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Ziel der Dissertation

1. Ziel der Dissertation

In dieser Dissertation soll die Rolle des Reparaturgens XRCC2 fur die Homologe
Rekombination und fir die Zellzyklusregulation untersucht werden. Insbesondere
soll die gegenseitige Beeinflussung von Reparatur und Zellzykluscheckpoints nach
DNA-Schéadigung durch das Chemotherapeutikum Topotecan studiert werden.

Es sind SNP’s (Single Nucleotide Polymorphisms) im XRCC2-Gen bekannt, die
dass individuelle Krebsrisiko einer Person steigern. Gleichzeitig geht der Verlust
von XRCC2 mit groRer Sensitivitdt gegentiber verschiedenen DNA-schadigenden
Substanzen wie ionisierender Strahlung und Mitomycin C einher. Es ist deshalb
sowohl von grundsétzlicher wie von klinischer Bedeutung zu klaren, ob diese
Sensitivitét allein durch den Reparaturdefekt oder auch durch die Verdnderungen im
Zellzyklus bedingt ist.

Die Idee, die hinter dieser Arbeit steht ist, mit Hilfe des Topotecans in XRCC2-
defizienten und normalen Zelllinien Doppelstrangbriiche zu erzeugen. Nach der
Inkubation mit Topotecan erhalten die Zellen Zeit zur Reparatur der DNA-
Doppelstrangbriiche. Nach unterschiedlich langen Reparaturzeiten sollen die
Doppelstrangbriiche mit Hilfe von YH2AX-Foci visualisiert und deren Anzahl pro
Zellkern ermittelt werden. Auf diese Weise ist es mdglich, die Fahigkeit DNA-
Doppelstrangbriiche zu reparieren zwischen der XRCC2-defizienten und der
intakten Zelllinie direkt zu vergleichen. Dadurch kann man Riickschlisse auf die
Bedeutung von XRCC2 fir die Homologe Rekombination schlielen.

Um den Mechanismus der Homologen Rekombination und die Funktion der daran
beteiligten Proteine zu verstehen, ist es notwendig, den Zellzyklus und seine
Regulationsmechanismen mit einzubeziehen. Ob ein von XRCC2 abhangiger
,cross-talk zwischen Homologer Rekombination und Zellzyklusregulation besteht,
soll mit Hilfe von Zellzyklusuntersuchungen mittels Durchflusszytometrie, BrdU-

Einbau sowie Western Blots untersucht werden.



Einleitung

2. Einleitung

Die wesentliche Voraussetzung fir das Uberleben von Zellen, Geweben und
Organismen ist, dass sie die Integritat ihrer DNA erhalten kdénnen und sie damit
unveréndert an die Tochterzellen weitergeben kénnen. In jeder Zelle werden durch
verschiedene Einflusse jedoch ununterbrochen DNA-Schaden verursacht, die diese
Integritdt gefahrden. Denn DNA-Schaden kénnen zu Mutationen flhren, die das
Absterben einer Zelle oder deren Entartung bewirken kénnen. Um dieser Gefahr zu
begegnen verfiigen Zellen Uber verschiedenste Mechanismen zur Erhaltung ihrer
genetischen Stabilitat.

DNA-Schaden werden durch &ulere Einflisse wie UV-Licht, ionisierende Strahlung
und mutagene Substanzen wie zum Beispiel Chemotherapeutika verursacht. Sie kénnen
aber auch spontan oder wahrend der Replikation entstehen (Haber 1999,
Kowalczykowski 2000). In seltenen Fallen treten DNA-Schaden physiologischerweise
auf. Dies ist zum Beispiel wéhrend des Crossing-Over zu Steigerung der genetischen
Variabilitat in der Meiose (Sun et al. 1989) und wahrend der V(D)J-Rekombination
(Roth und Craig 1998) der Fall. Pro Tag entstehen in jeder lebenden Zelle bis zu
20.000 DNA-Schéden (Pfeiffer et al. 2000). Dennoch kommt es in gesunden
Séugetierzellen spontan nur zu etwa einem Nucleotid-Austausch pro 10° Basenpaaren
pro Zellgeneration (Janning und Knust 2004). Stellt man diese Zahlen einander
gegenliber, so wird Kklar, dass Zellen Uber sehr effektive Reparaturmechanismen
verfiigen massen.

Abhdngig vom Typ des DNA-Schadens (Basenschaden, Zuckerschaden,
Strangvernetzung etc.) existieren verschiedene spezifische Reparaturmechanismen. In
dieser Arbeit wurde ausschlieBlich die Reparatur der DNA-Doppelstrangbriiche
untersucht.

DNA-Doppelstrangbriiche machen weniger als 1% aller DNA-Schéden aus. Dennoch
kommt ihnen eine besondere Bedeutung zu. Durch einen Doppelstrangbruch kann es
zum Verlust von genetischer Information kommen, da beide Strdnge beschédigt sind
und so kein komplementérer Strang zur Reparatur zur Verfligung steht. Dies wiederum
kann Chromosomenaberrationen, Zelltod oder maligne Entartung bewirken. Umso
wichtiger ist es, dass effektive Reparaturmechanismen zur Beseitigung der DNA-

Doppelstrangbriiche existieren.
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Eukaryotischen Zellen stehen verschiedene Mechanismen zur Reparatur von DNA-
Doppelstrangbriichen zur Verfligung. Dabei verfuigen Zellen tber homologe und nicht-
homologe Verfahren (Pfeiffer et al. 2000).

Der grofite Teil an Doppelstrangbriichen, die in einer Zellen anfallen wird durch das
Nicht-homologe Endjoining (NHEJ) repariert. Daflr sind keine homologen DNA-
Sequenzen notwendig. Es werden lediglich die freien Enden eines Doppelstrangbruches
ligiert. Im Zuge dieses Prozesses konnen Kkleinere oder groRere Deletionen und
Insertionen auftreten, was diesen Reparaturmechanismus ungenau macht. Da das
Genom aber zu tber 90% aus Sequenzen besteht, die nicht fiir Proteine kodieren, sind
kleine Veranderungen meistens zu tolerieren. Oder es kénnen Gene betroffen sein, die
fiir das Uberleben der Zelle nicht essentiell sind (Pfeiffer et al. 2000, Pfeiffer 1998).

In der vorliegenden Arbeit wird ausschlief3lich die Doppelstrangbruchreparatur tber die
Homologe Rekombination (HR) untersucht. Man kann konservative und nicht-
konservative Unterformen der Homologen Rekombination unterscheiden. Die
konservativen Formen konnen sicherstellen, dass die geschadigte DNA-Sequenz
vollstandig und prazise wieder hergestellt wird (Pfeiffer et al. 2000).

Die nicht-konservative Homologe Rekombination wird auch als ,single-strand
annealing™ (SSA) bezeichnet. Diese Form der homologen Rekombination kommt zum
Einsatz, wenn ein Doppelstrangbruch zwischen zwei repetitiven Sequenzen (Repeats)
liegt. Die freien 5°-Enden des Doppelstrangbruchs werden abgebaut, so dass lange freie
3 -einzelstrangige Uberhange entstehen. Im nachsten Schritt lagern sich die homologen
Sequenzen beider Repeats aneinander an. Die nicht-homologen Abschnitte werden
endonukleolytisch entfernt und entstandene Liicken durch DNA-Synthese aufgefullt.
Bei dem SSA geht sowohl eine der repetitiven Sequenzen sowie der gesamte DNA-
Abschnitt zwischen zwei Repeats verloren. Sie flhrt also regelhaft zu ausgedehnten
Deletionen und wird maoglicherweise von Saugern nur selten benutzt (Lin et al. 1984),
(Abb. 2.1).
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DNA-Doppelstrangbruch zwischen 2 repetitiven Sequenzen

e— Durch 5°-3"-Abbau entstehen freie 3 -Enden.
/ Die homologen Sequenzen der Repeats lagern sich
aneinander an.

Die nicht homologen DNA-Abschnitte werden
endonukleolytisch entfernt und die freien DNA-Enden
ligiert.

Abb. 2.1: SSA-Modell nach Lin et al. (1984)

Fur die konservative Homologe Rekombination wird eine zweite DNA-Sequenz
benotigt, die in der Basenabfolge vollstindig dem DNA-Abschnitt um den
Doppelstrangbruch herum entspricht (homolog). In der Regel sind diese homologen
Abschnitte 400 Basenpaare und langer. Derartige Homologien finden sich nach
abgelaufener Replikation auf dem Schwesterchromatid (Johnson und Jasin 2000), oder
auf dem homologen Chromosom (dem zweiten Allel). Es gibt drei Modelle, die den
Ablauf der konservativen Homologen Rekombination beschreiben. Die Homologe
Rekombination iiber Genkonversion nach Szostak, das ,,synthesis-dependent strand
annealing™ (SDSA) und die ,,break-induced replication” (BIR) (Pfeiffer et al. 2000).

Bei der Homologen Rekombination durch Genkonversion (bei der Erstbeschreibung
durch Szostak et al. 1983 auch DSBR-Modell genannt, Abb. 2.2) werden im ersten
Schritt zunachst die freien Enden des Doppelstrangbruches bearbeitet. Dabei wird
jeweils ein Strang von 5" nach 3 abgebaut, so dass freie 3"-Enden entstehen. Der
homologe Donorstrang wird entwunden. Durch diese Auftrennung der komplementaren
Einzelstrange entsteht ein sogenannter ,,D-Loop“. Die Strdnge mit freiem 3"-Ende
werden dann in diesen D-Loop herangefiihrt und den homologen Sequenzen angelagert.
Die fehlenden Basen werden komplementér zum Donorstrang neu synthetisiert und
ligiert. Durch das Aneinanderlagern von den insgesamt 4 Einzelstrdngen entsteht eine
sogenannte Heteroduplex, die von den kreuzenden DNA-Einzelstrdngen begrenzt ist.

Die kreuzenden DNA-Einzelstrange werden als ,,Holliday Junctions® bezeichnet. Damit
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sich die beiden DNA-Doppelstrange nach der Neusynthese der fehlenden Nukleotide
wieder voneinander trennen koénne, mussen die Holliday Junctions mit Hilfe einer
Endonuklease aufgelost werden. Je nachdem zwischen welchen freien DNA-Enden
nach der Auflésung der Holliday Junctions die Religation statt findet, kann es zu einem
,Crossing-Over< kommen. In der Entwicklungsgenetik ist das ,,Crossing-Over®, das
ebenfalls in der Meiose statt-findet, fir die Pluralitat des Erbgutes sehr wichtig,

wahrend es fir eine effektive Doppelstrangbruch-Reparatur kaum von Bedeutung ist.

