression im Mittel 0,7 ± 0,2
RAD51-Foci pro Zelle. Eine deutlich höhere Anzahl an RAD51-Foci pro Zelle wurde
in Zelllinien mit viel RAD51 beobachtet, mit im Mittel 1,0 ± 0,07. Somit zeigten
Zelllinien mit viel RAD51 die Funktionalität von RAD51 durch die Ausbildung von
30 % mehr spontanen RAD51-Foci im Vergleich zu Zelllinien mit moderat RAD51.

5.3 Zelluläres Überleben nach MMC-Schädigung in BrCa- und
HNSCC-Zelllinien

MMC verursacht DNA-DNA-Vernetzungen, welche benachbarte oder gegenüberlie-
gende Basen vernetzen und dadurch die Replikationsmaschinerie stoppen [116]. Zur
Beseitigung dieser sehr komplexen DNA-Schäden wird die ICL-Reparatur eingesetzt.
An der ICL-Reparatur sind mehrere Reparaturwege beteiligt. Dazu gehören die
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Komplexe HR und FA sowie die Nukleotidexzisionsreparatur und die Translesions-
ynthesis [60]. Im ersten Schritt dieses Prozesses werden DNA-DNA-Vernetzungen
zu einem einseitigen DSB umgewandelt, der als Substrat für die HR verwendet wird
[2, 29, 117]. Deshalb zeigen Zellen mit einem Defekt in HR ein geringes zelluläres
Überleben nach Behandlung mit MMC [45, 50, 89, 152, 175, 179].
Zur Überprüfung der Auswirkung von Unterschieden in der RAD51-Expression

auf das zelluläre Überleben nach MMC-Schädigung wurde die Koloniebildungsfä-
higkeit in Zelllinien mit einer moderaten und hohen RAD51-Expression untersucht.
Exponentiell wachsende BrCa-Zellen wurden für 1 h mit MMC behandelt und das
zelluläre Überleben im Koloniebildungstest überprüft.

Abbildung 5.17: Zelluläres Überleben nach MMC-Schädigung in BrCa-Zelllinien.
Exponentiell wachsende Zellen wurden 6 h nach Aussaat für 1 h mit 1,5 µM MMC
inkubiert und das klonogene Überleben nach 7–14 Tagen überprüft. Dargestellt
sind die Mittelwerte dreier unabhängiger Experimente. Es zeigte sich ein statistisch
signifikanter Unterschied: p=0,045 (Student’ scher t-Test).

Abbildung 5.17 zeigt das zelluläre Überleben nach MMC-Schädigung in BrCa-
Zelllinien. Zelllinien mit moderat und viel RAD51 wurden in Gruppen zusammen-
gefasst.

Es zeigten sich sehr deutliche Unterschiede im zellulären Überleben in den unter-
suchten BrCa-Zelllinien mit resistenten Zellen wie BT-474 und sehr empfindlichen
Zellen wie MDA-468, mit Überlebensraten von 86 % und 21 %. Bei Einteilung der
Zelllinien hinsichtlich ihrer RAD51-Expression zeigte sich eine deutliche Resistenz
in Zelllinien mit moderat RAD51 nach Behandlung mit MMC im Vergleich zu
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Zelllinien mit viel RAD51 (p=0,045). Das zelluläre Überleben für Zelllinien mit
moderat RAD51 lag dabei im Mittel bei 69 ± 9 %. Dabei wiesen die Zelllinien
T-47D mit 85 %, BT-474 mit 86 % und MCF-7 mit 60 % ein hohes zelluläres Über-
leben auf, nur SKBR-3 -Zellen zeigten mit 43 % ein geringeres zelluläres Überleben.
Zelllinien mit viel RAD51 waren im Mittel jedoch deutlich empfindlicher gegenüber
der MMC-Schädigung, mit 32 ± 6 %. Dabei zeigten GI-101 - und MDA-468 -Zellen
gegenüber MMC ein sehr geringes zelluläres Überleben, mit Überlebensraten von
28 % und 21 %. Nur MDA-231 -Zellen waren mit 46 % resistenter gegenüber MMC.
Somit waren Zelllinien mit moderater RAD51 im Mittel deutlich resistenter

gegenüber einer MMC-Schädigung als Zelllinien mit viel RAD51.

Das zelluläre Überleben nach MMC-Schädigung wurde ebenso in HNSCC-Zelllinien
untersucht. Exponentiell wachsende Zellen wurden mit MMC behandelt und das
klonogene Überleben im Koloniebildungstest überprüft.

Abbildung 5.18: Zelluläres Überleben nach MMC-Schädigung in HNSCC-
Zelllinien.
Exponentiell wachsende Zellen mit moderat und viel RAD51 wurden 6 h nach Aus-
saat für 1 h mit 1,5 µM Mitomycin C inkubiert. Das klonogene Überleben wurde
nach 7–14 Tagen bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte dreier unabhängiger
Sechsfachbestimmungen. Es zeigte sich kein statistisch signifikanter Unterschied:
p=0,899 (Student’ scher t-Test).

Abbildung 5.18 zeigt das zelluläre Überleben nach MMC-Schädigung in HNSCC-
Zelllinien. Die Zelllinien wurden nach ihrer RAD51-Expression in Gruppen mit
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moderat und viel RAD51 unterteilt.
Es wurde ein großer Unterschied im zellulären Überleben nach MMC-Schädigung

in HNSCC-Zelllinien beobachtet, mit einer Variation um 96 %. Dabei zeigten FaDu-
Zellen das geringste zelluläre Überleben und HSC4 -Zellen das höchste, mit 1 %
und 97 %. Bei Einteilung der Zelllinien nach Zellen mit moderat und viel RAD51
zeigte sich ein vergleichbares Spektrum der Überlebensrate der beiden Gruppen,
mit einer zellulären MMC-Empfindlichkeit von im Mittel 52 ± 15 % für Zelllinien
mit moderat RAD51 und 44 ± 20 % für Zelllinien mit viel RAD51 (p=0,899).
Zelllinien mit moderat RAD51 wiesen dabei Überlebensraten von 2 % (UT-

5 ), 50 % (UT-15 ), 75 % (UT-45 ) und 79 % (UT-8 ) auf und Zelllinien mit viel
RAD51 zeigten Überlebensraten von 1 % (FaDu), 10 % (XF-354 ), 69 % (SAS) und
97 % (HSC4 ). Somit zeigte sich kein den BrCa-Zelllinien vergleichbares Bild mit
einem geringeren zellulären Überleben nach MMC-Schädigung in Zelllinien mit viel
RAD51. Alllerdings zeigte sich unter den Zelllinien mit moderat RAD51 nur eine
besonders empfindliche Zelllinie, unter den Zelllinien mit viel RAD51 dagegen zwei.
Auffällig ist weiter, dass die Zelllinie UT-5 trotz einer hohen relativen HR-Kapazität
im Plasmid-Rekonstruktions-Assay ein geringes zelluläres Überleben nach MMC-
Schädigung aufwies und die Zelllinien HSC4 und SAS beide mit einer geringen
relativen HR-Kapazität sich extrem resistent gegenüber MMC zeigten.

5.4 Phosphorylierung von CHK1 nach MMC-Schädigung in BrCa-
und HNSCC-Zelllinien

CHK1 ist eine Kinase, die für die DSB-Reparatur mittels HR essentiell ist. Sie
aktiviert zum einen die HR-Maschinerie durch Phosphorylierung von RAD51 [7,
148]. Zum anderen arretiert sie Zellen in der S-Phase, wodurch die Reparatur von
DSBs mittels HR gewährleistet wird [8]. In diesem Zusammenhang konnte gezeigt
werden, dass Zellen bei Überexpression von RAD51 nach MMC-Schädigung eine
geringere Phosphorylierung von CHK1 aufwiesen, die mit einer erhöhten zellulären
Empfindlichkeit gegenüber einer MMC-Schädigung einherging [121, 171]. Es wurde
überprüft, ob eine geringere Phosphorylierung von CHK1 das geringere zelluläre
Überleben von BrCa- und HNSCC-Zelllinien nach MMC-Schädigung bedingte. Dafür
wurde die Phosphorylierung von CHK1 nach MMC-Schädigung untersucht.

Exponentiell wachsende BrCa-Zellen wurden mit MMC behandelt, die Proteine
nach Finnie et al. (1995) [43] isoliert, der Größe nach aufgetrennt und CHK1 sowie
Phospho-CHK1 mittels Fluoreszenz-Detektion nachgewiesen.
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Abbildung 5.19: Phosphorylierung von CHK1 nach MMC-Schädigung in BrCa-
Zelllinien.
Exponentiell wachsende Zellen wurden 24 h nach Aussaat für 6 h mit 1,5 µM MMC
inkubiert, 30 µg nach Finnie et al. (1995) [43] isolierte Proteine wurden durch SDS-
PAGE aufgetrennt, auf eine Membran transferiert und CHK1 sowie Phospho-CHK1
mittels Fluoreszenz-Detektion nachgewiesen. β-AKTIN diente als Ladungskontrolle.
Zelllinien mit moderat und viel RAD51 wurden in Gruppen zusammengefasst und
Mittelwerte mindestens dreier unabhängigen Experimente dargestellt; statistisch
nicht signifikant abweichend voneinander: p=0,214 (Student’ scher t-Test).

Abbildung 5.19 zeigt die relative Phosphorylierung von CHK1 nach MMC-
Schädigung in BrCa-Zelllinien. Die Zelllinien wurden in Gruppen mit moderat
und viel RAD51 aufgeteilt.
Es wurden große Unterschiede in der Phosphorylierung von CHK1 nach MMC-

Schädigung detektiert, mit 0,8. Die stärkste Phosphorylierung von CHK1 zeigten
MCF-7 -Zellen und die geringste MDA-231 -Zellen, mit 1,0 und 0,2. Bei Einteilung
der Zelllinien hinsichtlich ihrer RAD51-Expression in moderat und viel RAD51 war
die Phosphorylierung von CHK1 in Zelllinien mit moderat RAD51 nach MMC-
Schädigung im Mittel um den Faktor 1,7 höher als in Zelllinien mit viel RAD51
(p = 0,214). Sie lag in Zelllinien mit moderat RAD51 im Mittel bei 0,8 ± 0,1.
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Dabei wiesen drei Zelllinien hohe Werte von 0,7 (BT-474 ), 1,0 (SKBR-3 ) und
1,0 (MCF-7 ) für die Phosphorylierung von CHK1 auf. Nur T-47D-Zellen zeigten
mit 0,5 eine geringere Phosphorylierung von CHK1. Für Zelllinien mit viel RAD51
waren die Unterschiede in der Phosphorylierung von CHK1 nach MMC-Schädigung
größer. Sie lag im Mittel bei 0,5 ± 0,2. Dabei wiesen zwei Zelllinien eine geringe
Phosphorylierung von CHK1 auf, mit 0,2 (GI-101 ) und 0,3 (MDA-231 ). In MDA-
468 -Zellen war die Phosphorylierung von CHK1 mit 0,9 stark und vergleichbar mit
der von Zelllinien mit moderat RAD51.
Somit zeigte sich ein Trend zu einer höheren CHK1-Phosphorylierung infolge

einer MMC-Schädigung in Zelllinien mit moderat RAD51 im Vergleich zu Zelllinien
mit viel RAD51.

Aufgrund des beobachteten Trends einer geringeren Phosphorylierung von CHK1
in BrCa-Zelllinien mit viel RAD51 wurde nur HNSCC-Zelllinien mit viel RAD51
nach MMC-Schädigung untersucht. Exponentiell wachsende Zellen wurden mit
MMC behandelt, die Proteine nach Finnie et al. (1995) [43] isoliert, nach der
Größe aufgetrennt und CHK1 sowie Phospho-CHK1 mittels Fluoreszenz-Detektion
nachgewiesen.

Abbildung 5.20: Phosphorylierung von CHK1 nach MMC-Schädigung in HNSCC-
Zelllinien mit viel RAD51.
Exponentiell wachsende Zellen wurden 24 h nach Aussaat für 6 h mit 1,5 µM MMC
inkubiert, 30 µg nach Finnie et al. (1995) [43] isolierte Proteine wurden durch SDS-
PAGE aufgetrennt, auf eine Membran transferiert und CHK1 sowie Phospho-CHK1
mittels Fluoreszenz-Detektion nachgewiesen. β-AKTIN diente als Ladungskontrolle.