DNA-Doppelstrangbruch

— Durch 5°-3"-Abbau entstehen freie 3'-Enden.
Die geschiidigte DNA lagert sich an eine homologe
Sequenz an.

— Es kommt zur Ausbildung einer Replikationsgabel und zur
DNA-Synthese.

Die fehlenden Basen werden komplementir zum

_fy_ Donorstrang neu synthetisiert und ligiert.

O O

ohne Cross-Over mit Cross-Over

Abb. 2.2: DSBR-Modell nach Szostak et al. (1983)

Auch bei dem SDSA- Modell (Abb. 2.3) erfolgt zunachst die Stranginvasion der freien
3’-Enden und die Anlagerung an die homologe Sequenz des Donorstranges. Die
anschlieBende Reparatursynthese erfolgt allerdings nur soweit, bis die Neusynthese an
den freien 3"-Enden zu einer Uberbriickung der Liicke gefiinrt hat, die nun durch
erneute Strangpaarung wieder geschlossen werden kann. Als entscheidender
Unterschied zum zuvor beschriebenen Szostak-Modell kommt es in diesem Fall zur
Auflésung der Heteroduplices ohne dass diese eingeschnitten werden. Die
neusynthetisierten Enden lésen sich vom Donorstrang ab, paaren erneut miteinander

und hinterlassen den Donostrang vollig unverandert. Die noch bestehende Liicke kann
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dann mit dem komplementdren DNA-Strang als Matrize geschlossen und die
Bruchenden durch die DNA-Ligase miteinander verknlpft werden (Paques und Haber
1999).

DNA-Doppelstrangbruch

Durch 5°-3"-Abbau entstehen freic 3"-Enden.
Die geschadigte DNA lagert sich an eine homologe Sequenz
an.

; x Es kommt zur Ausbildung ciner Replikationsgabel und zur
DNA-Synthese,

bis die freien 3"-Enden des geschadigten DNA-Stranges

einander tiberlappen.

> >

- Die Reparatursynthese wird mit dem komplementaren DNA-
Strang als Matrize beendet und die Bruchenden ligiert.

Es hat kein crossing-over statt gefunden.

Abb. 2.3: SDSA-Modell nach Pagues und Haber (1999)

Die break-induced Replikation (BIR) ist dem SDSA verwandt. Hier paart sich jedoch
nur ein Bruchende mit dem Donorstrang. Das andere Ende kann vollstandig durch
Exonukleasen abgedaut werden, so dass sich die DNA-Synthese bis zum Ende des
Chromosoms erstrecken kann (long patch). Dieser Mechanismus kommt in Hefezellen
bei dem Erhalt von Telomeren sowie bei der Reparatur von gebrochenen
Replikationsgabeln zum Einsatz (Kraus et al. 2001, Paques und Haber 1999), (Abb.
2.4).

10
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DNA-Doppelstrangbruch

Ein Ende des DNA-Doppelstrangbriches wird
vollstandig abgebaut, so dass nur ¢in freies 3"-Ende
stehen bleibt, welches sich an die homologe DNA-
Sequenz anlagert.

Die DNA-Synthese kann sich bis zum Ende des
Chromosoms erstrecken,
( [y

eignet sich somit z7um Erhalt von Telomeren und kann
bei gebrochenen Replikationsgabeln zuom Einsatz
kommen.

Abb. 2.4: BIR-Modell nach Paques und Haber (1999) und Kraus et al. (2001)

An der homologen Rekombination sind zahlreiche Proteine beteiligt. In erster Linie
gehoren sie der RAD52-Familie an (Symington 2002).

Der Abbau der freien Enden des Doppelstrangbruches von 5° nach 3" wird durch den
Mrell/Rad50/Nbs1-Komplex vermittelt. Der genaue Ablauf ist jedoch noch unklar,
denn Mrell besitzt in vitro lediglich eine 3°-5"-Exonukleaseaktivitdt die somit
gegenléaufig arbeitet (Paull und Gellert 1998, Trujillo et al. 1998). An die freien 3'-
Enden des Doppelstrangbruches bindet dann zunachst schiitzend das Protein RAD52. Es
ist an der Rekrutierung von RPA (Replication Protein A) und RAD51 an den
Doppelstrangbruch beteiligt. RAD5L1 ist in der Lage an der DNA zu polymerisieren und
Nukleoproteinfilamente auszubilden. Die Bildung der RAD51-Nukleoproteinfilamente
mit  Verdrangung von RPA aus der ss-DNA-Bindung  ist  der
geschwindigkeitsbestimmende Schritt der Homologen Rekombination und ermdglicht
unter ATP-Verbrauch die folgende Stranginvasion und homologe Paarung (Benson et
al. 1994, Ogawa et al. 1993, Sung und Robberson 1995, Baumann und West, 1998).
Durch die Stranginvasion in den intakten Donorstrang Uberkreuzen sich die DNA-
Strange zu Holliday Junctions. Anschliel3end erfolgte die Paarung der komplementéren

Basen zwischen gebrochenem und Donorstrang. An den freien 3"-Enden des

11
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gebrochenen Doppelstranges konnen dann DNA-Polymerasen mit der DNA-Synthese
beginnen und die fehlende DNA-Sequenz synthetisieren. Dabei wandern die
Uberkreuzungsstellen der beiden DNA-Molekiile mit der Replikationsgabel mit (branch

migration). Die Trennung der DNA-Strange ist abhéngig vom jeweiligen Modell (s.0.).

RADSL1 ist ein hochkonserviertes Protein, das von Hefen bis zum Menschen in allen
Zellen vor kommt. Das bakterielle RecA und das in der Hefe Saccharomyces cerevisiae
vorkommende Rad51p weisen zu 59% eine nahezu identische Aminosauresequenz auf.
Zwischen Rad51p und dem humanen RAD5L1 sind es sogar 83% (Baumann und West
1998, Shinohara et al. 1993). Mutationen in RecA und RAD51 verursachen Defekte in
der Fahigkeit einer Zelle zur Rekombination und eine extrem hohe Sensitivitét
gegenuber zahlreichen DNA-schadigenden Substanzen.

In hoheren Organismen existieren funf dem RADS51 in der Aminoséuresequenz sehr
ahnliche Proteine: XRCC2, XRCC3, RAD51B, RAD51C, RAD51D, die sogenannten
RAD51-Paraloge (Albala et al. 1997, Cartwright et al. 1998, Dosanjh et al. 1998, Liu et
al. 1998, Pittman et al. 1998, Tambini et al. 1997, Tebbs et al. 1995). In humanen Zellen
haben die 5 Paraloge zu 20 bis 30% eine identische Aminosduresequenz mit humanem
RAD51. Untereinander gleicht sich ihre Aminosauresequenz zu etwa 30% (Thacker
1999).

In dieser Arbeit soll die Funktion des RAD51-paralogen Proteins XRCC2 (X-Ray cross-
complementing) untersucht werden. Seinen Namen tragt das Protein auf Grund seiner
Fahigkeit, die Sensitivitat von irs1-Hamsterzellen gegentber ionisierender Strahlung zu
komplementieren (Tambini et al. 1997, Cartwright et al. 1998, Liu et al. 1998). Irsl1-
Zellen zeigen nicht nur eine erhohte Sensitivitdt gegenuber DNA-schadigenden
Substanzen sondern auch eine gesteigerte spontane genetische Instabilitdt mit einer
erhohten Mutationsrate (Thacker et al. 1994), Chromosomenaberrationen (Tucker et al.
1991) und chromosomaler Non-Disjunction (Griffin et al. 2000). Komplementiert man
die irs1-Zelle mit dem XRCC2-Gen, so verringert sich die Sensitivitat der Zelllinie
gegenliber DNA-schédigenden Substanzen. Sie entspricht dann annahernd der
Sensitivitat von der parentalen VV79-Zelllinie. Auf Grund dieser Beobachtung und der
Tatsache, dass das XRCC2-Protein im Nukleus lokalisiert ist (O’Regan et al., 2001),
steht fest, dass es in erster Linie DNA-protektive Funktionen in der Zelle wahr nimmt.

12
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Es konnte gezeigt werden, dass die Anwesenheit von XRCC2 fiur die Bildung von
RADS51-Foci nach Bestrahlung notwendig ist (O'Regan et al., 2001). Die Basis fur die
Bildung von RAD51-Foci ist die Bildung von Nukleoproteinfilamenten aus RAD51-
Polymeren, die sich an einen DNA-Doppelstrangbruch anlagern. Ein Rad51-Focus
reprasentiert also einen Doppelstrangbruch, der durch Homologe Rekombination
repariert wird (Haaf et al. 1995, Raderschall et al. 1999). XRCC2 spielt eine
entscheidende Rolle fur die Bildung der Rad51-Nukeloproteinfilamente und ist somit in
die Homologe Rekombination involviert.

Es konnte bereits gezeigt werden, dass das zu RADS51 paraloge Protein XRCC3
essentiell fir die Reparatur Camptothecin-induzierter Doppelstrangbriiche an
blockierten Replikationsgabeln ist (Arnaudeau et al. 2001). In dieser Arbeit wurden
Doppelstrangbriiche mit Hilfe des Camptothecin-Derivates Topotecan induziert und
untersucht, ob XRCC2 an der Reparatur dieser Doppelstrangbriiche beteiligt ist.
Topotecan wirkt als Inhibitor der Topoisomerase . Bei Topoisomerasen handelt es sich
um nukledre Enzyme, die die radumliche suprahelikale Struktur der DNA kontrollieren.
Dies ist fur die zelluldren Prozesse der Replikation und der Transkription wichtig, bei
denen es zu Torsionsstress in der Doppelhelix kommt. Dabei induziert die
Topoisomerase | einen Einzelstrangbruch, der dann eine Rotation des DNA-Stranges
um die eigene Achse erlaubt und zur Relaxation der DNA fihrt. Die Topoisomerase |
ist in der Lage, diesen Einzelstrangbruch auch wieder zu verschlieBen. Die
Topoisomerase | verfugt also sowohl ber Nuclease- als auch Ligaseaktivitat. Sie
arbeitet im Gegensatz zu der Topoisomerase Il unabhéngig von ATP.