Abbildung 5.20 zeigt die Phosphorylierung von CHK1 nach MMC-Schädigung in
HNSCC-Zelllinien mit viel RAD51. Es waren große Unterschiede in der Phosphory-
lierung von CHK1 nach MMC-Schädigung zu beobachten. Die Zelllinien XF-354 und
FaDu wiesen dabei eine stärkere Phosphorylierung auf als HSC4 - und SAS-Zellen,
mit 0,3 und 1,0 im Vergleich zu jeweils 0,2. So zeigten alle Zelllinien eine eher
vergleichbare Phosphorylierung von CHK1 mit Ausnahme der Zelllinie FaDu, welche
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die stärkste Phosphorylierung von CHK1 aufwies.
Bei Betrachtung der endogenen CHK1-Expression war auffällig, dass die Zelllinien

erhebliche Unterschiede aufwiesen. So zeigten XF-354 - und FaDu-Zellen mit einem
Wert von 0,3 eine deutlich geringere Expression als HSC4 und SAS mit Werten
von 0,6 und 1,0. Darüber hinaus ist auffällig, dass es sich bei diesen Zelllinien um
die MMC-resistenten Zelllinien handelte.

5.5 Phosphorylierung von CHK1 nach UV-Behandlung in FaDu-
und HSC4 -Zellen

Die Induktion von DNA-DNA-Vernetzungen kann zu einer globalen Zellzyklusant-
wort führen, die neben der Aktivierung von CHK1 durch ATR möglicherweise
durch andere Proteinkinasen wie beispielsweise ATM oder DNA-PKcs ausgelöst
werden kann. Darüber hinaus ist CHK1 in mehreren Zellzyklusphasen aktiv in
die Schadensantwort involviert. Eine überlappende Aktivierung von CHK1 durch
mehrere PIK3-Kinasen konnte bereits nach ionisierender Bestrahlung beobach-
tet werden [67] und eine Funktion von CHK1 wurde vielfach bei der Einleitung
des G2-Arrestes beobachtet [52]. Eine rein ATR-vermittelte, S-Phase-spezifische
Phosphorylierung von CHK1 wurde hingegen lediglich nach UV-Bestrahlung beob-
achtet [67]. Es wurde daher überprüft, ob Zelllinien mit einem unterschiedlichen
zellulären Überleben nach MMC-Schädigung Unterschiede in der Aktivierung von
CHK1 nach UV-Bestrahlung und damit in der S-Phase-spezifischen Schadensant-
wort aufwiesen. Zu diesem Zweck wurde die Phosphorylierung von CHK1 nach
UV-Bestrahlung in einer Zelllinie mit viel RAD51 und einem geringen zellulären
Überleben nach MMC-Schädigung im Vergleich zu einer Zelllinie mit viel RAD51
und einer MMC-Resistenz untersucht. Exponentiell wachsende Zellen wurden mit
UV bestrahlt, Proteine nach Finnie et al. (1995) [43] isoliert und die Proteine über
SDS-Gelelektrophorese aufgetrennt. CHK1 sowie Phospho-CHK1 wurden mittels
Fluoreszenzdetektion nachgewiesen.
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Abbildung 5.21: Exponentiell wachsende Zellen wurden 24 h nach Aussaat mit
50 J·m−2 UV bestrahlt, 30 µg nach Finnie et al. (1995) [43] isolierte Proteine wur-
den durch SDS-PAGE aufgetrennt, auf eine Membran transferiert und CHK1 sowie
Phospho-CHK1 mittels Fluoreszenz-Detektion nachgewiesen. β-AKTIN diente als
Ladungskontrolle.

Abbildung 5.21 zeigt die Phosphorylierung von CHK1 nach UV-Bestrahlung
in einer HNSCC-Zelllinie mit viel RAD51 und hoher MMC-Empfindlichkeit und
einer HNSCC-Zelllinie mit viel RAD51 und geringer MMC-Empfindlichkeit. Es
waren deutliche Unterschiede in der CHK1-Phosphorylierung nach UV-Bestrahlung
zu erkennen. Die MMC-resistente Zelllinie HSC4 zeigte dabei 60 min nach UV-
Bestrahlung eine deutlich stärkere Phosphorylierung von CHK1 als die MMC-
empfindliche Zelllinien FaDu, mit 1,0 und 0,6.

5.6 Zusammenfassung 1

Es wurde die Auswirkung geringfügiger Unterschiede in der endogen vorliegenden
RAD51-Expression für die DSB-induzierte HR, für das zelluläre Überleben nach
MMC-Schädigung und die Phosphorylierung der Kinase CHK1, die den Zellzyklus
maßgeblich in der S- und G2-Phase kontrolliert, in BrCa- und HNSCC-Zellinien
untersucht.
Sowohl BrCa- als auch HNSCC-Zelllinien konnten hinsichtlich ihrer RAD51-

Expression in Gruppen mit wenig, moderat und viel RAD51 eingeteilt werden.
Unterschiede in der RAD51-Expression waren dabei nicht auf den Anteil an S/G2-
Phase-Zellen zurückzuführen. Die Messung der relativen HR-Kapazität ergab, dass
sowohl BrCa- als auch HNSCC-Zelllinien mit wenig RAD51 oder viel RAD51 eine
geringe relative HR-Kapazität aufwiesen, während eine hohe relative HR-Kapazität
lediglich in Zelllinien mit moderat RAD51 beobachtet wurde. Die detektierten Un-
terschiede in der relativen HR-Kapazität waren nicht auf Unterschiede im Anteil an
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S-Phase-Zellen zurückzuführen. Zelllinien mit einer geringen relativen HR-Kapazität
wiesen jedoch eine geringere ATR-Expression und im Besonderen Zelllinien mit
einer hohen RAD51-Expression eine verhältnismäßig geringe BRCA2-Expression
auf. Darüber hinaus wurde RAD51 nach DNA-Schädigung erfolgreich in den Kern
transportiert und eine funktionale RAD51-Filamentbildung beobachtet.
Das zelluläre Überleben nach MMC-Schädigung war sowohl in BrCa- als auch

HNSCC-Zelllinien sehr unterschiedlich. BrCa-Zelllinien mit viel RAD51 waren
bezogen auf die geringe HR-Kapazität der Erwartung entsprechend empfindlicher
als Zelllinien mit moderat RAD51 (p=0,045). HNSCC-Zelllinien zeigten dagegen
keine Unterschiede in der MMC-Empfindlichkeit (p=8986) zwischen moderat und
viel RAD51. Darüber hinaus zeigten einige der HNSCC-Zelllinien mit viel RAD51
in Erwartung ein geringes zelluläres Überleben nach MMC-Schädigung, andere
dagegen entgegen der Erwartung bei einer geringen HR-Kapazität eine Resistenz.

Die CHK1-Phosphorylierung nach einer MMC-Schädigung war in BrCa-Zelllinien
mit moderat RAD51 im Mittel stärker als in Zelllinien mit viel RAD51 (p=0,214).
In HNSCC-Zelllinien mit viel RAD51 war die Phosphorylierung von CHK1 in MMC-
empfindlichen Zellen stärker als in MMC-resistenten. MMC-resistenten Zelllinien
wiesen jedoch eine deutlich höhere CHK1-Expression auf. Nach UV-Bestrahlung zeig-
te sich dagegen, dass die Phosphorylierung von CHK1 in MMC-resistenten HNSCC-
Zelllinien deutlich stärker ausgeprägt war als in MMC-empfindlichen HNSCC-
Zelllinien. Deshalb wurde davon ausgegangen, dass sich diese Zelllinien hinsichtlich
ihrer S-Phase-spezifischen Schadensantwort deutlich unterschieden. Bezogen auf die-
se Hypothese wurden im Weiteren die HNSCC-Zelllinien FaDu und HSC4 detailliert
untersucht, um die Ursache für die starken Unterschiede im zellulären Überleben
nach MMC-Schädigung trotz vergleichbar geringer relativer HR-Kapazität zu klären.

5.7 RAD51- und 53BP1-Foci nach MMC-Schädigung in FaDu-
und HSC4 -Zellen

Zur Klärung der Beobachtung, dass zwei Zelllinien mit einer hohen RAD51-Expression
und geringen relativen HR-Kapazität deutliche Unterschiede im zellulären Überleben
nach MMC aufwiesen, wurde im Folgenden die Induktion von DSBs nach MMC-
Schädigung untersucht. Dabei diente der Nachweis von RAD51-Foci als Marker für
die Reparatur mittels HR und 53BP1-Foci als genereller DNA-DSB-Marker. Die
Anzahl an RAD51- und 53BP1-Foci in replizierenden Zellen wurde 6 und 24 h nach
MMC-Schädigung in den HNSCC-Zelllinien FaDu und HSC4 untersucht. Zellen
wurden mit EdU markiert, mit MMC behandelt und sowohl 6 als auch 24 h nach
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MMC-Schädigung fixiert. RAD51- und 53BP1-Foci wurden durch Immunfluoreszenz
detektiert und automatisiert gezählt.

Abbildung 5.22: RAD51- und 53BP1-Foci in replizierenden FaDu- und HSC4 -
Zellen nach MMC-Schädigung.
Exponentiell wachsende HSC4 - und FaDu-Zellen (HNSCC) wurden für jeweils
30 min mit 10 µM EdU und 1,5 µM MMC behandelt, RAD51- und 53BP1-Foci
nach 6 und 24 h durch Immunfluoreszenz gefärbt und die Anzahl an Foci pro EdU-
positive Zelle automatisiert gezählt. Dargestellt sind die Mittelwerte aus mindestens
zwei unabhängigen Doppelbestimmungen + SEM.

Abbildung 5.22 zeigt die quantitative Darstellung von RAD51- und 53BP1-Foci
sowohl 6 als auch 24 h nach MMC-Schädigung. Es wurden deutliche Unterschiede
in der Anzahl an RAD51- und 53BP1-Foci pro EdU-positive Zelle zwischen FaDu
(MMC-empfindlich)- und HSC4 (MMC-resistent)-Zellen beobachtet. Während FaDu-
Zellen sowohl 6 als auch 24 h nach MMC-Schädigung deutlich mehr RAD51-Foci
pro EdU-positive Zelle aufwiesen, zeigten HSC4 -Zellen deutlich geringere Werte,
mit 7 ± 0,8 und 2 ± 0,1 für FaDu- und 4,5 ± 0,4 und 1 ± 0,2 für HSC4 -Zellen.
Die Anzahl an 53BP1-Foci war deutlich geringer als die Anzahl an RAD51-Foci.

Sie variierte jedoch ebenfalls in gleicher Weise zwischen den beiden Zelllinien sowohl
6 als auch 24 h nach MMC-Schädigung. FaDu-Zellen zeigten im Vergleich zu HSC4 -
Zellen nach 6 und 24 h ebenfalls deutlich mehr 53BP1-Foci nach MMC-Schädigung,
mit 4,1 ± 1 und 1,6 ± 0,04 Foci sowie 0,8 ± 0,4 und 0,4 ± 0,1.
Somit konnten in MMC-empfindlichen FaDu-Zellen deutlich mehr RAD51- und

53BP1-Foci sowohl 6 als auch 24 h nach MMC-Schädigung detektiert werden als in
der MMC-resistenten Zelllinie HSC4. Dies spiegelte sich im zellulären Überleben
nach MMC-Schädigung wider, nicht aber in der relativen HR-Kapazität.
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5.8 S/G2-Phase-Arrest nach MMC-Schädigung in FaDu- und
HSC4 -Zellen

Im Weiteren wurde die Hypothese überprüft, dass die MMC-resistente Zelllinie HSC4
im Vergleich zur sensitiven Zelllinie FaDu aufgrund der starken Phosphorylierung
von CHK1 eine deutlich ausgeprägtere Intra-S- bzw. G2-Zellzyklusantwort ausüben
konnte und sich dadurch möglicherweise die zellulär beobachtete höhere Resistenz
erklären ließ. Für die Untersuchung wurden die Zellen mit MMC geschädigt und
die zeitliche Veränderung im Anteil an S/G2-Phase-Zellen überprüft. Exponentiell
wachsende Zellen wurden mit MMC behandelt, in Zeitabständen von 0, 1, 2, 4,
6, 8 und 24 h fixiert, die DNA gefärbt und der Anteil an S/G2-Phase-Zellen im
Durchflusszytometer gemessen.

Abbildung 5.23: S/G2-Phase.Anteil nach MMC-Schädigung in FaDu- und HSC4 -
Zellen.
Exponentiell wachsende Zellen wurden für 1 h mit 1,5 µM MMC behandelt, in
Zeitabständen von 0, 1, 2, 4, 6, 8 und 24 h fixiert, die DNA mit Propidiumiodid
gefärbt und der Anteil an S/G2-Phase-Zellen am Durchflusszytometer gemessen.
Dargestellt sind die Mittelwerte aus mindestens drei unabhängigen Doppelbestim-
mungen ± SEM.

Abbildung 5.23 zeigt die relative Veränderung im Anteil an S/G2-Phase-Zellen 0,
1, 2, 4, 6, 8 und 24 h nach MMC-Schädigung in MMC-empfindlichen FaDu-Zellen
(vgl. Abbildung 5.23 links) und MMC-resistenten HSC4 -Zellen (vgl. Abbildung 5.23
rechts). Es wurden deutliche Unterschiede in der zeitlichen, relativen Veränderung im
Anteil an S/G2-Phase-Zellen nach MMC-Schädigung in beiden Zelllinien beobachtet.
Der relative Anteil an S/G2-Phase-Zellen erhöhte sich nach DNA-Schädigung durch
MMC zunächst zeitabhängig in beiden Zelllinien, allerdings deutlich stärker in
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HSC4 -Zellen. So zeigten FaDu-Zellen 1 h nach Behandlung keine Veränderung
im relativen Anteil an S/G2-Phase-Zellen im Vergleich zu 0 h, nach 2, 4 und 6 h
einen Anstieg um 25 % bezogen auf das Maximum, nach 8 h um 75 % gefolgt
von dem Maximum nach 24 h mit einem Wert von 1,4 und Einzelwerten von
1,0 ± 0,03; 1,0 ± 0,03; 1,1 ± 0,05; 1,1 ± 0,04; 1,1 ± 0,03; 1,3 ± 0,10 auf 1,4 ± 0,04
für die entsprechenden Zeitpunkte. HSC4 -Zellen zeigten dagegen bereits 1 h nach
Behandlung einen Anstieg um 14 % im Anteil der S/G2-Phase-Zellen, der sich mit
28 % nach 2 h, 56 % nach 4 h, 84 % nach 6 h auf ein Maximum nach 8 h erhöhte
und dann nach 24 h mit 42 % einen deutlichen Abfall zeigte, mit Einzelwerten von
1,0 ± 0,18; 1,1 ± 0,20; 1,2 ± 0,20; 1,4 ± 0,18; 1,6 ± 0,15; 1,7 ± 0,12 auf 1,3 ± 0,04
für die entsprechenden Zeitpunkte. Es zeigte sich darüber hinaus, dass HSC4 -Zellen
deutlich stärker in der S/G2-Phase arretierten, mit einem maximalen Wert von 1,7
im Vergleich zu FaDu-Zellen mit nur 1,4.
Zusammenfassend zeigte sich ein schnellerer und verstärkter S/G2-Phase-Arrest

in der MMC-resistenten Zelllinie HSC4, der nach 24 h bereits wieder aufgelöst
wurde. Die MMC-empfindliche Zelllinie FaDu reagierte verlangsamt und verblieb
dagegen nach 24 h zu einem höheren Anteil in der S/G2-Phase.

5.9 Auswirkung einer RAD51-Inhibition auf das zelluläre Überleben
nach MMC-Schädigung

Inwieweit die beobachteten Unterschiede im zellulären Überleben nach MMC-
Behandung auf eine Abhängigkeit von RAD51 als Schlüsselprotein der klassischen
HR zurückzuführen waren oder ob ein alternativer Reparaturweg wie beispielswei-
se SSA die Resistenz der Zellen gegenüber MMC bedingte, wurde im Folgenden
überprüft. Dafür wurde RAD51 durch siRNA inhibiert und das zelluläre Überleben
nach MMC-Schädigung in Zelllinien mit unterschiedlicher MMC-Sensitivität trotz
gleicher geringer HR-Kapazität untersucht. Exponentiell wachsende Zelllinien wur-
den mit siRNA gegen RAD51 transfiziert, mit MMC behandelt und das klonogene
Zellwachstum überprüft. Parallel wurden Proteine nach Finnie et al. (1995) [43]
isoliert und RAD51 mittels Fluoreszenzdetektion nachgewiesen.
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Abbildung 5.24: Einfluss der Inhibition der RAD51-Expression auf die zelluläre
Empfindlichkeit nach MMC-Schädigung in FaDu- und HSC4 -Zellen.
In exponentiell wachsenden Zellen wurde RAD51 mittels siRNA reduziert, nach
72 h für 1 h mit 1,5 µM MMC inkubiert und das klonogene Zellwachstum nach 7–14
Tagen überprüft. Dargestellt sind die Mittelwerte aus mindestens drei unabhängigen
Doppelbestimmungen; statistisch signifikant abweichend von MMC-behandelten
Zellen: *** p < 0,001 (Student’ scher t-Test).

Abbildung 5.24 zeigt die Auswirkung der RAD51-Inhibition durch siRNA auf
das zelluläre Überleben nach MMC-Schädigung. Es wurden deutliche Unterschiede
in der Auswirkung einer RAD51-Inhibition für die MMC-empfindliche Zelllinie
FaDu und die MMC-resistente Zelllinie HSC4 beobachtet. Während in der Zelllinie
FaDu kein Unterschied im zellulären Überleben nach MMC in Abwesenheit von
RAD51 beobachtet wurde, zeigte die Zelllinie HSC4 eine signifikante Reduktion
des Überlebens um 73 % nach Inhibition von RAD51, mit 3 ± 0,01 % in FaDu-
mit und ohne siRNA im Vergleich zu 97 ± 0,06 % und 24 ± 0,03 % mit und ohne
siRNA in HSC4 -Zellen.
Somit zeigte sich eine deutliche Abhängigkeit der Reparatur von DNA-DNA-

Vernetzungen in HSC4 -Zellen im Gegensatz zu FaDu-Zellen, die sich in Abwesenheit
von RAD51 nicht weiter gegenüber MMC sensitivieren ließen.
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5.10 Auswirkung einer RAD51-Inhibition auf die relative
HR-Kapazität

Eine Abhängigkeit von RAD51 für die Reparatur von DNA-DNA-Vernetzungen
konnte in der MMC-resistenten Zelllinie HSC4 beobachtet werden, nicht aber in
der MMC-empfindlichen Zelllinie FaDu. Beide Zelllinien zeichneten sich durch
eine geringe relative HR-Kapazität aus. Es wurde untersucht, ob eine Inhibition
von RAD51 sich auch auf die relative HR-Kapazität auswirkte. Die relative HR-
Kapazität wurde nach Inhibition von RAD51 durch den RAD51-Inhibitor RI-1 in
FaDu- und HSC4 -Zellen untersucht. Exponentiell wachsende Zellen wurden mit dem
RAD51-Inhibitor RI-1 versetzt, anschließend mit dem GFP-exprimierenden Plasmid
pEGFP-N1 sowie dem Reparaturkonstrukt pGC transfiziert und GFP-positive Zellen
am Durchflusszytometer gemessen. Die in der relativen HR-Kapazität kompetente
Zelllinie UT-8 wurde als Maß für die erfolgreiche Inhibition der HR-Kapazität
verwendet.
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Abbildung 5.25: Einfluss der RAD51-Inhibition auf die HR-Kapazität in HNSCC-
Zelllinien.
Exponentiell wachsende Zellen wurden 18 h nach Aussaat mit 20 µM RI-1 (RAD51
Inhibitor) inkubiert, 24 h nach Aussaat transient mit dem GFP-exprimierenden
Plasmid pEGFP-N1 oder dem Reparaturkonstrukt pGC in einem Verhältnis von
dem Transfektionsagenz zu Plasmid von 3:1 [µl:µg] transfiziert und der prozentua-
le Anteil GFP-positiver Zellen nach 24 h am Durchflusszytometer gemessen. Die
HR-Kapazität wurde relativ zur absoluten HR-Kapazität von FaDu berechnet. Dar-
gestellt sind die Mittelwerte mindestens dreier unabhängiger Doppelbestimmungen +
SEM; statistisch signifikant abweichend von 0 µM RI-1: ** p <0,01 (Student’ scher
t-Test).

Abbildung 5.25 zeigt die Auswirkung einer Inhibition von RAD51 auf die relative
HR-Kapazität in UT-8 -, FaDu- und HSC4 -Zellen. Es waren deutliche Unterschiede
der RAD51-Inhibition auf die relative HR-Kapazität zu beobachten. In der HR-
kompetenten Zelllinie UT-8 zeigte sich eine deutliche, signifikante Reduktion der
relativen HR-Kapazität nach Inhibition von RAD51 durch RI-1 um den Faktor 3,3,
mit 265 ± 19 auf 81 ± 24. Die relative HR-Kapazität in Zelllinien mit viel RAD51
ließ sich dagegen nicht signifikant durch Inhibition von RAD51 reduzieren. In HSC4 -
und FaDu-Zellen sank die relative HR-Kapazität dabei um den Faktor 1,2 und 1,5,
mit 132 ± 15 auf 113 ± 1 und 100 ± 0 auf 61 ± 7.

Somit konnte die relative HR-Kapazität lediglich in der HR-kompetenten Zelllinie
UT-8 signifikant reduziert werden. Die relative HR-Kapazität in Zelllinien mit viel
RAD51, die eine geringe relative HR-Kapazität aufwiesen, ließ sich nach Inhibition
von RAD51 nur geringfügig reduzieren, was auf einen Defekt in der HR, wie sie
mittels Plasmid-Rekonstruktions-Assay nachgewiesen wurde, hindeutete.
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5.11 Zusammenfassung 2

Es wurde untersucht, ob die ausgeprägten Unterschiede im zellulären Überleben
nach MMC-Schädigung in zwei HNSCC-Zelllinien mit einer geringen relativen
HR-Kapazität auf einen Defekt in der HR für die Reparatur von DNA-DNA-
Vernetzungen zurückzuführen waren.

Es konnte gezeigt werden, dass die MMC-empfindliche Zelllinie FaDu im Vergleich
zur MMC-resistenten Zelllinie HSC4 deutlich mehr RAD51- und 53BP1-Foci in
replizierenden Zellen sowohl 6 als auch 24 h nach MMC-Schädigung aufwies. Diese
Beobachtungen wurden durch Unterschiede sowohl in der Ausprägung als auch in
der zeitlichen Veränderung des relativen Anteils an S/G2-Phase-Zellen nach DNA-
Schädigung durch MMC bestätigt. Hier wiesen zwar beide Zelllinien zunächst einen
Anstieg im relativen Anteil an S/G2-Phase-Zellen nach MMC-Schädigung auf, aller-
dings zeitlich versetzt und zu einem geringeren Anteil in der MMC-empfindlichen
Zelllinie FaDu. Außerdem konnte die MMC-resistente Zelllinien HSC4 24 h nach
MMC-Schädigung den S/G2-Phase-Arrest weitestgehend wieder aufheben. Des-
halb wurde die Abhängigkeit der Reparatur von DNA-DNA-Vernetzungen von
RAD51 nach Inhibition von RAD51 mittels siRNA untersucht. Dabei ließen sich
MMC-resistente HSC4 -Zellen durch die Inhibition von RAD51 in ihrem zellulären
Überleben nach MMC-Schädigung erheblich sensitivieren, im Gegensatz zu MMC-
empfindlichen FaDu-Zellen. Dies deutete auf einen Defekt in der Reparatur von
DNA-DNA-Vernetzungen mittels HR in der MMC-empfindlichen Zelllinie FaDu hin,
nicht aber in der MMC-resistenten Zelllinie HSC4.
Die Auswirkung der Inhibition von RAD51 auf die relative HR-Kapazität zeigte

dagegen in beiden Zelllinien nur einen geringen Effekt.
Diese Beobachtungen weisen auf eine unterschiedliche Regulation der HR für

die replikationsassoziierte HR (MMC-Empfindlichkeit) und DSB-induzierte HR
(relative HR-Kapazität) in den HNSCC-Zelllinien FaDu und HSC4 hin.