Bindet Topotecan nun kovalent den Komplex aus Topoisomerase | und DNA
(,cleavable complex®), wird dadurch der Wiederverschluss des DNA-
Einzelstrangbruches verhindert. Trifft die fortschreitende Replikationsgabel auf das 5°-
Ende dieses cleavable complex, wird der Einzelstrangbruch in einen ein-endigen DNA-
Doppelstrangbruch (DSB) umgewandelt (Strumberg et al. 2000). Dieser kann, sofern er
von der Zelle nicht repariert wird, zum Zelltod fihren. Aufgrund dieses Mechanismus
ist die Wirkung von Topotecan uberwiegend auf Zellen in der S—Phase beschrankt
(Pommier, 2006). Diese topotecaninduzierten Doppelstrangbriiche werden durch
Homologe Rekombination repariert. Daher erweist sich Topotecan als besonders

geeignet um diesen Mechanismus isoliert zu untersuchen (Abb. 2.5).

13
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. Topoisomerase 1 . Topotecan

Abb. 2.5: a) Wahrend der Replikation setzt die Topoisomerase | Einzelstrangbriiche, um
entstehenden Scherungsstress abzubauen. b) Topotecan bildet zusammen mit der Topoisomerase |
und dem Einzelstrangbruch einen stabilen Komplex, so dass dieser nicht wieder verschlossen
werden kann. c) Trifft nun die Replikationsgabel auf den fixierten Einzelstrangbruch, so entsteht ein
ein-endiger Doppelstrangbruch.

Zur Beurteilung von DNA-Doppelstrangbrichen wurde das Histon H2AX mittels
fluoreszierender Antikorper als sogenannter Focus visualisiert und damit quantifizierbar
gemacht. Im umgebenden Chromatin des Doppelstrangbruchs wird innerhalb von
Sekunden das Histon H2AX zu yH2AX phosphoryliert, das dann mit Hilfe eines
spezifischen Antikorpers sichtbar gemacht werden kann. Damit ist es ein hoch
sensitiver Marker fur DNA-Doppelstrangbriiche (Rogakou et al. 2000). Da yH2AX-
Foci unabhédngig von der Homologen Rekombination noch vor Einsetzten des
Reparaturprozesses an den Doppelstrangbriichen entstehen, sind sie eine zuverléssige
Methode zur Darstellung von Doppelstrangbriichen unabhdngig von Defekten im
nachfolgenden Reparaturprozess.

Um sicherzustellen, dass eine korrekte Kopie des Genoms an die Tochterzelle
weitergegeben wird, existieren eine Reihe von Mechanismen, die den Zellzyklus
uberwachen: die Zellzykluscheckpoints (lliakis et al. 2003). Sie sind in der Lage,
geschéadigte DNA zu entdecken und aktiv eine Zellzyklusverzégerung oder einen

14
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vollstandigen Arrest des Zellzyklus auszuldsen. Dies gibt geschadigten Zellen gentigend
Zeit, DNA-Reparaturmechanismen zu aktivieren, um Schéden des Genoms zu
korrigieren, bevor diese an die Tochterzelle weitergegeben werden (Abraham, 2001).
Eine effektive Homologe Rekombination ist von zuverldassig funktionierenden
Zellzykluscheckpoints abhéngig.

Ein Zellzyklusarrest kann in Form von G1- S- und G2-Phase-Blocks in allen
Zellzyklusphasen auftreten. Es existieren verschiedene Typen von S-Phase-
Checkpoints, abhangig von dem vorliegenden DNA-Schaden (Bartek et al. 2004). Trifft
wahrend der S-Phase eine Replikationsgabel auf einen DNA-Schaden, wird diese
dadurch blockiert oder verlangsamt. Bei den Schéden kann es sich um einen
Doppelstrangbruch handeln. Viel haufiger liegt allerdings ein Einzelstrangbruch vor
(wie hier durch Topotecan). Die Replikation kann auf dem zweiten Strang kurzstreckig
weiterlaufen. Dadurch entstent ein verlangerter Abschnitt (400-300 Nts)
einzelstrangiger DNA. Dieser einzelstrangige DNA-Bereich ist ein geeignetes Signal
zur Checkpointaktivierung in der S-Phase. Das Signal wird durch spezifische Proteine
erkannt (Sensors), die es Uber Transduktionsproteine (Transducers) fortleiten, was
schliellich die Aktivierung von ausfihrenden Protein (Effectors) bewirkt. Diese
Effektorproteine Hemmen den Zellzyklusablauf und leiten die Reparatur des DNA-
Schadens ein (lliakis et al. 2003).

Ein wichtiges Protein zur Erkennung von langen einzelstrangigen DNA-Abschnitten
und sonstigen DNA-Schaden an Replikationsgabeln in der S-Phase ist die Proteinkinase
ATR (ATM- RAD3-like kinase). Sie phophoryliert H2AX und leitet als Sensorprotein
die Aktivierung des S-Phase-Checkpoints und die Doppelstrangbruchreparatur zum
Beispiel durch die Induktion von Nbsl (Zhao et al. 2000) ein. Auch die Kinase ATM
(Ataxia Teleangiectasia Mutated) kann den S-Phase-Checkpoint aktivieren. Allerdings
wird sie eher von DNA-Schaden aktiviert, die zundchst unabhé&ngig von den
Replikationsgabeln entstehen. Das zentrale Regulatorprotein des S- und G2-Phase-
Checkpoints ist Chkl (Checkpoint Kinase 1) (Abraham 2001, Bartek und Lukas 2003,
Liu et al. 2000, Takai et al. 2000). Es wird durch die Proteinkinase ATR zu Phospho-
Chkl1l phosphoryliert und damit aktiviert (Liu et al. 2000, Zhao et al. 2001). Die
Induktion von Chk1 bewirkt in der Zelle eine Phosphorylierung der Phosphatase
Cdc25a an Ser123 und dessen raschen Abbau (lliakis et al. 2003). Diese ist jedoch

15



Einleitung

notwendig fur die Aktivierung des Zyklin A-Cdk2-Komplexes, der die Aktivitat der
Origins aufrecht erhalt und somit die Initiation und den Fortschritt der Replikation in
der S-Phase (Donaldson und Blow 1999, Takisawa et al. 2000). Somit fiihrt die Cdc25a-
Degradierung zu einem Stopp der Replikation und zu einer Arretierung der Zelle in der
S-Phase. Eine alternative Signaltransduktion fuhrt vom Doppelstrangbruch tber die
Aktivierung von ATM und Chk2 (Checkpoint Kinase 2) ebenfalls zur Degradierung
von Cdc25a und hat somit den gleichen Effekt auf den S-Phase-Checkpoint (Falck et al.
2001, Kastan 2001), (Abb. 2.6).

Ve
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Abb. 2.6: Signaltransduktion des S-Phase-Checkpoints

Es konnte gezeigt werden, dass Chkl mit Rad51 direkt interagiert und dieses an der
Aminoséure Thr309 phosphoryliert wird. Chk1-defiziente Zellen sind ndmlich nicht in
der Lage, nach Inkubation mit Hydroxyurea einem Inhibitor der Ribonukleotidreduktase
Rad51-Foci zu bilden. Chkl ist also nicht nur ein Schlisselprotein der
Zellzykluscheckpoints sondern auch ein essentieller Aktivator der Homologen

Rekombination (Serensen, 2005). Dies zeigt, wie eng die beiden Prozesse miteinander
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verzahnt sind. Es ist jedoch anzunehmen, dass nicht allein Chk1 das Zusammenspiel
von Reparatur und Replikation steuert. Aus diesem Grund wurde in dieser Arbeit
untersucht, ob XRCC2 neben seiner Rolle in der Homologen Rekombination auch eine

Funktion in der Zellzyklusregulation besitzt.

Das Wissen um die genaue Funktion von DNA-Reparaturproteinen kann eine klinische
Relevanz haben. Ein Defekt von DNA-Reparaturmechanismen fihrt zur Anreicherung
von DNA-Schaden und somit zu Mutationen, die zu Krebserkrankungen beim
Menschen flihren konnen. Ein bekanntes Kklinisches Beispiel dafur ist das
Mammakarzinom, die hdufigste maligne Erkrankung der Frau. In der Altersgruppe der
35- bis 55-jahrigen Frauen ist das Mammakarzinom weltweit die hdaufigste
Todesursache. Eine Ursache fir ein erhohtes Erkrankungsrisiko sind Mutationen in den
Tumorsupressorgenen BRCAL und BRCA2. So werden in bis zu 80% der Félle des
familiar vererbten Mammakarzinoms Mutationen im BRCAL- und 2-Gen gefunden
(Stauber und Weyerstahl 2005). Sie sind beide an DNA-Reparaturprozessen beteiligt.
Insbesondere interagieren sie wie auch XRCC2 mit DNA-Reparaturproteinen, die an
der homologen Rekombination beteiligt sind. Das Wissen um den Zusammenhang von
Mutationen im BRCA1- und -2-Gen wird heutzutage zur individuellen
Risikoabschatzung von Patientinnen genutzt und ermdglicht in solchen Fallen eine
besonders intensive VVorsorge oder gar den Einsatz von elektiven Mammaablationen zur
Krebspravention.

Auch bei XRCC2 scheint es sich auf Grund Beteiligung an der Homologen
Rekombination um ein Tumorsupressorgen zu handeln. Es sind SNP’s im XRCC2-Gen
bekannt, die das individuelle Krebsrisiko einer Person steigern (Benhamou et al. 2004,
Han et al. 2004). Das Wissen um solche Mutationen kann wie auch bei BRCA1- und 2
die Maglichkeit einer individuellen Risikoabschatzung und somit eine Optimierung von
Vorsorge- und Screeningverfahren bei verschiedensten Krebserkrankungen beinhalten.
Die Kenntnis der genauen Funktion der Proteine in der DNA-Reparatur kann die
Maoglichkeit einer spezifischen, individuell abgestimmten Therapie beinhalten. In dem
Fall kann die Therapie an den Reparaturmechanismen angreifen, die in der Tumorzelle
defekt sind.
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3. Materialien und Methoden
3.1. Zelllinien und Zellkultur

Die Versuche wurden mit zwei Zelllinien durchgefiihrt. Die V79-Zelllinie sind
Lungenfibroblasten vom Hamster. Es handelt sich bei ihnen um die parentale Zelllinie
der irs1-Zelllinie. Sie ist eine von vier strahlensensiblen Mutanten der V79-Zelllinie
(irsl-4, ,jionizing radiation sensitive*), die mit Hilfe des Mutagens ENU (ethyl
nitrosurea) erzeugt wurden (Jones et al. 1987). Der Unterschied besteht darin, dass den
irs1-Zellen im Gegensatz zu den V79-Zellen das zu Rad51 paraloge Protein XRCC2
fehlt (Tambini et al. 1997, Cartwright et al. 1998, Liu et al. 1998). irs1-Zellen haben
eine erhohte Sensibilitdt gegentiber ionisierender Strahlung, UV-Licht, alkylierenden
und interkalierenden Substanzen wie z.B. Mitomycin C, die komplementare DNA-
Strange kovalent miteinander verbinden.