KAPITEL 6
Diskussion

Das Ziel dieser Arbeit war, die Auswirkung von geringfügigen Unterschieden in
der Expression von RAD51 auf DNA-Reparaturprozesse mittels HR in humanen
Tumorzelllinien zu charakterisieren.

Hintergrund für die Arbeit ist, dass eine Überexpression von RAD51 in den
meisten Tumorentitäten als ein negativ prognostischer Marker für das Überleben
der Tumor-Patienten identifiziert wurde [3, 85, 87, 95, 125, 154]. Die molekularen
Mechanismen, die bei einer hohen RAD51-Expression in Tumoren zu einer negativen
Prognose für die Patienten führten, sind bislang unklar. Mögliche Ursachen sind
eine Therapieresistenz durch verstärkte Reparatur mittels HR oder eine erhöhte
genomische Instabilität durch unkontrollierte Reparatur, die zu einer erhöhten
Malignität der Tumore führen würde [96, 105, 109, 131].
Zur Überprüfung dieser beiden Hypothesen wurden zwei Tumorentitäten aus-

gewählt, für die die HR eine unterschiedliche Bedeutung haben könnte. Für die
Entstehung von familiärem Brustkrebs (BrCa) wurden Gene der HR wie BRCA1,
BRCA2 und PALB2 eindeutig als Risiko-Gene identifiziert [38, 158, 162]. Die Be-
deutung von HR in Tumoren des Kopf-Halsbereiches (HNSCC) ist bislang nicht
geklärt. Eine erhöhte Tumorinzidenz für HNSCCs wurde bisher lediglich für Muta-
tionsträger von FA-Genen beobachtet, mit einem um 700fach erhöhten Risiko für
die Entwicklung von HNSCCs [83, 101, 133]. Die beiden Reparaturkomplexe der
HR und der FA zeigen jedoch eine überlappende Funktion in der DNA-Reparatur
während der Replikation.

6.1 Methodische Vorarbeiten

In dieser Arbeit wurden 20 Tumorzelllinien untersucht, die sich hinsichtlich ihrer
endogenen RAD51-Expression unterschieden. Standardisierte Bedingungen für die
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Untersuchungen hinsichtlich der DSB-induzierten HR (HR-Kapazität), der Ausbil-
dung von RAD51- und 53BP1-Reparatur-Aggregaten (RAD51- und 53BP1-Foci),
sowie eine effiziente Inhibition von RAD51 in den verwendeten Zelllinien waren dafür
unerlässlich. Die geeigneten Konditionen wurden in Vorexperimenten etabliert.

Bislang wurden Auswirkungen von Unterschieden in der RAD51-Expression auf
die HR-Kapazität nur in isogenen Zellsystemen untersucht, in denen entweder
eine Überexpression oder der Verlust von RAD51 experimentell induziert wurde
[16, 76, 84, 119, 174]. In dieser Arbeit wurde erstmals die Auswirkung geringfügi-
ger Unterschiede in der endogenen RAD51-Expression in Zelllinien jeweils einer
Tumorentität auf die HR-Kapazität überprüft. Für die Untersuchungen wurde ein
Plasmid-Rekonstruktions-Assay verwendet, mit dem die Fähigkeit, einen einzelnen
DSB mittels HR zu reparieren (HR-Kapazität), überprüft wurde. Für diesen Assay
war die erfolgreiche Transfektion der Zellen mit dem Reparaturkonstrukt pGC und
dem Kontrollplasmid pN1 essentiell.
Die Transfektion des Reparaturkonstrukts erfolgte transient und nicht stabil,

da nur eine transiente Transfektion die Analyse vieler Zelllinien erlaubte und sich
für eine spätere klinische Anwendung in Form eines Screenings hinsichtlich der
HR-Kapazität von Tumoren eignet.
Zur Anpassung möglicher experimenteller Schwankungen wurde in allen Expe-

rimenten eine Zelllinie als Standard mitgeführt, auf die die absoluten gemessenen
Werte für die HR-Kapazität korrigiert wurden. Voraussetzung für die Messung
der HR-Kapazität war eine möglichst hohe Transfektionseffizienz der Zelllinien
unter möglichst geringer zytotoxischer Wirkung des Transfektionsagenzes [104]. Dies
wurde unter Verwendung des Transfektionsagenzes FuGENE® HD im Verhältnis
von 3:1 [µl:µg] erreicht (vgl. Abbildung 5.1). Die maximale Transfektionseffizienz
lag bei etwa 60 %, was vergleichbar mit den Transfektionseffizienzen anderer Arbei-
ten ist [80, 157]. Damit wurde die höchste Transfektionseffizienz bei der höchsten
Konzentration des Transfektionsagenzes erzielt. Mit weiter zunehmender Konzen-
tration der in dieser Arbeit verwendeten Transfektions-Formulaturen wurde eine
Zunahme der Zytotoxizität beschrieben, jedoch erst bei weitaus höheren Konzen-
trationen als von den in dieser Arbeit verwendeten [104]. Das Transfektionsagenz
LipofectaminT M 2000 war im Vergleich zu FuGENE® HD weitaus zytotoxischer.
Deshalb wurde in allen weiteren Zelllinien und Experimenten FuGENE® HD für
24 h im Verhältnis 3:1 [µl:µg] eingesetzt.

Für die Zählung von RAD51- und 53BP1-Foci wurden zwei Methoden zur Zählung
miteinander verglichen: konventionell per Auge und automatisiert, die ebenfalls
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einen weitaus größeren Durchsatz an Proben erlaubte. Es wurden gezielt DSBs
untersucht, die mittels HR in der S-Phase repariert wurden. Dafür wurden die Zellen
mit Mitomycin C (MMC) behandelt, welches DNA-DNA-Vernetzungen induziert,
die an Replikationsgabeln zu DSBs prozessiert werden können [2, 29, 117, 129].
Parallel dazu wurden die Zellen mit dem Basenanalogon EdU markiert [72]. Als
genereller DSB-Marker dienten 53BP1-Foci. Die Markierung von γH2AX eignete
sich hierfür nicht, da H2AX während der Replikation auch infolge von nicht DSB-
assoziierten, sondern Replikations-assoziierten Schäden phosphoryliert wird [130].
RAD51-Foci dienten als Marker für DSBs, die mittels HR repariert wurden.
Die beiden verwendeten Methoden zur Zählung von RAD51- und 53BP1-Foci

führten zu vergleichbaren Resultaten in den beiden untersuchten Zelllinien und
erlaubten somit den Einsatz der automatisierten Zählung (vgl. Abbildung 5.4).
Während die Anzahl an RAD51-Foci mit beiden Methoden zu identischen Werten
in beiden Zelllinien führte, zeigte die automatische Zählung für die Anzahl an
53BP1-Foci geringere Werte im Vergleich zur Zählung mit dem Auge. Es handelte
sich hier jedoch um eine parallele Verschiebung, unter der das Verhältnis der
Unterschiede in beiden verwendeten Zelllinien gleich blieb. Die Ursache für eine
Verschiebung zu geringeren oder höheren Werten in der Anzahl an 53BP1-Foci ist
auf die Festlegung des Hintergrunds bei der zur Auswertung verwendeten Software
Cell profiler zurückzuführen [15, 71]], sodass innerhalb eines Experimentes bei
einmaliger Festlegung des Hintergrundes für alle Zelllinien mögliche Unterschiede
mittels automatisierter Zählung gut sichtbar waren.

Zur Untersuchung der Auswirkung der RAD51-Inhibition im Plasmid-Rekonstruktions-
Assay wurde der small molecule-Inhibitor RI-1 eingesetzt. Die Verwendung eines
small molecule Inhibitors gewährleistete eine maximale Unterdrückung der RAD51-
Filamentbildung, da der Inhibitor durch seine geringe Größe in hoher Konzentration
aufgenommen werden kann [16]. Dies wurde unter Einsatz von verschiedenen Kon-
zentrationen des Inhibitors (10, 20 und 30 µM) sowohl im Plasmid-Rekonstruktions-
Assay in Form einer Reduktion der HR-Kapazität als auch anhand der Reduktion
der RAD51-Filamentbildung nach Bestrahlung überprüft (vgl. Abbildungen 5.5
und 5.6). Es zeigte sich eine Reduktion der HR-Kapazität um 75 % im Plasmid-
Rekonstruktions-Assay. Dies ist vergleichbar mit der Arbeit von Budke et al. (2012)
[16], die ebenfalls eine 75 %ige Reduktion der HR bei 20 µM zeigten. Durch den
Einsatz von 30 µM RI-1 konnte lediglich eine geringfügige zusätzliche Reduktion der
HR-Kapazität von 10 % erzielt werden. Bei dieser Konzentration wurde entsprechend
der Arbeit von Budke et al. (2012) [16] jedoch auch eine deutlich höhere Zytoto-
xizität des Inhibitors beobachtet. Eine funktionelle Inhibition von RAD51 durch
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vollständige Unterdrückung der Filamentbildung nach Bestrahlung wurde bereits
bei 20 µM RI-1 beobachtet und ist in Übereinstimmung mit Budke et al. (2012)
[16].

Aufgrund der erhöhten zytotoxischen Wirkung von RI-1 in einem Langzeit-Assay
wurde für die Untersuchung des zellulären Überlebens nach MMC-Schädigung
eine siRNA gegen RAD51 zur Inhibition von RAD51 verwendet. Dafür musste
die optimale siRNA-Konzentration für die Zelllinien etabliert werden. Bei einer
Konzentration von 50 nM siRNA wurde eine nahezu 100 %ige Reduktion der
Expression von RAD51 in beiden untersuchten Zelllinien beobachtet (vgl. Abbildung
5.7). Durch die Verwendung einer siGENOME SMARTpool siRNA (Thermo Fisher
Scientific), die aus einem Pool aus vier verschiedene siRNAs gegen RAD51 besteht,
konnten mögliche off-target Effekte minimiert werden. Eine vergleichbare Inhibition
der RAD51-Expression wurde von Bennani-Belhaj et al. (2010) [12] beobachtet, die
diesen Effekt bei 100 nM siRNA erzielen konnten.

6.2 RAD51-Expression in BrCa- und HNSCC-Zelllinien

RAD51 ist das Schlüsselprotein der HR, dem Hauptweg zur Reparatur von DSBs in
der S-Phase [72]. Es wurden sehr deutliche Unterschiede in der RAD51-Expression
sowohl in Tumorbiopsien als auch in Tumorzelllinien unterschiedlicher Herkunft
beobachtet [3, 85, 87, 95, 125, 126, 146, 154, 165]. In dieser Arbeit wurde erstma-
lig innerhalb einer Tumorentität überprüft, ob und in welchem Umfang sich die
RAD51-Expression unterschied. Dies wurde in je zehn Tumorzelllinien der Entitäten
BrCa und HNSCC überprüft. Innerhalb beider Tumorentitäten wurden deutliche
Unterschiede in der RAD51-Expression gezeigt (vgl. Abbildungen 5.8 und 5.9), die
jeweils in drei Gruppen unterteilen werden konnten: Zelllinien mit einer geringen,
einer moderaten und einer hohen RAD51-Expression. HNSCC-Zelllinien wiesen
dabei insgesamt eine höhere RAD51-Expression auf als BrCa-Zelllinien (vgl. Ab-
bildung 5.10). Das Spektrum der Unterschiede umfasste in beiden Tumorentitäten
den Faktor drei. Vergleichbare Unterschiede in der Quantität wurde für die BrCa-
Zelllinien BT-20, MCF-7 und SKBR-3 ebenfalls von Raderschall et al. (2002) [126]
beobachtet.