Die Zelllinien wurden in T75er Zellkulturflaschen® kultiviert. Sowohl fir die V79- als
auch fir die irs1-Zelllinie wurde als Kulturmedium RPMI? verwendet. Zu diesem wurde
10% fetales Kalberserum (FCS)® sowie 1% Penicillin/Streptomycin® gegeben.

Die Zellkulturen wurden bei 37°C, 5% CO, und 100% Luftfeuchtigkeit im Brutschrank
inkubiert.

Die Passagierung der Zellen erfolgte alle zwei bis drei Tage vor Erreichen der
Konfluenz. Dazu wurden die Zellen einmal in 10ml PBS® gewaschen und anschlieBend
mit Hilfe von 3ml 0,25% EDTA-Trypsin® gelost. SchlieRlich wurden sie in geringerer
Dichte erneut ausgesét.

Die Zelldichtebestimmung wurde an einem automatischen Zellzahler’ durchgefiihrt. Die
trypsinierten und in Medium resuspendierten Zellen wurden hierfir in 0,9% NaCl 1:50
verdunnt und in den Zellzéhler gegeben. Dabei wird die Zellsuspension in eine
Kapillare angesaugt. Dort entsteht eine Widerstandsédnderung, wenn die Zellen an einer
Elektrode vorbeistromen. Die Anzahl dieser Ereignisse entspricht der gemessenen
Zellzahl.

! Sarstedt — Tissue Culture Flask 75cm?

2 Gibco BRL, Eggenstein, Deutschland

% FBS Superior, Biochrom AG

* Penicillin Steptomycin, Gibco

®137 mM NaCl + 2,7 mM KCI + 2 mM KH2PO4 + 10 mM Na2HPO4 x 2H20, autoklaviert
6 5% Trypsin-EDTA, Gibco

" CASYII Zellcounter, Scharfe Systems

18



Materialien und Methoden

Die Stammkulturen wurden in flissigem Stickstoff gelagert. Dafiir wurden 1x10°
Zellen bei 1200 rpm fir 3 Minuten zentrifugiert’. Das Zellpellet wurde in 1,5ml
Medium mit 10% DMSO® resuspendiert und in ein 2ml Cryotube™ tberfiihrt. Das
Einfrieren erfolgte in drei Temperaturschritten. Zundchst wurden die Cryotubes fir drei
Stunden bei -20°C eingefroren. Es folgte eine Abkihlung auf -80°C Uber Nacht und
schlieRlich die Uberfiihrung in fliissigen Stickstoff bei -196°C.

3.2. Wachstumskurven
Um das Wachstumsverhalten der Zellen kennen zu lernen, wurden so genannte
Wachstumskurven ermittelt. Hierzu wurden in 16 T25er Flaschen jeweils 1x10° Zellen
ausgesat, taglich zwei Flaschen trypsiniert und deren Zellzahl am Zellzahler bestimmt.
Aus den Ergebnissen eines Tages wurde ein Mittelwert gebildet und so eine
Wachstumskurve erstellt.

3.3. Topotecan

Die Zellen wurden bei den Versuchen mit dem Chemotherapeutikum Topotecan™
behandelt, das in replizierenden Zellen DNA-Doppelstrangbriiche bewirkt. Es handelt
sich dabei um ein semi-synthetisches Derivat des Alkaloids Camptothecin, welches aus
der Rinde, den Wurzeln und den Friichten der Pflanze Camptotheca acuminata
gewonnen wird. Es wurde bereits in der traditionellen chinesischen Medizin zur
Behandlung maligner Tumore eingesetzt. Von der Schulmedizin wurde es 1966 zu
therapeutischen ~ Zwecken  wieder  eingesetzt.  Heutzutage werden  zwei
Camptothecinderivate Kklinisch genutzt, Topotecan und Irinotecan. Topotecan ist als
Zytostatikum  flr therapierefraktdre und metastasierte Ovarialkarzinome sowie
therapierefraktére kleinzellige Bronchialkarzinome (SCLC) in Deutschland zugelassen.
Topotecanhydrochlorid** wird in Pulverform geliefert und als 1ImMol Stock-L6ésung bei

-20°C eingefroren.

3.4. Kolonietest
Zur Ermittlung der Sensibilitat der Zellen gegenuber Topotecan wurde ein Kolonietest

durchgefuhrt. Zu diesem Zweck wurden die Zellen in T25er Flaschen ausgesat. 6

8 Laborfuge 400R, Heraeus Instruments
° Dimethyl sulphoxide, Sigma
%Cryogenic vial, Corning Incorporat

! calbiochem
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Stunden spéater erfolgte ein Mediumwechsel unter Zugabe von Topotecan in
unterschiedlicher Konzentration. Innerhalb einer Woche wuchsen die Zellen zu
Kolonien, welche mit 0,9%NaCl gewaschen und daraufhin fir finf Minuten mit 75%
Ethanol fixiert und mit Kiristallviolett angefarbt wurden. Die Anzahl gewachsener
Kolonien im Verhéltnis zur Zahl ausgesater Zellen ergibt die Plattierungseffizienz (PE).
Das Verhéltnis der PE von topotecan-behandelten Zellen zu der von unbehandelten

Kontrollzellen ergibt die konzentrationsabhangige Uberlebensfraktion (SF).

3.5. Zellzyklusmessung

Die Zellzyklusverteilung wurde am Durchflusszytometer’? anhand des DNA-Gehalts
der einzelnen Zellen einer Zellsuspension gemessen. Die DNA der Zellen wird, wie im
Verlauf beschrieben, mit dem fluoreszierneden Farbstoff Propidium-Jodid angeférbt.
Somit geht von jeder Zelle ein mittels Durchflusszytometrie messbares
Fluoreszenzsignal aus, welches proportional zum DNA-Gehalt der Zelle ist. Der DNA-
Gehalt einer Zelle wiederum ist von der Zellzyklusphase, in der sie sich befindet,
abhéngig. In der G1-Phase liegt ein einfacher DNA-Gehalt vor. Wahrend der S-Phase
nimmt dieser aufgrund von Replikation zu, bis in der G2-Phase schlieBlich ein doppelter
DNA-Gehalt vorliegt. Somit kann man vom DNA-Gehalt der Zelle indirekt auf die
Zellzyklusphase schlieBen, in der sie sich befindet. Summiert man die
Fluoreszenzsingale jeder Zelle einer Messpopulation, erhdlt man eine
Hé&ufigkeitsverteilung der Zellen, die sich in einem DNA-Histogramm darstellen I&sst
(Abb. 3.1).

12 EACScan, Becton-Dickinson
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Abb. 3.1: Schematische Darstellung des Diagramms einer Zellzyklusmessung.

Es wurden 5x10° Zellen in T75er Zellkulturflaschen ausgesat und 24 Stunden spéter ein
Mediumwechsel mit verschiedenen Topotecankonzentrationen durchgefuhrt. Danach
wurden zu unterschiedlichen Zeiten die Zellen mit Ethanol fixiert. Dazu wurden die
Zellen trypsiniert und in PBS gewaschen und erneut in 1ml PBS resuspendiert. Danach
wurde nacheinander zundchst 1ml 70% Ethanol dann 4,5ml 96% Ethanol langsam
eingetropft. Die nun 80%ige Ethanol-Zellsuspension konnte bei -20°C gelagert werden.
Zur Vorbereitung der Messung am Durchflusszytometer wurden die Zellen zweimal
zentrifugiert und zwischendurch in PBS gewaschen. Danach wurde zur Féarbung der
DNA auf das Zellpellett 500ul einer RNase'-Propidium-Jodid™*-Lésung im
Mischungsverhéltnis 1:10 gegeben. Die Zellen in der RNase-PI-Lésung wurden fiir 20
Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Dann erfolgte die Messung am
Durchflusszytometer.

Die Auswertung der Zellzyklusmessungen erfolgte vor allem manuell (ber die

Aufrasterung der DNA-Histogramme. Dabei mal3 eine Einheit des Rasters 0,5cm X

3 1xPBS + 10 mg/ml Ribonuclease A aus Rinderpankreas, Serva
4 1xPBS + 10 pg/ml Propidium-Jodid, Sigma
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0,5cm. Ziel war es, den prozentualen Anteil der Zellen einer Kolonie an den
verschiedenen Zellzyklusphasen zu bestimmen. Da die Topotecanbehandlung das
normale Zellzyklusprofil erheblich veranderte, konnten die Histogramme nicht mit
kommerziell erhaltlichen Algorithmen und den zugrunde liegenden Zellzyklusmodellen

(ModFIT) analysiert werden.

3.6. BrdU-Einbau

Die Fahigkeit von Zellen zu replizieren, also Einzelnukleotide zu DNA-Strangen
zusammenzufugen, kann man dadurch messbar machen, dass man ihnen zum Einbau
mit Brom markiertes Uridin (BrdU™) als Ersatz zum Nukleotid Thymidin anbietet. Das
eingebaute BrdU wird mit einem spezifischen Antikorper'® markiert, an den wiederum
ein fluoreszierender Antikérper'” binden kann. Dieser Komplex aus BrdU und
Antikorpern kann im Durchflusszytometer sichtbar gemacht werden. Die Menge des
BrdU in der DNA spiegelt die Replikationsaktivitat der Zellen wieder.

Zur Ermittlung des BrdU-Einbaus in die \79- und irs1-Zellen wurden zunachst je 5x10°
Zellen ausgesét und fir 24 Stunden im Brutschrank gelagert. Daraufhin erfolgte ein
Mediumwechsel. Dabei variierte bei einer Inkubationszeit von acht Stunden jeweils die
Topotecankonzentration. Vor dem Fixieren wurden die Zellen fir 30 Minuten im
Brutschrank mit BrdU inkubiert. Dafiir wurden 100pl BrdU pro 100ml Medium in die
Zellkulturflaschen gegeben.

Nach ihrer Fixierung (siehe 3.5.) wurden die Zellen bei 1200rpm fiir fiinf Minuten bei
Raumtemperatur zentrifugiert und der Uberstand abgesaugt. Danach erfolgte die
Permeabilisierung der Zellen mit 2ml HCI-Triton®® fiir 30 Minuten bei 37°C im
Dunkeln. Nach der Permeabilisierung wurden die Zellen einmal mit drei Milliliter PBS
gewaschen und erneut zentrifugiert (s.0.), bevor sie fiir 15 Minuten bei Raumtemperatur
im Dunkeln mit 1ml PBT-Ziegenserum®® inkubiert wurden. Nach dem Zentrifugieren
erfolgte die Inkubation mit 100pl BrdU-Anitkorper® fir 30 Minuten bei
Raumtemperatur im Dunkeln. Nach zweimaligem Waschen mit PBS erfolgte die

Inkubation mit dem zweiten Antikorper? fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur im

' Sigma

'8 Anti-Bromodeoxyuridine, Klon Bu 20a, Dako Cytomation, #M0744, 1:50-Verdiinnung in PBT-Ziegenserum
7 Anti-Mouse Immunglobulins/FITC Goat F (ab"),, Dako #F0479, 1:40-Verdiinnung in PBT-Ziegenserum

18 2N HCI + 0,1% Triton-X-100, Sigma

19250l Ziegenserum auf 50ml PBT (1xPBS + 0,5% TWEEN20)

2 monoklonaler Maus-Anti-BrdU-Ak, 1:50-Verdiinnung in PBT Ziegenserum

21 100ul FITC-konjugierter monoklonaler Anti.Maus-Ak in PBT-Ziegenserum, 1:40-Verdiinnung
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Dunkeln. Es erfolgten wieder zwei Waschungen mit 3ml PBS und schlieB8lich die
Farbung mit 0,5ml Propidiumjodid fiir 20 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln.

Die Messung des BrdU-Einbaus erfolgte am Durchflusszytometer.

3.7. yYH2AX- Foci

Es wurden von der V79- und der irsl-Zelllinie 5x10° Zellen auf einen sterilen
Objekttréager in einer 10 ml Petrischale ausgesdt. Nach zwdlf Stunden erfolgte ein
Mediumwechsel. Dem frischen Medium wurde Topotecan zugegeben, so dass eine
Konzentration von 0,02uM Topotecan entstand. Nach 16 Stunden erfolgte ein erneuter
Mediumwechsel gegen topotecanfreies Medium. Die auf den Objekttragern
angewachsenen Zellen wurden daraufhin nach 0, 2, 4, 6 und 24 Stunden Reparaturzeit
fixiert. Die Fixierung der Objekttréger erfolgte im Dunkeln.

Zur Fixierung wurden die Objekttrager in PBS gewaschen und daraufhin fur 15
Minuten in 2%igem Formaldehyd fixiert. Danach wurden sie dreimal fur je 10 Minuten
in PBS gewaschen. Die weitere Préparierung der Objekttrager erfolgte ebenfalls im
Dunkeln. Die Zellen wurden fiir fiinf Minuten auf Eis permeabilisiert”’ und danach
gewaschen?®. Die anschlieBende Blockierung erfolgte fiir eine Stunde®*. Die Inkubation
mit dem ersten YH2AX- Antikorper®® erfolgte in einer feuchten Dunkelkammer. Es
wurde daraufhin dreimal fir je zehn Minuten gewaschen® Bei dem zweiten Antikorper
handelte es sich um einen fluoreszierenden Anti-Maus-Antikorper?’, mit dem die Zellen
auf den Objekttrdgern fiir eine Stunde in einer dunklen Feuchtkammer inkubiert
wurden. Danach wurden die Objekttrager viermal fiir zehn Minuten gewaschen?®. Die
Gegenfarbung erfolgte mit DAPI/Antifade®®. Die eingedeckelten Objekttrager wurden
mit Nagellack versiegelt und in einer lichtundurchldssigen Box bei 4°C aufbewahrt.

Auf jedem Objekttrdger wurden die Foci in den Zellkernen von 50 Zellen unter einem

Fluoreszenzmikroskop™ ausgezahlt (Abb. 3.2).

22 1xPBS + 1%BSA + 0,2% Triton-X 100 (t-Octylphenoxypolyethoxyethanol, Sigma)

2 1xPBS + 1%BSA

2 1xPBS + 3%BSA

% Anti-Phospho-Histon H2AX-Ak,monoclonal, Anti-Maus, Upstate, in 1xPBS + 1%BSA + 0,5% TWEEN 20, 1:100-
Verdiinnung, 50ul/OT

% 1xPBS + 1%BSA + 0,5% TWEEN 20

27 Alexa Flour 594 goat anti-mouse, Molecular Probes in 1xPBS + 1%BSA + 0,5 % TWEEN 20, 1:600-Verdiinnung, 50pl/OT
% 1xPBS + 0,5% TWEEN 20

2 4,6-Diamidin-2-Phenylindolhydrochlorid, Qbiogen

% Axioplan, Zeiss
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Kontrolle 0,02pM 0,2pM

a)- -
b)- - -

Abb. 3.2: yH2AX-Foci in den Zellkernen von V79-(a) und irs1-Zelllinien (b) nach sechzehnstundiger
Inkubation mit 0,02puM und 0,2uM Topotecan unter dem Fluoreszenzmikroskop.

3.8. Western Blot

Bei dem Western Blot handelt es sich um eine Methode zum semiquantitativen
Nachweis von Proteinen in einer Zelllinie. Dabei werden die extrahierten Proteine durch
Gelelektrophorese getrennt und auf eine PVDF-Membran (bertragen. AnschlieRend
kdnnen sie mit Hilfe eines spezifischen priméren Antikdrpers markiert und durch einen
zweiten Antikorper mittels eines Lichtsignals sichtbar gemacht werden. Um den
Einfluss von XRCC2 auf die Checkpointaktivierung nach Induktion von
Doppelstrangbriichen zu untersuchen, wurden nach Topotecaninkubation Proteine

isoliert und die am Checkpoint beteiligten Proteine im Western Blot dargestellt.

3.8.1. Proteinextraktion und -quantifizierung

In einer T175er Flasche wurden je 5x10° Zellen ausgesat und fir 48 Stunden im
Brutschrank gelagert. Danach erfolgte ein Mediumwechsel gegen ein Medium mit einer
Konzentration von 1uM Topotecan. Die Proteinextraktion erfolgte nach einer

Inkubationszeit von 0, 4, 8, 16 und 24 Stunden. Die Zellen wurden trypsiniert, in 8ml

24



Materialien und Methoden

1xPBS aufgenommen und fir 3 Minuten bei 1000 rpm bei 4°C zentrifugiert. Der
Uberstand wurde abgesaugt, das Zellpellet in 10ml 1xPBS resuspendiert, erneut
zentrifugiert (s.0.) und der Uberstand wieder verworfen. Das gewonnene Zellpellet
wurde in Iml PBS resuspendiert und in einen Eppendorftube®! iiberfuhrt. Nach erneuter
Zentrifugation bei 1500 rpm und 4°C fir 5 Minuten® wurde das Zellpellet 1:1 in
Lysispuffer®® aufgenommen. Diese Lésung wurde danach sofort fiinfmal fir einige
Sekunden in fliissigem Stickstoff eingefroren und in einem Heizblock®* bei 30°C wieder
aufgetaut. Danach wurde die Suspension fur 10 Minuten bei 11.000 rpm bei 4°C
zentrifugiert®. Im Uberstand befand sich nun das Proteinextrakt, welches in einen
neuen Eppendorftube transferiert wurde.

Die Proteinquantifizierung erfolgte nach Bradford. Dazu wurde zundchst eine
Verdlnnungsreihe des Proteinextraktes erstellt: 1:500, 1:1000 und 1:2000. VVon jeder
Verdiinnung wurden 800ul in eine Photometerkiivette gegeben und mit 200ul BioRad-
Reagenz®® gemischt. Nach zehnminiitiger Inkubation bei Raumtemperatur wurde die
optische Dichte des Gemisches am Photometer®” bei 595nm bestimmt. Diese Messwerte
wurden mit einer Eichreihe aus bekannten BSA-Konzentrationen verglichen, wodurch

die Proteinkonzentrationen der Proben bestimmt werden konnten.

3.8.2. Proteinauftrennung durch Gelelektrophorese

Die Proteinauftrennung nach Molekulargewicht erfolgte nach Laemmli (1970) mittels
denaturierender SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese.

In den einzelnen Proben wurden 30pg des extrahierten Proteins und 10ul
Auftragspuffer® zusammengegeben. Diese wurden mit destilliertem Wasser auf
insgesamt 20pl aufgefiillt. Daraufhin wurden die Proben fiir acht Minuten in kochendes
Wasser gegeben und danach auf Eis fur acht Minuten gekihlt. Wéhrenddessen wurde
das Elektrophoresegel®® fiir funf Minuten in Tris-Glycin-Puffer*® equilibriert und

danach in eine mit Tris-Glycin-Puffer aufgefiillte Gelelektrophoresekammer* gespannt.

* Eppendorf Tubes, Sarstedt

% Microfuge® R, Beckman

% Protease Inhibitor Cocktail, Sigma

* Thermomixer comfort, Eppendorf

% Microfuge, Beckmann

% BjoRad

87 Uvicon Spectro Photometer, Kontron Instruments
% Ref. Solutions

% pager® Gold Precast Gels, Lonza 12,5%

014,49 Glycin, Roth 3,03g Trizma base, Sigma ad 1 L ddH,0 + 10ml 10% sodum dodecyl sulfate, Sigma
“ Ready Gel Cell,Bio-Rad
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AnschlieRend wurden die préparierten Proteine in die mit Tris-Glycin-Puffer gespulten
Taschen pipettiert. Von dem direkt auf dem Gel sichtbaren Benchmark Marker*
wurden 10ul in eine freie Geltasche gegeben, um den Gellauf und Blot zu Gberprifen.
Als GroRenstandard dient der erst nach Detektion mit ECL sichtbare MagicMarker®,
von dem 5ul in die-selbe Geltasche zum BenchMarker hinzu pipettiert werden.

Die Gelelektrophorese begann mit einer siebenminitigen Sammlungsphase bei 100V.

Danach folgte die Trennungsphase fur 90 Minuten bei 200V.

3.8.3. Blot

Eine 7 cm x 9 cm groBe PVDF-Transfermembran®® wurde fiir 30 Sekunden in
Methanol® aktiviert, danach fiir 5 Minuten in destilliertem Wasser gewaschen und
schlieRlich fir 10 Minuten in Transferpuffer’® equilibriert. Auch 2 Schwamme, 4
Whatmanpapiere*’ und das Gel wurden fur funf Minuten in den Transferpuffer®®
gegeben. Ein Schwamm, zwei Whatmanpapiere, das Elektrophoresegel, die PVDF-
Membran, zwei Whatmen-Papiere und ein weiterer Schwamm wurden in angegebener
Reihenfolge zwischen zwei Gittern zusammengepresst und in eine Blottingkammer®
eingespannt. Die Kammer wurde mit Transferpuffer*® gefiillt. Der Transfer der Proteine
auf die Membran erfolgte fir 60 Minuten bei 100V auf Eis.