RAD51 wird Zellzyklus-abhängig reguliert, mit einer geringen Expression des
Proteins in der G0/G1-Phase und einem Maximum in der späten S/G2-Phase
[19, 44]. Um dies als Ursache für die Unterschiede in der RAD51-Expression aus-
zuschließen, wurde der Anteil an S/G2-Phase-Zellen analysiert. Dabei zeigte sich
kein Zusammenhang zwischen der RAD51-Expression und dem Anteil an S/G2-
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Phase-Zellen in BrCa-Zelllinien (vgl. Abbildungen 5.11). Dasselbe wurde für die
HNSCC-Zelllinien beobachtet. Allerdings zeigten HNSCC-Zelllinien einen höheren
Anteil an S/G2-Phase-Zellen im Vergleich zu BrCa-Zelllinien, was die insgesamt
höheren RAD51-Expression in HNSCC-Zelllinien erklärt.

Für eine erhöhte Expression von RAD51 gibt es eine Reihe möglicher Ursachen.
In Leukämiezellen wurde eine erhöhte RAD51-Expression als Folge der Tyrosin-
Kinase BCR/ABL-Expression beobachtet. Diese Überexpression kann einerseits
durch eine erhöhte STAT5-abhängige Transkription von RAD51 hervorgerufen
werden oder andererseits durch eine verminderte Degradation von RAD51 über
Caspase-3 [64, 143]. Ebenfalls eine erhöhte RAD51-Expression wurde als Folge
einer Überexpression der Onkogene c-myc, β-Catenin und des E7 Proteins des
humanen Papilloma Virus (HPV) beobachtet [123]. Dies konnte für die in dieser
Arbeit verwendete HPV-positive Zelllinie UT-45 nicht bestätigt werden.

Ein weiterer möglicher Regulator der RAD51-Expression ist das Tumorsuppres-
sorprotein p53, das die Expression von RAD51 in seiner Wildtyp-Form unterdrückt
und in seiner mutierten Form stimuliert [55, 123]. Eine Stimulation der RAD51-
Expression kann für sieben der zehn untersuchten HNSCC-Zelllinien ausgeschlossen
werden, da p53 in allen Zelllinien mutiert ist.

In allen aufgelisteten Fällen muss sich die erhöhte RAD51-Expression im Verlauf
der Tumorigenese entwickelt haben, da im gesunden, nicht-proliferierenden Gewebe
kein RAD51 exprimiert wird [112, 141]. Somit können alle beschriebenen Onkogene
individuell einen Einfluss haben.

6.3 Auswirkung von Unterschieden in der RAD51-Expression auf
die HR-Kapazität

HR ist einer der beiden Hauptreparaturmechanismen für DSBs. Eine Reduktion von
RAD51 wirkte sich entscheidend auf die HR-Kapazität, mit einer deutlichen Ver-
minderung, aus [16]. Die Auswirkung einer Überexpression von RAD51 auf die HR-
Kapazität ist unklar. Bisher wurde die Auswirkung einer deutlich erhöhten RAD51-
Expression auf die HR-Kapazität in isogenen Zellsystemen untersucht, in denen
eine Überexpression von RAD51 experimentell hergestellt wurde [76, 84, 119, 174].
In dieser Arbeit wurde erstmalig überprüft, inwieweit sich endogen vorliegende,
geringfügige Unterschiede in der RAD51-Expression auf die HR-Kapazität auswir-
ken. Dies wurde in zwei Tumorentitäten untersucht. Die Fähigkeit von Zelllinien,
DSBs mittels HR zu reparieren (HR-Kapazität), wurde anhand eines Plasmid-
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Rekonstruktions-Assays bestimmt. Dabei wurden für BrCa- und HNSCC-Zelllinien
erhebliche Unterschiede in ihrer HR-Kapazität in Abhängigkeit des endogenen
RAD51s beobachtet (vgl. Abbildung 5.12). Für Zelllinien mit einer moderaten
RAD51-Expression wurde in beiden Tumorentitäten die höchste HR-Kapazität
gemessen. Dies deutet darauf hin, dass bis zu einer kritischen Menge an RAD51 die
HR-Kapazität ansteigt, sich darüber hinaus aber negativ auswirkt und wieder auf
ein Niveau abfällt, das vergleichbar mit dem einer geringen RAD51-Expression ist.

Eine den hier präsentierten Daten vergleichbare HR-Kapazität konnte ebenfalls
von Mao et al. (2009) [100] für drei der hier untersuchten BrCa-Zelllinien beobachtet
werden. So zeigten MDA-231 -, MDA-468 - und T-47D-Zellen mit 0,29, 0,15 und 1,0
ähnliche Werte. MCF-7 -Zellen zeigten dagegen eine etwas geringere HR-Kapazität
im Vergleich zu den in dieser Arbeit bestimmten Werten [100]. Dies ist auf die
Verwendung einer anderen Transfektionsmethode zurückzuführen und verdeutlicht
die Wichtigkeit der wie in dieser Arbeit verwendeten Standardisierung für das
Erzielen von vergleichbaren Resultaten nach transienter Transfektion verschiedener
Tumorzelllinien. In HNSCC-Zelllinien wurde die HR-Kapazität in dieser Arbeit
erstmalig untersucht.

Der Vergleich der hier beobachteten Reduktion der HR-Kapazität bei einem endo-
genen Überangebot von RAD51 mit Untersuchungen, in denen RAD51 experimentell
überexprimiert wurde, so zeigt sich ein heterogenes Bild.
Eine vergleichbare Reduktion der HR-Kapazität bei Überexpression von RAD51

konnte von Kim et al. (2001) [76] und Paffet et al. (2005) [119] beobachtet wer-
den. Richardson et al. (2004) [131] zeigte keinen Effekt auf die HR-Kapazität
und Lambert und Lopez (2000) [84] sowie Yanez and Porter (2002) [174] zeigten
sogar eine deutlich erhöhte Kapazität der HR bei RAD51-Überexpression. Die
Ursache für diese Heterogenität könnte auf das Ausmaß der experimentellen RAD51-
Überexpression zurückführbar sein. So konnten Lambert und Lopez (2000) [84] bei
einer 2–4fachen Erhöhung der RAD51-Expression einen Anstieg der HR-Kapazität
zeigen, Kim et al. (2001) [76] dagegen bei einer 4–>10fachen Erhöhung eine Reduk-
tion und dies unter Verwendung desselben Zellsystems. Somit scheint eine geringe
Erhöhung der RAD51-Expression stimulierend, eine extreme Überexpression da-
gegen inhibierend zu wirken. Ein vergleichbares Phänomen wurde ebenfalls für
das HR-assoziierte Protein BRCA2 von Magwood et al. (2012) [98] beobachtet.
Dabei wurde wie in dieser Arbeit zunächst eine Zunahme der HR-Kapazität mit
ansteigender BRCA2-Expression beobachtet, die ebenfalls bei einer Überexpression
wieder abnahm.
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Es gibt eine Reihe möglicher zellulärer Faktoren, die zu einer Reduktion der
HR-Kapazität bei einem Überangebot von RAD51 führen könnten. Dazu gehören
Unterschiede in im Anteil an S-Phase-Zellen, in der RAD51-Filamentbildung, im
Transport von RAD51 in den Kern und in der Expression weiterer an der HR
beteiligter Reparaturproteine.

6.3.1 Einfluss der Zellzyklusverteilung auf die HR-Kapazität

HR ist hauptsächlich in der S-Phase aktiv [6, 72]. Deshalb könnte eine verminderte
HR-Kapazität Ausdruck eines geringen Anteils an S-Phase-Zellen sein. Tatsächlich
lässt sich diese Annahme in dieser Arbeit nicht bestätigen, eine verminderte HR-
Kapazität war nicht auf einen geringeren Anteil an S-Phase-Zellen zurückzuführen.
Dies konnte sowohl für die Gruppe der Zelllinien mit geringer als auch mit hoher
RAD51-Expression beobachtet werden (vgl. Abbildung 5.13). Untersuchungen an in
der S-Phase synchronisierten Zellen zeigten eine 39fach höhere HR-Kapazität im
Vergleich zur G0/G1 Phase [135]. Das bedeutet, dass die in dieser Arbeit beobachtete
Reduktion in der HR-Kapazität möglicherweise noch ausgeprägter ist, als sie hier
in exponentiell wachsenden Zellen beobachtet wurde. Eine mögliche Ursache für
die geringere HR-Kapazität trotz hohem S-Phase-Anteil könnte eine geringere
Aktivierung von RAD51 durch BRCA2 sein, die durch Cyclin-abhängige Kinasen
(CDK) vermittelt wird [39].

6.3.2 Fähigkeit zur RAD51-Filamentbildung

Für die Reparatur eines DSBs mittels HR wird RAD51 zu einem Filament verknüpft,
welches als so genannter RAD51-Fokus bezeichnet wird. Eine verminderte Fähigkeit
zur Filamentbildung wird deshalb allgemein als Charakteristikum einer verminder-
ten HR-Kapazität angesehen. In HNSCC-Zelllinien konnten RAD51-Foci auch in
Zelllinien mit einer niedrigen HR-Kapazität bereits ohne exogene Schädigung beob-
achtet werden (vgl. Abbildung 5.16). Es zeigte sich darüber hinaus, dass Zelllinien
mit einer hohen RAD51-Expression deutlich mehr RAD51-Foci bildeten im Vergleich
zu Zelllinien mit einer moderaten RAD51-Expression. Dies ist in Übereinstimmung
mit anderen Arbeiten [94, 128, 174], die ebenfalls mehr RAD51-Foci bei RAD51-
Überexpression beobachten konnten. Die Ursache für spontan auftretende DSBs
sind BDs oder SSBs [145], welche durch Kollision mit Replikationsgabeln in DSBs
umgewandelt werden. Sie werden als Substrat für die HR an Replikationsgabeln an-
gesehen [134, 153]. Da RAD51 eine hohe Affinität zu ssDNA aufweist [30, 127, 147]
könnte die erhöhte Anzahl der spontan auftretenden RAD51-Foci ein Hinweis auf
eine vermehrt initiierte HR sein [5, 160], die im Anschluss nicht wieder aufgelöst
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werden kann. Dadurch könnte die niedrigere HR-Kapazität bei gleichzeitig erhöhter
RAD51-Foci-Rate erklärt werden. Möglich wäre auch, dass die Reparatur dieser so
genannten ein-endigen DSBs, wie sie nur an Replikationsgabeln ausgebildet werden,
nicht das Substrat für die HR mittels Plasmid-Rekonstruktions-Assay darstellt.
Somit könnte ein Defekt in der HR-Kapazität von zwei-endigen, nicht aber von
ein-endigen DSBs vorliegen.

6.3.3 Fähigkeit zum Transport von RAD51 in den Kern

Der Kerntransport von RAD51 erfolgt nach DNA-Schädigung aufgrund des fehlen-
den eigenen Kernlokalisierungssignals (NLS) mittels HR-assoziierter Proteine [13].
Die geringe HR-Kapazität in Zelllinien mit einer hohen RAD51-Expression könn-
te somit auch darauf zurückzuführen sein, dass entsprechende Transportproteine
dieses Überangebot nicht in den Kern transportieren und überschüssige RAD51
im Zytoplasma verbleibt. Diese Möglichkeit konnte in der vorliegenden Arbeit für
HNSCC-Zelllinien mit einer hohen RAD51-Expression ausgeschlossen werden, da
alle Zelllinien eine Erhöhung von RAD51 im Kern nach einer MMC-Schädigung
zeigten (vgl. Abbildung 5.15). Die Erhöhung des RAD51-Proteingehaltes im Kern
nach MMC-Schädigung variierte dabei um den Faktor 1,2–3,2. Andere Arbeiten
zeigten eine vergleichbare Erhöhung des RAD51-Proteingehaltes im Kern nach
Bestrahlung [49], allerdings eine noch deutlichere Erhöhung nach MMC-Schädigung
[110]. Diese vergleichsweise verminderte Translozierung von RAD51 in den Kern
könnte auf einen geringen Gehalt an BRCA2, RAD51C oder eine schwächere DNA-
Schadensantwort über ATR/ATM in den hier untersuchten Zellen im Vergleich zu
anderen Modellsystemen zurückführbar sein [27, 49, 176].

6.3.4 Expression weiterer HR-assoziierter Proteine

Für das Protein BRCA2, das maßgeblich am Kerntransport von RAD51 sowie
regulatorisch an dem Beladen von ssDNA mit RAD51 beteiligt ist [33, 68, 155],
wurde in BrCa-Zelllinien mit Ausnahme von SKBR-3 (moderate RAD51-Expression)
und MDA-468 (hohe RAD51-Expression) eine geringe Expression beobachtet (vgl.
Abbildung 5.14). Da die Expression von BRCA2 in der Regel um etwa 4fach geringer
ist als die von RAD51, war dieses schwache Signal für Zelllinien mit einer geringen
und moderaten RAD51-Expression zu erwarten. Erstaunlich war, dass in Zellen mit
einer hohen RAD51-Expression keine Erhöhung von BRCA2 zu beobachten ist, da
bei einer Veränderung der Expression von RAD51 oder BRCA2 die Proteinmenge
des jeweils anderen Proteins homöostatisch angepasst wird [97]. Somit könnte
sich eine Reduktion der HR-Kapazität auch auf die nicht entsprechend angepasste
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Expression von BRCA2 zurückführen lassen. Darüber hinaus könnte die alleinige
Reduktion von BRCA2 ausreichen, um einen HR-defizienten Phänotyp zu erzielen
[69], dargestellt durch ein deutlich vermindertes zellulären Überleben nach MMC-
Schädigung. Dies könnte die geringe HR-Kapazität in GI-101 - und MDA-468 -Zellen
erklären, allerdings nicht in MDA-231 -Zellen, die sowohl eine hohe RAD51 als auch
eine hohe BRCA2-Expression aufwiesen bei gleichzeitig geringer HR-Kapazität.
Für FANCD2, das ebenfalls am Beladen der DNA mit RAD51 während der

S-Phase beteiligt ist [33], konnte ebenfalls kein Zusammenhang mit der endogenen
RAD51-Expression und der HR-Kapazität in BrCa-Zelllinien gezeigt werden. Die
FANCD2-Expression variierte sowohl unabhängig von der HR-Kapazität als auch
der RAD51-Expression.

ATR und ATM sind verantwortlich für die Aktivierung der DNA-Reparatur in der
S-Phase [23]. Für die Expression von ATR zeigte sich dagegen ein anderes Muster, das
mit der Verteilung der HR-Kapazität in BrCa-Zelllinien übereinstimmte. Zelllinien
mit einer geringen HR-Kapazität wiesen dabei weniger ATR auf als Zelllinien mit
einer hohen HR-Kapazität. Die geringe ATR-Expression könnte somit zu einer
geringen HR-Kapazität durch eine reduzierte Schadensantwort beigetragen haben,
da auch nach Inhibition von Kinasen der PIK-Familie wie ATR eine reduzierte HR-
Kapazität und eine geringere Interaktion zwischen BRCA2 und RAD51 beobachtet
wurde [70, 148].

Zusammenfassend deuten diese Beobachtungen darauf hin, dass die HR-Maschi-
nerie zur Reparatur von DSBs lediglich dann funktional ist, wenn sich die beteiligten
Proteine in einem stöchiometrischen Gleichgewicht zueinander befinden, wie bereits
von Lee et al. (2009) [86] postuliert.

6.4 Bedeutung der RAD51-Expression für das zelluläre Überleben
nach MMC-Schädigung

Die DSB-Reparatur mittels HR ist nicht nur für die Reparatur von zwei-endigen
DSBs, sondern besonders für die Reparatur von Replikations-assoziierten, ein-
endigen DSBs essentiell. Replikations-assoziierte DSBs werden beispielsweise infolge
eines Aufeinandertreffens von Replikationsgabeln und DNA-DNA-Vernetzungen in-
duziert [81]. Zur Beseitigung der DNA-DNA-Vernetzungen wird die ICL-Reparatur
eingesetzt, bei der die DNA-DNA-Vernetzungen zu einem DSB umgewandelt wird,
der mittels HR repariert wird [2, 29, 117]. Somit ist für HR-Mutanten ein ausgespro-
chen geringes zelluläres Überleben nach Behandlung mit DNA-DNA-vernetzenden
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Agenzien wie MMC in isogenen Systemen beschrieben [45, 50, 89, 152, 175, 179].
Deshalb wurde überprüft, ob die beobachteten Unterschiede in der HR-Kapazität
(Reparatur von zwei-endigen DSBs) das zelluläre Überleben nach Behandlung mit
MMC (Reparatur von Replikations-assoziierten DSBs) reflektieren. Dafür wurde das
zelluläre Überleben nach MMC-Schädigung von Zelllinien mit einer moderaten und
einer hohen RAD51-Expression einander gegenübergestellt. Die Untersuchungen
erfolgten sowohl in BrCa- als auch HNSCC-Zelllinien.

Es zeigte sich eine deutlich höhere zelluläre Empfindlichkeit in BrCa-Zelllinien
mit einer hohen RAD51-Expression im Vergleich zu Zelllinien mit einer mode-
raten RAD51-Expression nach MMC-Schädigung (vgl. Abbildung 5.17). Diese
Beobachtungen reflektierten die deutlich geringere HR-Kapazität in Zelllinien mit
einer hohen RAD51-Expression im Vergleich zu Zelllinien mit einer moderaten
RAD51.Expression. Dies ist im Einklang mit anderen Arbeiten, die bei einer reduzier-
ten HR-Kapazität ein geringeres zelluläres Überleben nach einer MMC-Schädigung
zeigten [89, 143, 179]. Auch für eine Überexpression von RAD51 bei einer geringen
HR-Kapazität ist ein geringeres zelluläres Überleben nach MMC-Schädigung in
einem isogenen Modell beschrieben [171].

Für HNSCC-Zelllinien konnte im Gegensatz zu BrCa-Zelllinien keine eindeutige
Abhängigkeit zwischen der RAD51-Expression und dem zellulären Überleben nach
MMC-Schädigung gezeigt werden (vgl. Abbildung 5.18). Es korrelierte auch die
HR-Kapazität nicht mit dem zellulären Überleben. So zeigten zwar drei der vier
Zelllinien mit hoher HR-Kapazität, aber auch zwei der vier Zelllinien mit geringer
HR-Kapazität eine Resistenz gegenüber einer MMC-Schädigung.

Eine Heterogenität in der Auswirkung einer RAD51-Überexpression auf das zel-
luläre Überleben nach MMC-Schädigung wurde ebenfalls in isogenen Modellen
beschrieben. Dabei bewirkte eine RAD51-Überexpression einerseits eine Resistenz-
entwicklung in Zelllinien mit mutiertem BRCA1 oder BRCA2 sowie andererseits
eine Sensitivierung in Zelllinien mit Wildtyp-BRCA1 oder -BRCA2 [14, 69, 86, 102].
Diese Studien verdeutlichen die Komplexität der DSB-Reparatur mittels HR und die
Wichtigkeit der Regulation sowie dem Gleichgewicht zwischen den HR-assoziierten
Proteinen. Darüber hinaus muss zwischen der Reparatur von zwei-endigen und
Replikations-assoziierten DSBs mittels HR unterschieden werden [113]. So wurde
für eine Mutation des BRCA2-Genes eine HR-unabhängige Funktion an Replikati-
onsgabeln beobachtet. Dies könnte zur Folge haben, dass sich diese HR-unabhängige
Funktion in einer Resistenz nach MMC-Schädigung ausdrücken würde [137].
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Neben BRCA2 ist auch RAD51 nicht nur essentiell für die HR, sondern auch für
die Stabilisierung von Replikationsgabeln. So konnte bereits gezeigt werden, dass
ein Defekt in der Stabilisierung von Replikationsgabeln durch die Überexpression
von RAD51 kompensiert wurde [56, 124, 137]. Diese Stabilisierung von Replikati-
onsgabeln ist auch für die Replikations-assoziierte ICL-Reparatur von Bedeutung.
So konnten Long et al. (2011) [92] zeigen, dass RAD51 vor der Aktivierung der
ICL-Reparatur durch FA-Proteine an die angehaltene Replikationsgabel rekrutiert
wird und damit ein initiales Ereignis für das Einleiten der DNA-Schadensantwort
für die ICL-Reparatur über FA-Proteine und die Signalkaskade RPA-ATR-CHK1
darstellet [11, 26, 78]. Somit könnte das in dieser Arbeit beobachtete geringe zelluläre
Überleben in Zelllinien mit hoher RAD51-Expression sich auf eine verminderte DNA-
Schadensantwort zurückführen lassen. Dieses Phänomen konnte nach Schädigung
mit Etoposid bereits gezeigt werden, mit einer höheren Sensitivität in HR-defizienten
Zellen [93].
Neben der Replikations-abhängigen gibt es auch eine Replikations-unabhängige

Reparatur von DNA-DNA-Vernetzungen mittels NER und TLS [24]. Diese Repara-
turmechanismen werden in ihrer Bedeutung für die ICL-Reparatur aber deutlich
geringer eingestuft als die RAD51-abhängige ICL-Reparatur [2, 29, 117, 140]. Dies
wird zusätzlich durch die Beobachtung bestätigt, dass obwohl die Erkennung von
sowohl Replikations-assoziierten als auch Replikations-unabhängigen ICLs durch
FA Proteine erfolgt [140], die Depletion von RAD51 oder BRCA2 in einem deutlich
geringeren zellulären Überleben nach MMC-Schädigung resultiert als die Depletion
von FANCD2 [118].

Bei Zusammenfassung der hier erhobenen Daten und der Literatur wird von
einer weitaus größere Bedeutung für die Reparatur von Replikations-assoziierten
DSBs im Vergleich zu klassischen zwei-endigen DSBs mittels HR ausgegangen [134].
Für die Reparatur von zwei-endigen DSBs gibt es eine Vielzahl von alternativen
Mechanismen wie das NHEJ oder das SSA [16, 99]. Für Replikations-assoziierte
DSBs sind diese jedoch nicht beschrieben. Dies könnte die extreme Empfindlichkeit
bei Ausfall des HR-Komplexes erklären. Möglich wäre jedoch auch, dass in MMC-
sensitiven Zelllinien der Intra-S-Phase-Kontrollpunkt durch ein Überangebot von
RAD51 gestört ist.
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6.5 Aktivierung des Intra-S-Phase-Kontrollpunktes nach
MMC-Schädigung

CHK1 ist sowohl für die Aktivierung der Reparatur von zwei-endigen DSBs als auch
für die Reparatur von Replikations-assoziierten DSBs mittels HR essentiell [11, 26].
Es aktiviert die HR-Maschinerie und phosphoryliert RAD51 dabei direkt [7, 148]. Es
wurde überprüft, ob sich das geringere zelluläre Überleben nach MMC-Schädigung
auf eine reduzierte Schadensantwort über CHK1 zurückführen ließ. Dafür wurde die
Fähigkeit zur Phosphorylierung von CHK1 6 h nach MMC-Schädigung untersucht.

In BrCa-Zelllinien zeigte sich eine deutlich geringere Phosphorylierung von CHK1
in zwei der drei Zelllinien mit einer hohen RAD51-Expression im Vergleich zu
Zelllinien mit einer moderaten RAD51-Expression nach MMC-Schädigung (vgl. Ab-
bildung 5.19). Im Mittel korrelierte das zelluläre Überleben nach MMC-Schädigung
mit der Fähigkeit der Zellen, CHK1 zu phosphorylieren.

Diese Beobachtung ist in Einstimmung mit anderen Arbeiten, die bei einer Über-
expression von RAD51 eine geringere Phosphorylierung von CHK1 in einem isogenen
Modellsystem (U2OS-Zellen) zeigen konnten [121]. Eine mögliche Auswirkung der ge-
ringeren CHK1-Phosphorylierung könnte eine verminderte Aktivierung von FAND2
sein [52, 140], welche durch das geringere zelluläre Überleben nach MMC-Schädigung
unterstützt wird. Eine mögliche Ursache für die geringere CHK1-Phosphorylierung
könnte eine verminderte Aktivierung von FANCE durch CHK1 sein, die ebenfalls
zu einer Hypersensitivität gegenüber MMC führen kann [163]. Auch die geringere
ATR-Expression in diesen Zelllinien, die zur Aktivierung von CHK1 nach Induktion
einer DNA-DNA-Vernetzung benötigt wird [11, 26] könnte für die erhöhte MMC-
Empfindlichkeit ursächlich sein. Alle genannten Möglichkeiten zeigen sehr deutlich,
dass HR direkt mit der FA/ATR/CHK1-Signalkaskade in Wechselwirkung steht und
ein Ungleichgewicht von HR zur Intra-S-Phase-Signalkaskade in BrCa -Zelllinien
eine negative Auswirkung auf die zelluläre Empfindlichkeit hat.