3.8.4. Detektion

Die Darstellung der gesuchten Proteine erfolgte Uber eine Immunodetektion d.h. mit
Hilfe spezifischer Antikorper. Dabei wurde die Membran zundchst mit dem ersten
proteinspezifischen Antikdrper und danach mit einem zweiten gegen das Fc-Fragment
des ersten Antikorpers gerichteten Antikdrper inkubiert. Am Fc-Fragment des zweiten
Antikorpers war eine Peroxidase (horseradish peroxydase, HRP) gekoppelt. Dieses
Enzym ist in der Lage, unter Lichtemission die Oxidation von Lunimol zu katalysieren
(Enahanced Chemiluminescence, ECL), wodurch ein Film belichtet werden kann.

Nach dem Blot wurde die Membran fir 5 Minuten in PBS gewaschen. Danach erfolgte
die Blockierung in 20ml PBS mit 10% Magermilch*® und 120pl TWEEN®. Im

“2 Benchmark™ prestained Protein Ladder, Invitrogen

3 MagicMark™ XP Western Standard, Invitrogen

“ Immun-Blot PVDF Membrane, Bio-Rad

4 Methanol, J.T. Baker

628,89 Glycin, 6,069 Trizma base, 300ml Methanol ad 1,5I ddH,0
T Gel-Blotting-Papier, Schleicher und Schuell

“8 Mini Trans-Blot®Cell, Bio-Rad

“ Naturaflor Magermilchpulver, Topfer

26



Materialien und Methoden

Anschluss daran erfolgte die Inkubation der Membran mit einem spezifischen
Antikorper, der gegen das gesuchte Protein gerichtet war, in 10ml PBS mit 5%
Magermilch und 60ul TWEEN Uber Nacht bei 4°C. Am néachsten Tag wurde die
Membran in PBS + 0,3% TWEEN gewaschen. Dabei wurde die Waschlésung zunéchst
nach 15 Minuten und noch weitere dreimal nach 5 Minuten ausgewechselt. Danach
erfolgte die Inkubation der Membran mit dem zweiten Antikorper in 10ml PBS mit 5%
Magermilch und 60l TWEEN fiir eine Stunde. Danach wurde die Membran erneut wie
beschrieben gewaschen. Unmittelbar danach wurde die Membran fur 1 Minute mit 3 ml
ECL-Losung®® inkubiert und fir 3 bis 5 Minuten ein Rontgenfilm®* unter Ausschluss
anderer Lichtquellen aufgelegt. Die Entwicklung des Rontgen-Films erfolgte durch
zweiminiitige Inkubation im Entwickler® und 2-minitige Inkubation im Fixierer>”.

Nach der Detektion des gesuchten spezifischen Proteinsignals erfolgte auf derselben
Membran als Kontrolle die Detektion des ubiquitdr vorkommenden Proteins 3-Actin.
Die Membran wurde kurz in PBS + 0,3% TWEEN gewaschen, erneut flr eine Stunde
nach bekanntem Schema blockiert und fur 30 Minuten bei Raumtemperatur mit dem -
Actin-Antikorper™ in  einer 1:10000-Verdinnug in 20ml PBS mit 5%
Magermilchpulver und 120ul TWEEN inkubiert. AnschlieBend wurde die Membran
nach bekanntem Schema gewaschen und mit dem 2. Antikdper inkubiert und
entwickelt. Verwendete Antikorper: Chk1, Cell Signaling Technology #2345; Chk2,
BD Biosciences #611571; cdc25a, Novus Biologicals NB 100-269; 3-Actin, Sigma A
5441; Anti-Rabbit, BD Biosciences NA934; Anti-Mouse, BD Biosciences NA9310.

® TWEEN®, Sigma

L ECL™ Western Blotting Detections Reagents, Ameram Bioscience
52 CL-Xposure Film. Pierce

%% Eukobrom B/W paper developer, Tetenal, 40ml ad 400ml H,O

% Superfix Plus, Tetenal 200ml ad 600ml H,0

% Monoclonal anti-B-actin clona ac-15, Sigma
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4. Resultate

4.1. Zellwachstum

Zur Untersuchung des Wachstumsverhaltens der V79- und irsl-Zelllinie wurden
Wachstumskurven erstellt (Abb. 4.1). Es zeigte sich fir beide Zelllinien zu Beginn eine
exponentielle Zunahme der Zellzahl. Das Wachstum der VV79-Zellen erreichte bereits
am zweiten Tag ein Plateau, das bis zum siebten Tag des Wachstums aufrecht erhalten
wurde und danach wieder abfiel. Im exponentiellen Wachstum haben die Zellen eine
Verdoppelungszeit von etwa 12,2 Stunden. Die irs1l-Zellen erreichten das Plateau der
Wachstumskurve am dritten Tag. In diesem Fall nahm die Zellzahl erst am neunten Tag
wieder ab. Im exponentiellen Wachstum haben die irs1-Zellen eine Verdoppelungszeit
von etwa 15,8 Stunden.

Die Mutante irsl zeigte also einerseits ein langsameres Wachstum, wuchs andererseits
aber auch nicht so dicht wie die Wildtypzelle VV79. Fir die Planung folgender Versuche
wurden die unterschiedlichen  Verdoppelungszeiten der beiden  Zelllinien

mitberlcksichtigt.

100

[uny
o
I

—&— V79
—=—jrsl

Zellzahl (x 10°/ T25-Flasche)

Abb. 4.1: Wachstumskurven von
V79- und irsl-Zellen: Es wurden
1x10°>  Zellen in  T25-Flaschen
1 ausgesat. Alle 24 Stunden wurde die
Zellzahl in jeweils zwei Flaschen
ausgezahlt und der Mittelwert
o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 aufgetragen.
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4.2. Sensitivitat gegeniiber Topotecan

4.2.1. Uberlebensfraktion unbehandelter Zellen

Zunachst ~ wurde  Uberprift, ob  die  Zelllinien  ein  vergleichbares
Koloniebildungsvermdgen haben. irsl-Zellen zeigten eine geringfligig verminderte
Koloniebildung (PE) gegenuber der Parentalzelle (Abb. 4.2). Die Effizienz, Kolonien zu
bilden, war in beiden Fallen Uber einen Bereich von 0-500 ausplattierten Zellen
konstant. Dieses Resultat erlaubte es, fur Sensitivitatstestungen Zellen in
unterschiedlicher Dichte auszusden, ohne dass die Zellzahl per se das Ergebnis

beeinflussen wiirde.

4.2.2. Sensitivitat gegentber Topotecan

Nachdem kein signifikanter Unterschied in der Plattierungseffizienz beider Zelllinien
festgestellt werden konnte, wurde ihre Sensibilitat gegentiber Topotecan mit Hilfe des
Koloniebildungstests untersucht. Abbildung 4.3 stellt das Uberleben der Zellen
abhangig von der Topotecankonzentration im Medium dar.

In  beiden  Zelllinien nahm  die  Uberlebensfraktion  mit  steigender
Topotecankonzentration kontinuierlich ab. Im Gegensatz zu V79- zeigten irsl-Zellen
allerdings auch schon bei sehr geringen Konzentrationen eine starke Abnahme der
Uberlebensfraktion. Sie sind bezogen auf eine Uberlebensrate von 10%, etwa 10-fach
empfindlicher als die V79-Zellen. Es zeigt sich somit, dass der Verlust von XRCC2 die

Sensibilitat von Zellen gegentiber Topotecan steigert.
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400

300+

200+

Kolonien

Abb. 4.2: Koloniebildungstest von
V79 und irsl: Die Zellen wurden in
verschiedenen  Konzentrationen in
T25er-Flaschen ausgesdt und flr
sieben Tage inkubiert. Danach
—a—irsl erfolgte die Fixierung, Farbung und
Auszéhlung der Kolonien.

100+

—— V79

0 100 200 300 400 500 600
ausgesate Zellen

14

0.14

Abb. 4.3: Uberlebensfraktion nach
0.01] Inkubation  mit  unterschiedlichen
Topotecankonzentrationen: Die
Zellen wurden mit unterschiedlicher
Zellzahl in normales RPMI-Medium
0.0011 ausgesat, das nach sechs Stunden
gegen topotecanhaltiges Medium
V79 ausgetauscht wurde. Die Kolonien
e sl wurden sieben Tage spater gefarbt
und ausgezéhit.

Uberlebensfraktion

0.000l +—/——m—mF—————F—— 7
0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25

Topotecan-Konzentration / pM
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4.3. Reparatur von DNA-Doppelstrangbruchen

Topotecan induziert in exponentiell wachsenden Zellen Doppelstrangbriiche. XRCC2-
defiziente Zellen sind gegeniiber Topotecan sensitiv. Das XRCC2-Protein ist an der
Homologen Rekombination beteiligt. Es wurde nun untersucht, ob XRCC2 einen
Einfluss auf die Reparatur von topotecaninduzierten Doppelstrangbriichen hat und ob
das moglicherweise die Ursache flr die erhdhte Sensitivitdat von XRCC2-defizienten
Zellen gegenuber Topotecan ist.

Um dies zu untersuchen, wurde die Anzahl von y-H2AX-Foci nach sechzehnstlindiger
Inkubation mit Topotecan ermittelt. Abbildung 4.4 zeigt den Anteil der Zellkerne ohne
Foci und mit zehn oder mehr Foci. Der Anteil der Zellkerne, der zwischen einem und
neun Foci aufwies, variierte ebenfalls, war aber nicht geeignet, um einen Dosis- oder
Zeiteffekt zu quantifizieren (siehe Dissertation A. Seniuk, Hamburg 2007).

In unbehandelten VV79-Zellen wiesen deutlich Uber die Halfte der Zellkerne keine Foci
auf. Es fanden sich keine Zellkerne mit mehr als zehn Foci. Mit zunehmender
Topotecankonzentration nahm der Anteil der Zellkerne ohne Foci kontinuierlich ab und
der mit mehr als zehn Foci kontinuierlich zu. Bei einer Topotecankonzentration von
0,5uM wiesen schlieBlich alle Zellkerne zehn oder mehr Foci auf.