In HNSCC-Zelllinien konnte diese Abhängigkeit zwischen der Phosphorylierung
von CHK1 und dem zellulären Überleben nach einer MMC-Schädigung nicht beob-
achtet werden (vgl. Abbildung 5.20). So zeigten alle untersuchten Zelllinien eine
vergleichbare Phosphorylierung von CHK1, die empfindlichste Zelllinie sogar die
stärkste Phosphorylierung. Somit schien das zelluläre Überleben in Zelllinien mit
einer hohen RAD51-Expression nicht auf eine veränderte DNA-Schadensantwort
nach MMC-Schädigung zurückzuführen zu sein. Jedoch wird CHK1 neben der
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ATR-vermittelten Schadensantwort auch durch ATM aktiviert [67]. Nur nach UV-
Bestrahlung kann eine rein ATR-vermittelte Phosphorylierung von CHK1 beobachtet
werden [67]. So könnte die Phosphorylierung von CHK1 nicht ausschließlich ATR-,
sondern auch ATM-vermittelt gewesen sein. Diese Hypothese wurde in zwei HNSCC-
Zelllinien mit einer hohen RAD51-Expression und großen Unterschieden in ihrem
zellulären Überleben untersucht. Die Zellen wurden mit UV bestrahlt und nach 15
und 60 min die Phosphorylierung von CHK1 überprüft. Es zeigte sich eine deutlich
geringere Phosphorylierung von CHK1 in der MMC-empfindlichen Zelllinie FaDu
im Vergleich zur MMC-resistenten Zelllinien HSC4 (vgl. Abbildung 5.21). So konnte
bereits nach 15 min das erste Signal detektiert werden, das nach einer Stunde sein
Maximum erreichte. Somit zeigte sich das Phosphorylierungssignal von CHK1 deut-
lich früher nach UV-Bestrahlung als nach MMC-Schädigung, wie von Parplys et al.
(2012) [122] erst 2 h nach Behandlung beobachtet wurde. Die zelluläre Schadensant-
wort auf eine einzige mittels Plasmid eingeführte DNA-DNA-Vernetzung zeigte
ebenfalls bereits nach einer Stunde ein Maximum der CHK1-Phosphorylierung in
Einstimmung mit der S-Phase-spezifischen Schadensantwort nach UV-Bestrahlung
[129]. Der Überschuss an Rad51 in der MMC-empfindlichen Zelllinie FaDu könnte
somit die S-Phase-spezifische Schadensanwort unterdrücken. So wird CHK1 nach
Induktion eines ICLs durch ATR phosphoryliert, welches wiederum durch RPA, das
an ssDNA bindet, aktiviert wird [11, 26]. Wird die RPA-Bindung inhibiert, unter-
bleibt die Aktivierung von ATR und CHK1 [11]. Möglich wäre, dass ein Überschuss
an RAD51 mit seiner hohen Affinität zu ssDNA, insbesondere in der Abwesenheit
von RPA [30, 127, 147], somit zu einem stöchiometrischen Ungleichgewicht zwischen
RPA und RAD51 führte und RAD51 infolge einer DNA-Schädigung unkontrolliert
an ssDNA binden, die beim Anhalten von Replikationsgabeln induziert wurde. Dies
würde eine reduzierte DNA-Schadensantwort über die Proteine RPA und ATR
bedeuten, was eine geringere Phosphorylierung von CHK1 zur Folge hätte.
Darüber hinaus fällt sehr deutlich auf, dass nicht nur die Aktivierung, sondern

auch die Expression von CHK1 in MMC-resistenten HNSCC-Zelllinien mit einer ho-
hen RAD51-Expression deutlich erhöht war im Vergleich zu den MMC-empfindlichen
Zelllinien. Dies deutete sich auch für die BrCa-Zelllinie mit einer hohen RAD51
Expression und dem höchstem zellulären Überleben an. CHK1 besitzt neben seiner
Aktivierung zur Schadensantwort darüber hinaus auch eine Rolle im Schutz von
Replikationsgabeln [108]. Dies unterstützt die Vermutung, dass der Schutz von
Replikationsgabeln bzw. die Stabilisierung von Replikationsgabeln ein wichtiges
Ereignis für die ICL-induzierte Reparatur darstellt. Darüber hinaus zeigen Studien,
dass das Überleben von Patienten bei kombinierter Analyse von der Proteinexpres-
sion machten, dass unter anderem die kombinierte Analyse von RAD51 und Claspin
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(aktiviert CHK1) einen deutlich negativeren prädiktiven Wert aufwiesen als die
Auswirkung der beiden Proteine einzeln [3]. So könnte die höhere endogene CHK1-
Expression zur Wahrung des stöchiometrischen Gleichgewichtes des HR-Komplexes
beigetragen haben. In weiteren Experimenten sollte deshalb überprüft werden, ob
bei einer hohen RAD51-Expression und einer deutlichen Aktivierung von CHK1, die
eine Resistenz vermuten lässt, insbesondere die Anwendung von CHK1-Inhibitoren
eine selektive Empfindlichkeit bewirken könnte.

6.6 Bedeutung der Aktivierung von CHK1 für die
MMC-Empfindlichkeit

Im Folgenden wurde die Hypothese, dass eine Resistenz bei einer hohen RAD51-
Expression nur auftritt, wenn CHK1 hoch exprimiert bzw. deutlich stärker aktiviert
ist, im Detail an zwei der vier HNSCC-Zelllinien untersucht. Dabei wurde überprüft,
ob sich eine Resistenz anhand der Anzahl von DSBs abbilden ließ, ob ein ausgeprägter
Zellzyklusblock in der G2-Phase ursächlich war oder ob die resistente Zelllinie einen
anderen so genannten backup-DSB-Reparaturweg verwendeten und daher nicht von
HR abhing.

6.6.1 Doppelstrangbrüche in replizierenden Zellen

DSBs wurden mittels RAD51-Foci als Marker für die Reparatur mittels HR und
53BP1-Foci als genereller DSB-Marker unter Markierung von replizierenden Zellen
mit dem Basenanalogon EdU untersucht. Es zeigten sich eine deutlich höhere Anzahl
sowohl an RAD51- als auch 53BP1-Foci in MMC-empfindlichen FaDu-Zellen sowohl
6 h als auch 24 h nach MMC-Schädigung als in der MMC-resistenten Zelllinie HSC4
(vgl. Abbildung 5.22). Dies zeigte deutlich, dass das geringe zelluläre Überleben auf
eine höhere Anzahl von DSBs in der S-Phase zurückzuführen war. Beide Zelllinien
waren somit fähig, RAD51-Foci auszubilden und die HR konnte eingeleitet werden.
Die Foci-Anzahl war dabei in der empfindlichen Zelllinie deutlich höher als in der
resistenten.
Nach DNA-Schädigung benötigt die Zelle mindestens 1–3 h zur Formation von

RAD51-Foci [53, 66, 91]. In dieser Arbeit wurde die Anzahl der RAD51-Foci 6 h
nach MMC-Schädigung untersucht. Somit könnte die geringere Anzahl an RAD51-
Foci auf eine bereits erfolgreich durchgeführte Reparatur durch eine verstärkte
CHK1-Schadensantwort in den MMC-resistenten HSC4 -Zellen zurückzuführen sein.
Dies wird durch die geringere Anzahl an 53BP1-Foci in HSC4 -Zellen bestätigt. Eine
deutlich erhöhte Anzahl von DSBs bei einer verzögerten CHK1-Aktivierung konnte
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auch von anderen beobachtet werden. So zeigten Guervilly et al. (2008) [52] nach
Inhibition von CHK1 und Induktion von DNA-DNA-Vernetzungen ebenfalls eine
höhere Anzahl an DSBs.
Die höhere Anzahl an RAD51- und 53BP1-Foci in den MMC-empfindlichen

FaDu-Zellen nach 24 h könnte aber auch als Defekt in der Reparatur von DNA-
DNA-Vernetzungen mittels HR gewertet werden. So konnte für HR-Mutanten gezeigt
werden, dass 24 h nach Behandlung noch deutlich mehr RAD51-Foci vorlagen im
Vergleich zum Wild-Typ [79].

Darüber hinaus wurde beobachtet, dass sowohl in den resistenten als auch den
empfindlichen Zellen mehr RAD51- als 53BP1-Foci auftraten. Dies könnte darauf
zurückzuführen sein, dass RAD51 nicht nur reine DSBs erkennt, sondern auch für
die Stabilisierung von Replikationsgabeln verantwortlich ist [56, 137]..

6.6.2 Zellzyklusverteilung nach MMC-Schädigung

Im Weiteren wurde die Hypothese überprüft, ob die MMC-empfindliche Zelllinie
FaDu im Vergleich zur MMC-resistenten Zelllinie HSC4 aufgrund der geringe-
ren S-Phase-spezifischen Schadensantwort mittels CHK1 eine verminderte S/G2-
Zellzyklusantwort aufwies. Für die Untersuchung wurden die Zellen mit MMC
geschädigt und die zeitliche Veränderung im Anteil an S/G2-Phase-Zellen über-
prüft. Es zeigte sich deutlich, dass MMC-empfindliche FaDu-Zellen einen deut-
lich geringer ausgeprägten Arrest in der S/G2-Phase zeigten als MMC-resistente
HSC4 -Zellen (vgl. Abbildung 5.23). Dieser setzte deutlich später im Vergleich zur
MMC-resistenten HSC4 -Zellen ein und spiegelt damit sehr deutlich die verminderte
S-Phase-spezifischen Schadensantwort wider. Darüber hinaus konnte der S/G2-
Arrest in HSC4 -Zellen bereits 24 h nach MMC-Schädigung wieder aufgehoben
werden. Für BRCA1-mutierten Zellen konnte ebenfalls ein deutlich längerer Arrest
in der S/G2-Phase nach MMC-Schädigung im Vergleich zum Wildtyp beobachtet
werden [178]. Die deutlich frühere Arretierung der resistenten Zellen gewährte damit
eine frühere Aktivierung der ICL-Reparatur mittels HR und ein frühzeitiges Anhal-
ten der Replikation. Dies verhinderte das Zusammentreffen von Replikationsgabeln
und DNA-DNA-Vernetzungen mit einer geringeren Schädigung der Zellen. Dies
spiegelte sich auch in der frühzeitigen Auflösung des S/G2-Arrestes 24 h nach
MMC-Schädigung wider. Auch die extrem MMC-sensitiven FA-Zellen zeigen keine
Auflösung des G2-Arrest 24 h nach Behandlung, vergleichbar mit den hier unter-
suchten FaDu-Zellen [18]. Dies konnte ebenfalls in BRCA1 mutierten Zellen nach
MMC-Schädigung beobachtet werden [178].
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6.7 Abgrenzung zwischen der HR-Kapazität und der zellulären
MMC-Empfindlichkeit

Um sicherzustellen, dass die Resistenz gegenüber MMC in Zelllinien mit einer
geringen HR-Kapazität tatsächlich auf den DSB-Reparaturweg mittels HR zurück-
zuführen war, wurde in diesen Zellen RAD51 mittels siRNA inhibiert und das
zelluläre Überleben nach MMC-Schädigung untersucht. Die MMC-resistente Zellli-
nie zeigte eine deutliche Abhängigkeit von RAD51, bei der das Überleben um 75 %
reduziert werden konnte. Für die MMC-empfindliche Zelllinie FaDu wurde keine
weitere Steigerung der Empfindlichkeit beobachtet. Die beobachtete MMC-Resistenz
in HSC4 -Zellen war damit eindeutig auf eine kompetente Reparatur mittels HR
zurückzuführen. Es konnte so ausgeschlossen werden, dass die Zellen auf alternative
Reparaturmechanismen wie NHEJ oder SSA zurückgriffen, wie bereits mehrfach
beschrieben [16, 99].

Außerdem wurde überprüft, wie sich die Inhibition von RAD51 auf die HR-
Kapazität, also die Reparatur von zwei-endigen DSBs auswirkte. Dafür wurde die
HR-Kapazität nach Inhibition von RAD51 durch den RAD51-Inhibitor RI-1 in UT-
8 -, FaDu- und HSC4 -Zellen untersucht. Nur in Zellen mit einer hohen HR-Kapazität
konnte eine starke Reduktion der HR-Kapazität um den Faktor 3,3 beobachtet
werden. Das Ausmaß der Reduktion entsprach dabei der Reduktion, wie sie auch
von anderen Gruppen beobachtet wurde, die RAD51 mittels RI-1, mittels siRNA
oder microRNA inhibierten [16, 46, 164]. In der MMC-resistenten und der MMC-
sensitiven Zelllinie, mit bereits vorher beobachteter geringer HR-Kapazität, konnte
diese nicht weiter durch Inhibition von RAD51 gesteigert werden. Dies bestätigt,
dass beide Zelllinien eine defekte DSB-Reparatur mittels HR von zwei-endigen DSBs
aufweisen.

6.8 Modell

Zusammenfassend zeigen die Daten dieser Arbeit erstmalig, dass bei einer hohen Ex-
pression eines Reparaturproteins wie RAD51 nicht automatisch eine hohe Kapazität
des Reparaturkomplexes zu erwarten ist. So konnte sehr klar an zwei verschiedenen
Tumorentitäten beobachtet werden, dass die Reparaturleistung bei Überschreiten
eines optimalen Niveaus wieder abnimmt.
Darüber hinaus zeigt diese Arbeit, dass von dieser beobachteten verminderten

HR-Kapazität der Reparatur eines zwei-endigen DSBs nicht immer eine höhere
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Empfindlichkeit gegenüber DNA-DNA-vernetzenden Agenzien abzuleiten ist. Viel-
mehr macht diese Arbeit sehr deutlich, dass zwischen einem zwei-endigen DSB
und einem Replikations-assoziierten bzw. einem aus einer DNA-DNA-Vernetzung
hervorgehenden DSB unterschieden werden muss. Damit können die bestehenden
wissenschaftlichen Kenntnisse sehr deutlich erweitert werden und es wird ein neu-
es Modell zur Reparatur von DNA-Schäden an Replikationsgabeln mittels HR
vorgeschlagen (vgl. 6.1).

Abbildung 6.1: Modell zur Erklärung der unterschiedlichen MMC-Empfindlichkeit
in Zellen mit einer hohen RAD51-Expression (modifiziert nach folgenden Quellen:
[108, 139].
Die Erklärung befindet sich im Text. ATR Ataxia-Telangiectasia-mutated and Rad3-
related, ATRIP ATR-interacting protein, CHK1 Checkpoint Kinase 1, DSB Doppel-
strangbruch, RPA Replication protein A

Abbildung 6.1 zeigt das vorgeschlagene Modell, mit dem das unterschiedliche zellu-
läre Überleben nach MMC-Schädigung in Zellen mit einer hohen RAD51-Expression
erklärt werden könnte. In MMC-resistenten Zellen verläuft die Reparatur eines
Replikations-assoziierten DSBs wie in Zellen mit moderater RAD51-Expression gut
kontrolliert. Nach Induktion der Replikations-assoziierten DSBs wird die Replika-
tionsgabel durch CHK1 geschützt. RPA bindet die ssDNA und die Signalkaskade
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über ATRIP-ATR-CHK1 wird sofort aktiviert. Dies ermöglicht die kontrollierte
Aktivierung der HR, des FA-Komplexes, des S/G2-Arrestes sowie das Anhalten von
Replikationsgabeln, was das resistente Verhalten der Zellen nach MMC-Schädigung
erklärt. In MMC-empfindlichen Zellen dagegen kommt es nach Induktion eines
Replikations-assoziierten DSBs zur unkontrollierten Bindung von RAD51 an ss-
DNA, die zuvor nicht mit RPA geschützt wurde. Ursache für das unkontrollierte
Binden von RAD51 könnte die hier beobachtete geringere CHK1 Expression sein,
wodurch Replikationsgabeln nicht geschützt werden und die hohe Menge an RAD51
kompensatorisch eingreift [108, 137]. Wahrscheinlich ist auch das stöchiometrische
Proteingleichgewicht zwischen RPA und RAD51 nicht ausgeglichen, wodurch es auf-
grund der hohen Affinität von RAD51 zu ssDNA zur direkten Bindung von RAD51
an ssDNA kommt [30, 127, 147]. Somit kommt es zu einer verminderten Bindung
von RPA an ssDNA, wodurch die DNA-Schadensantwort über RPA-ATRCHK1
nicht aktiviert wird [26]. Das Resultat dessen ist ein Defekt in der Aktivierung der
HR, des FA-Komplexes, des S/G2-Phase-Arrests und das Anhalten der Replikation
[11, 26, 78, 122]. Dabei kommt es durch die parallel auftretende verminderte Zellzy-
kluskontrolle zusätzlich zu einer wesentlich höheren Schadensinduktion mit einer
höheren Anzahl von DSBs.

Dieses Modell wird durch die Arbeit von Nakanishi et al. (2011) [113] unterstützt.
Diese konnte deutliche Unterschiede in der Reparatur von zwei-endigen DSBs sowie
DNA-DNA-Vernetzungen mittels HR unter Verwendung von verschiedenen Plasmid-
Konstrukten zeigen. Darüber hinaus konnte die Reparatur mittels HR Replikations-
assoziiert durch Verwendung von Konstrukten, die einen Replikationsursprung
tragen, untersucht werden. So konnten für verschiedene HR-Mutanten (BRCA2−/−,
BRCA1−/− und FANCA−/−) besonders unter Replikation deutlich unterschiedliche
Effekte auf die Reparatur von zwei-endigen DSBs und DNA-DNA-Vernetzungen
mittels HR gezeigt werden. In zukünftigen Studien sollte somit immer sehr klar
zwischen der HR an Replikationsgabeln und der HR an einem zwei-endigen DSB
unterschieden werden.
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Abkürzungsverzeichnis

53BP1 p53-bindendes Protein 1
9-1-1-Komplex Rad9-Rad1-Hus1-Komplex
ATM Ataxia-Telangiectasia-mutated
ATR Ataxia-Telangiectasia-mutated and Rad3-related
ATRIP ATR-interacting protein
BCA Bicinchoninsäure-Lösung
BER Basenexzisionsreparatur
BD Basenschaden
BIR Breakage induced-Replication
BLAP75 Bloom-associated protein of 75 kD
BLM Bloom’s syndrome protein
BrCa Brustkrebstumor
BRCA1 breast cancer Gen 1
BRCA2 (FANCD1) breast cancer Gen 2
BRIP1 BRCA1-interacting protein 1
BSA Bovines Serum Albumin
CEB Cytoplasmic Extraction Buffer
CHK1/ Checkpoint Kinase 1/2
CtIP C-terminal-binding protein interacting protein
DAPI Diamidinophenylindol
DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium
DMSO Dimethylsulfoxid
DNA-PK DNA-dependent protein kinase
DNA-PKCS DNA-dependent protein kinase catalytic subunit
DSB DNA-Doppelstrangbruch
dsDNA doppelsträngige DNA
DTT Dithioerythritol

weiter auf der nächsten Seite
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Fortsetzung von Tabelle 6.1
EDTA Ethylendiamintetraessigsäure
EdU 5-ethynyl-2’-deoxyuridine
ein-endiger DSB Doppelstrangbruch mit einem offenen Ende
ELU Elutionspuffer
EQU Equilibrierungspuffer
LYS Lysispuffer
ERCC1 Excision repair cross complementation group 1
FA Fanconi Anemia
FAAP24 Fanconi Anämie assoziiertes Protein 24
FANCA–C/D2/E–G/I/L/M Fanconi A–C/D2/E–G/I/L/M
FANCD1 (BRCA2) Fanconi D1
FANCD2 Fanconi D2
FANCN (PALB2) Fanconi N
FANCO (RAD51C) Fanconi O
FCS Fötales Kälberserum
EtBr Ethidium Bromid
HJ Holliday-Junction
hMSH2–6 human MutS Homolog 2–6
HNSCC Kopf-Hals-Tumore
HPV Humanes Papillomavirus
HR Homologe Rekombination
ICL-Reparatur Reparatur von DNA-DNA-Vernetzungen
KCl Kaliumchlorid
MDA-231/468 MDA-MB-231/468
MEB Membrane Extraction Buffer
MgCl2 Magnesiumchlorid
MMC Mitomycin C
NaCl Natriumchlorid
NaOH Natriumhydroxid
NBS1 Nijmegen-Breakage-syndrom 1
NEB Nuclear Extraction Buffer
NER Nukleotidexzisionsreparatur
NEU Neutralisationspuffer
NHEJ Nicht-homologes Enjoining
PI3K Phosphoinositid-3
PALB2 (FANC N) Partner and localizer of BRCA2

weiter auf der nächsten Seite
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Fortsetzung von Tabelle 6.1
PBS Phosphatgepufferte Salzlösung
PCNA Proliferating cell nuclear antigen
PEB Pellet Extraction Buffer
PI Propidium Iodid
Pol η/δ/ε/ζ Polymerase η/δ/ε/ζ
RES Resuspensionspuffer
RNase Ribonuklease A
RNF168 RING finger nuclear factor 168
RPA Replication protein A
RPMI Roswell Park Memorial Institut
SDS Sodiumdodecylsulfat
SDS-PAGE SDS-Polacrylamid-Gelelektrophorese
SDSA Synthesis-despendent strand Annealing
SSA Single-Strand Annealing
SSB Einzelstrangbruch
ssDNA einzelsträngige DNA
TA Triamcilone acetonide
TBS Trispuffer
TLS Translesionsythesis
UT-14/15/5/8 UTSCC-14/15/5/8
UV-Strahlung Ultraviolette Strahlung
WRN Werner syndrome protein
XPF Xeroderma Pigmentosum group F
XRCC1–4 X-ray cross-complementig 1–4
WASH Waschpuffer
zwei-endiger DSB Doppelstrangbruch mit zwei offenen Enden





Auflistung der Gefahrstoffe nach GHS

Tabelle 6.2: Auflistung der Gefahrstoffe nach GHS.

Bezeichnung Gefahrensymbol H-Sätze P-Sätze

DTT GHS07 302, 315, 319 305+352,
305+351+338

EDTA GHS07 319 305+351+338
Ethanol GHS02 225 403+233
EtBr GHS06, GHS08 341, 330, 302 281, 302+352,

305+351+338,
304+340, 309+310

Formaldehyd GHS05, GHS06,
GHS08

351, 331, 311, 301,
314, 317

301+310,
303+361+353,
305+351+338,
320, 361, 405, 501

HCl GHS05, GHS07 290?, 314?, ?335? 234, 360, 304+340,
303+361+353,
305+351+338,
309+311, 501

Kristallviolett GHS05, GHS07,
GHS08, GHS09

351, 302, 318, 410 273, 280,
305+351+338,
308+313

Kupfer(II)-sulfat-
Lösung

GHS07, GHS09 302, 319, 315, 410 273,
305+351+338,
302+352

Methanol GHS02, GHS06,
GHS08

225, 331, 311, 301,
370

210, 233, 280,
302+352

weiter auf der nächsten Seite
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Fortsetzung von Tabelle 6.2
Bezeichnung Gefahrensymbol H-Sätze P-Sätze
ß-
Mercaptoethanol

GHS02, GHS06,
GHS08

301, 310, 330, 315,
318, 410

280, 273, 302+352,
304+340,
305+351+338,
309, 310

MMC GSH06, GSH08 300,251 264, 281, 301+310
NaOH GSH05 314, 290 280,

301+330+331,
309+310,
305+351+338

2-Propanol GSH02, GSH07 225, 319, 336 210, 233,
305+351+338

PI GSH07 315, 319, 335 261, 305+351+338
SDS GSH02, GSH06 228, 311, 302, 335,

315, 319
210, 280, 304+340,
305+351+338,
309+310

Tris GSH07 315, 319, 335 261, 305+351+338
Triton X-100 GSH05, GSH07,

GSH09
302, 318, 411 273, 280,

305+351+338
* GHS Global harmonisiertes System zur Einstufung und Kennzeichnung von
Chemikalien
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