Die Hélfte der unbehandelten irs1-Zellen wies keine Foci auf. In 10% der Zellkerne
zeigten sich bereits Gber 10 Foci. Wie auch schon bei den V79-Zellen nahm bei den
irs1-Zellen mit zunehmender Topotecankonzentration der Anteil der Zellkerne ohne
Foci kontinuierlich ab und der Anteil der Zellen mit mehr als 10 Foci kontinuierlich zu.
In Abbildung 4.4 erkennt man, dass bei einer intermedidren Topotecankonzentration
von 0,1uM noch ein Drittel der V79-Zellen keine Foci zeigt, wéhrend der Anteil der

irs1-Zellen ohne Foci bei der gleichen Topotecankonzentration bereits unter 5% lag.
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Abb. 4.4: yH2AX-Foci in den Zellkernen von V79 und irsl nach sechzehnstiindiger Inkubation mit
aufsteigender Topotecankonzentration: Es wurden Zellkerne ohne oder mit 10 und mehr Foci ausgezahlt.

In den irsl-Zellen entstanden also schon bei sehr geringen Topotecankonzentrationen
deutlich mehr y-H2AX-Foci und damit topotecaninduzierte Doppelstrangbriiche, als bei
den parentalen Zellen. Dieses Ergebnis muss nicht nur auf einer erhdhten Sensitivitat
der XRCC2-defizienten Zellen gegeniiber Topotecan beruhen. Wéhrend der
sechzehnstiindigen Inkubationszeit findet in den Zellen bereits DNA-Reparatur statt.
Deshalb kann die erhdhte Anzahl von y-H2AX-Foci auch auf einer eingeschrénkten
Reparaturféhigkeit beruhen. Es entstehen also nicht zwingend mehr Doppelstrangbriiche
in den irsl-Zellen, es werden von den entstandenen Doppelstrangbriichen
maoglicherweise nur weniger repariert. Um dies zu Uberprifen, wurden y-H2AX-
Reparaturversuche durchgefiihrt.

Dazu wurden die Zellen fir 16 Stunden mit 0,02uM Topotecan behandelt und
anschlieBend zur Reparatur bis zu 24h in Normalmedium weiterinkubiert.

Aus Abbildung 4.5 ist zu entnehmen, dass unbehandelte VV79-Zellen zu 60 bis 70%
keine Foci aufweisen. Nur 2% der Zellkerne hatten mehr als 10 Foci. Nach
sechzehnstiindiger Inkubation mit 0,02uM Topotecan nahm die Anzahl der Zellkerne
mit mehr als 10 nukledren Foci deutlich zu. Bereits zwei Stunden nach dem
Mediumwechsel war ein Reparatureffekt erkennbar, da der Anteil der Zellkerne ohne

Foci wieder zunahm. Der Anteil der Zellkerne mit mehr als 10 Foci nahm entsprechend
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deutlich ab. Nach 24 Stunden entsprach die Anzahl an Foci wieder ann&hernd der von
unbehandelten Zellen. Bei identischer Versuchsdurchfiihrung zeigten die unbehandelten
irs1-Zellen eine hohere Anzahl von Foci als die VV79-Zellen. Die sechzehnstiindige
Inkubation mit identischen Topotecankonzentrationen fuhrte in irsl-Zellen zu einer
starkeren Zunahme der Anzahl der Foci, als in den V79-Zellen. Uber 80% der irsl-
Zellkerne zeigten mehr als 10 Foci, und kaum noch ein Zellkern wies keinen Focus auf.
Man erkennt (ber die Zeit nach dem Mediumwechsel eine kontinuierliche Reduktion
der Anzahl der Foci. Allerdings wird nach 24 Stunden nicht anndhernd wieder das
Niveau der unbehandelten Kontrollzellen erreicht. Auch in den irsl-Zellen nimmt die
Anzahl der nukledren Foci also ab. Sie sind ebenfalls in der Lage Doppelstrangbriiche

zu reparieren, allerdings weniger effizient als die V79-Zellen.
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Reparaturzeiten
Abb. 4.5.: yH2AX-Foci in den Zellkernen der V79- und irsl-Zelllinien nach sechzehn stiindiger

Inkubation mit 0,02 uM Topotecan. Danach wurden die Zellen fiir die angegebenen Reparaturzeiten im
Normalmedium weiter inkubiert.
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4.4. Zellzykluseffekte der Topotecaninkubation

Kommt es wéhrend der Replikationsphase zu Doppelstrangbriichen kann die DNA-
Synthese Uber dieses Hindernis hinweg nicht fortgesetzt werden. Es sollte deshalb hier
untersucht werden, welchen Effekt Topotecan auf die Zellzyklusprogression hat und ob
die unterschiedliche Reparaturfahigkeit der Zelllinien dieses beeinflusst. Dazu wurde
die Zellzyklusverteilung der wildtyp- und der XRCC2-defizienten Zellen nach
verschiedenen Topotecankonzentrationen und Inkubationszeiten im

Durchflusszytometer untersucht.

4.4.1. Kinetik der Zellzyklusprogression

Exponentiell wachsende Zellen wurden fur 4, 8, 16 und 24 Stunden mit 0,05uM
Topotecan inkubiert und deren Verteilung im Zellzyklus gemessen (Abb. 4.6). Der
prozentuale Anteil der Zellen in den verschiedenen Zellzyklusphasen ist in Tabelle 4.1
aufgelistet.

Unbehandelte VV79-Zellen zeigten eine Verteilung von 37,5% G1- 46,6% S- und 15,9%-
G2-Phase Zellen. Nach achtstiindiger Inkubation mit Topotecan zeigte sich eine
Abnahme von G1-Zellen, ein nahezu unveranderter S-Phase Anteil sowie eine deutliche
Zunahme der G2-Phase Zellen, was einer Akkumulation in dieser Phase entspricht
(Abb. 4.6, obere Zeile). Nach sechzehnstiindiger Topotecaninkubation war eine
Akkumulation der Zellen in der gesamten S-Phase erkennbar. Nach 24 Stunden
sammelten sich vor allem Zellen am G1/S Ubergang bzw. in der friihen S-Phase.
Dagegen nahm der Anteil der spaten S-Phase Zellen deutlich ab (Abb. 4.6). Das
bedeutet, dass nach der langen Topotecaninkubation vermehrt Zellen in der friihen S-
Phase akkumulieren und die mittlere S-Phase nicht mehr erreichen.

Die irsl-Zellen zeigten schon friihzeitig Unterschiede gegenuber den V79-Zellen.
Bereits nach vier Stunden Topotecaninkubation wurde eine erhebliche Akkumulation
der Zellen in der spaten S- und G2-Phase sichtbar (Abb. 4.6, untere Zeile). Mit
zunehmender Inkubationsdauer wurde der Anteil der G2-Phase-Zellen immer groRer,
bis schlieBlich nach vierundzwanzigstiindiger Inkubationsdauer fast alle eingesetzten

Zellen in der G2-Phase arretiert waren. Das bedeutet, dass in irsl-Zellen die S-Phase
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ohne wesentliche Verzdgerung durchlaufen konnten, dann aber alle Zellen in G2
blockiert waren.
Kontrolle 4h 24h

LL Lk
ol ddd

relativer DNA-Gehalt
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Abb. 4.6: Zellzyklus-Effekte der Topotecaninkubation in V79- und irs1-Zellen: Exponentiell wachsende
Zellen wurden mit 0,05uM Topotecan inkubiert. Nach unterschiedlicher Zeitdauer wurden die Zellen
fixiert und anschliefend ihre DNA mit Propidium-lodid angeférbt. Die Histogramme zeigen die
Verteilung des zellularen DNA-Gehaltes, der eine Zuordnung zu den einzelnen Zellzyklusphasen erlaubt
(vergl. Abb. 3.2). Die quantitative Auswertung ist in Tab. 4.1 dargestellt.

(%) V79 irsl
Zellzyklusphase Gl S G2 Gl S G2
Kontrolle 37,5 46,6 15,9 36,8 31,4 31,8
4h 41,5 39,6 18,9 26,2 35,8 38
8h 29,8 40,4 29,8 10,9 24,4 64,7
16h 25,7 47,9 26,3 9,2 10,5 80,3
24h 30,2 50,6 19,2 16,8 17,8 65,4

Tab. 4.1: Zellzyklusverteilung (%) der VV79- und irs1-Zellen nach Inkubation mit 0,05uM Topotecan fur
0, 4, 8, 16 und 24 Stunden, zu Abbildung 4.6.

4.4.2. Einfluss der Topotecankonzentrationen auf den Zellzyklus
In Abbildung 4.7 ist die Zellzyklusverteilung nach vierstindiger Inkubation mit
aufsteigenden Topotecankonzentrationen und in Tabelle 4.2 der entsprechende Anteil

der Zellen in den einzelnen Phasen dargestellt.
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Die niedrigeren Topotecankonzentrationen haben keinen Einfluss auf die Verteilung der
V79-Zellen. Lediglich bei einer Konzentration von 0,2uM Topotecan reicherten sich
Zellen am G1-S-Phase-Ubergang an (Abb. 4.7, obere Zeile). Irs1-Zellen dagegen
akkumulierten, wie auch schon zuvor nach 0,05uM sichtbar (vergl. Abb. 4.7), in der S-
Phase. Bei niedrigen Konzentrationen akkumulierten die Zellen in der spaten S-Phase,
mit steigender Schadenslast verschob sich der Schwerpunkt kontinuierlich in die friihe
S-Phase. Nach den hohen Topotecankonzentrationen wurde folglich in beiden Zelllinien

in dhnlicher Weise die S-Phase bereits zu friihen Zeitpunkten blockiert.

Kontrolle 0,01pM 0,05pM 0,1pM 0,2pM 0,5nM

FANRNRT
ANV VYN

relativer DNA-Gehalt

UD[[97 AP [YRZUY dAT)E[I

Abb.4.7: Zellzykluseffekte der Topotecaninkubation in V79- und irs1-Zellen: Exponentiell wachsende
Zellen wurden fiir jeweils Vier Stunden mit 0,01uM, 0,05uM, 0,1uM, 0,2uM und 0,5uM Topotecan
inkubiert. Danach wurden die Zellen fixiert und ihre DNA mit Propidium-lodid angeféarbt. Mittels
Flusszytometrie konnten die Zellen tber ihren DNA-Gehalt einer Zellzyklus-Phase zugeordnet werden.
Als Kontrolle wurden unbehandelte Zellen im exponentiellen Wachstum verwendet.
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(%) V79 irsl
Zellzyklusphase Gl S G2 Gl S G2
Kontrolle 37,5 46,6 15,9 36,8 31,4 31,8
0,01uM 45,3 33,6 21,1 26,5 46,2 27,3
0,05uM 41,5 39,6 18,9 34,3 60,9 4,9
0,1uM 40,9 38,5 20,6 29,9 65,3 4,8
0,2uM 41,7 40,5 17,8 25,8 74,2 10
0,5uM 38,4 47,2 14,4 32 60 8

Tab. 4.2: Zellzyklusverteilung (%) der V79- und irsl-Zellen nach Inkubation mit 0,01uM, 0,05uM,
0,1uM, 0,2uM und 0,5uM Topotecan fiir jeweils 4 Stunden, zu Abbildung 4.7.

Beiden Zellen ist jedoch gemeinsam, dass die Akkumulation innerhalb der S-Phase
auftritt. In allen Histogrammen zeigt sich ein signifikanter Anteil der Zellen in G1. Das
Beobachtungsintervall von vier Stunden war nicht ausreichend um den Ubertritt in die
S-Phase vollstandig erfassen zu kénnen

Um zu Gberprufen, ob Topotecan nicht nur den Progress innerhalb der S-Phase, sondern
auch den Beginn der Synthese-Phase blockiert, wurden die Messungen deshalb nach 8
Stunden wiederholt (Abb. 4.8, Tab. 4.3). Wiederum zeigte sich die
konzentrationsabhdngige S-Phasen-Akkumulation in V79-Zellen (Abb. 4.8) deutlicher,
mit einer &hnlichen Verschiebung von spater zu friher Blockierung wie zuvor (vergl.
Abb. 4.7, obere Zeile). Selbst nach den hdchsten Konzentrationen waren alle Zellen in
die S-Phase eingetreten und hatten mit der DNA-Synthese begonnen, was bedeutet, dass
Topotecan nicht die Initiation der Replikation inhibiert. Prinzipiell zeigt sich ein
ahnliches Bild fir die irs1-Zellen (Abb. 4.8, untere Zeile). Auch diese Zellen hatten alle
nach acht Stunden die G1-Phase verlassen und waren in der S-Phase akkumuliert,
konnten aber wiederum viel besser die S-Phase durchschreiten und erreichten in
groRerer Anzahl die spéate S- und G2-Phase als die V79-Zellen. In beiden Zelllinien
nach der Inkubation mit niedrigen Topotekankonzentrationen noch G1-Phase-Zellen
vorhanden. Dies beruht darauf, dass bei geringer DNA-Schéadigung Zellen noch aus der
G2-Phase in die G1-Phase Ubertreten kénnen, was nach schwerer DNA-Schédigung und

bei ausgepragtem G2-Block nicht mehr moglich ist.
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Kontrolle 0,01 pM 0,05uM 0,1pM 0,2pM 0,5pM
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Abb. 4.8: Zellzykluseffekte der Topotecaninkubation in V79- und irs1-Zellen. Exponentiell wachsende
Zellen wurden flir jeweils acht Stunden mit unterschiedlichen Konzentrationen von Topotecan inkubiert.
Danach wurden die Zellen fixiert und ihre DNA mit Propidium-lodid angefarbt. Als Kontrolle wurden
unbehandelte Zellen im exponentiellen Wachstum verwendet.

(%) V79 irsl

Zellzyklusphase Gl S G2 Gl S G2
Kontrolle 37,5 46,6 15,9 36,8 31,4 31,8
0,01pM 42,3 33,6 24,1 25 31,5 43,5
0,05uM 29,8 40,4 29,8 17,4 34,4 48,2
0,1uM 20,5 55,1 24,4 0 72,1 27,9
0,2uM 12,2 72,5 15,3 0 81,8 18,2

0,5uM 12,6 77,8 9,6 0 100 0

Tab. 4.3: Zellzyklusverteilung (%) der V79- und irsl-Zellen nach Inkubation mit 0,01uM, 0,05uM,
0,1uM, 0,2uM und 0,5uM Topotecan fiir jeweils 8 Stunden, zu Abbildung 4.8.

4.5. Einfluss von Topotecan auf die Replikationsaktivitat
Die durchgefiihrten Zellzyklusmessungen sind Momentaufnahmen von Zellen. Man
kann daher nie sagen, ob Zellen im S-Phase Kompartiment dort arretiert sind oder noch

replizieren. Die Messung des BrdU-Einbaus in die DNA der Zellen sollte Aufschluss
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darliber geben, ob Zellen ihre DNA-Synthese vollstdndig eingestellt hatten oder
weiterhin ein Progress im Zellzyklus stattfand.

Die Zelllinien wurden fur acht Stunden mit Topotecan inkubiert. Eine halbe Stunde vor
der Fixierung wurde BrdU zu den Zellen gegeben, welches in diesem Zeitraum von den
Zellen in die DNA integriert werden konnte.

Die V79-Zellen zeigten mit zunehmender Topotecankonzentration eine Reduktion des
BrdU-Einbaus in der frihen S-Phase und damit eine Reduktion der
Replikationsaktivitat. Zu einer vollstandigen Einstellung der Replikation kam es
allerdings nicht. Ab einer Topotecankonzentration von 0,1 uM wurde die Elongation in
den V79-Zellen messbar gestort indem sich die Menge des eingebauten BrdU pro Zelle
vor allem in der spaten S-Phase mit zunehmender Topotecankonzentration um fast eine
Zehnerpotenz verringerte. Obwohl die Mehrheit der Zellen aktiv replizieren, fehlt nach
den hohen Topotecankonzentrazionen der kleine Anteil von Zellen die direkt am G1/S
Ubergang die Replikation beginnen (Aufsteigender Schenkel des ,, BrdU-Hufeisens*), so
dass eine partielle Stoérung der Initiation zu vermuten ist.

Bei den irsl-Zellen war keine Beeintrachtigung der Replikationsinitiation erkennbar.
Unabhéangig von der eingesetzten Topotecankonzentration blieb der BrdU-Einbau in der
frihen S-Phase immer gleich. Eine zunehmende Reduktion des BrdU-Einbaus mit
steigender Topotecankonzentration vor allem in der spaten S-Phase lasst aber auf eine
starke Hemmung der Replikationselongation durch Topotecan schlieRRen.

Es konnte also beobachtet werden, dass die Zelllinien eine signifikant unterschiedliche
Replikationsaktivitat unter Topotecaneinfluss haben. Das kann entweder bedeuten, dass
die XRCC2-abhangige Reparatur Einfluss auf den Fortgang der Replikation hat oder
dass, XRCC2 direkt an der Regulation der S-Phase beteiligt ist.
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Abb 4.9: BrdU-Einbau in die DNA exponentiell wachsender Zelllinien bei
achtstiindiger Inkubation mit steigenden Topotecankonzentrationen.
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4.6. Aktivierung von Zellzykluscheckpoints

Es sollte deshalb untersucht werden, ob XRCC2 eine Bedeutung fur die Intra-S-
Checkpoint-Aktivierung hat. Topotecaninduzierte Doppelstrangbriiche entstehen durch
die Kollision einer Replikationsgabel mit einem durch Topotecan fixierten cleavable
complex. Die Zellzyklusmessungen haben gezeigt, dass irsl-Zellen zu einem
vollstandigen G2-Arrest fahig sind, aber vorher die friihe S-Phase scheinbar ungehindert
passieren. Es wurde mit Hilfe von Immunoblots untersucht, ob Topotecan zu einer
Aktivierung von Chk1 und Degradation von Cdc25A fuhrt, den maligeblichen Signalen
fur den S-Phase-Checkpoint. Die Zellen wurden fur 0, 4, 8, 16 und 24 Stunden mit 1uM
Topotecan inkubiert, die Proteine isoliert und semiquantitativ im Western Blot
nachgewiesen.

Wie in Abb. 4.10 zu erkennen ist, konnte trotz hoher Topotecankonzentration und
langer Inkubationszeit in beiden Zelllinien keine Phosphorylierung von Chkl1 in Form
einer Doppelbande nachgewiesen werden. Die typische ATR-abhédngige
Phosphorylierung von Chkl war somit in beiden Zelllinien nicht nachweisbar.
Trotzdem erfolgte in beiden Zelllinien eine Phosphorylierung von Cdc25a, zu erkennen
einerseits an der verstarkten Doppelbande und der Abnahme des Signals des nativen
Proteins, was einer zusétzlichen Degradation entsprechen konnte. Allerdings treten
diese Reaktionen nicht parallel zur S-Phase Inhibition auf sondern erst nach 16 bis 24
Stunden. Es ist deshalb mdglich, dass Cdc25A ber Chk2 im Rahmen des G2-Arrestes
reguliert wurde. Diese Annahme wird gestitzt durch die Chk2 Doppelbande als Zeichen
der Phosphorylierung, die ebenfalls ihr Maximum nach 16- bis 24-stiindiger Inkubation
zeigt. Sowohl die Chkl wie auch die Chk2 Reaktion war in beiden Zelllinien
weitgehend gleich, so dass kein Effekt von XRCC2 auf die Checkpoint-Aktivierung

nachgewiesen werden konnte.
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Diskussion

5. Diskussion

5.1. XRCC2-defiziente Zellen zeigen eine erhohte Sensitivitat gegentber Topotecan
In dieser Arbeit konnte an einem Paar isogenetischer Hamsterzelllinien, die sich
ausschlieBlich in der Expression des Proteins XRCC2 unterscheiden, gezeigt werden,
dass die XRCC2-defizienten Zellen gegenlber Topotecan eine zehnfach erhohte
Sensitivitat haben. Die Sensitivitat dieser Zellen gegentber ionisierender Strahlung ist
dagegen nur zweifach erhoht (Jones et al. 1987). Eine Erklarung fur diese Diskrepanz
konnte in der Struktur der jeweils generierten Doppelstrangbriiche liegen. Wahrend
ionisierende Strahlung den Doppelstrang durchtrennt verursacht Topotecan nur
replikationsabhdngig DNA-Doppelstrangbriiche. Die ersteren haben regelmalig zwei
Bruchenden und konnen wie beschrieben in jedem Fall Gber Nicht-homologes
Endjoining miteinander verkniipft werden. Die Kollision der Replikationsgabel mit dem
Topotecan-Schaden hinterlasst jedoch ein einzelnes doppelstrangiges Ende (Abb. 3.1),
dass zwingend tber Homologe Rekombination repariert werden muss. Deshalb wirkt
sich der XRCC2-Defekt in diesem Fall viel starker aus.

In vorangegangenen Arbeiten konnte bereits gezeigt werden, dass das Protein XRCC2
an der homologen Rekombination von enzymatisch erzeugten Doppelstrangbriichen
beteiligt ist (Johnson et al. 1999). Daneben zeigten bestrahlte XRCC2-defiziente Zellen
eine verminderte RADS51-Foci-Bildung, was immer als Hinweis auf mangelhafte oder
fehelende Homologe Rekombination gewertet wird (O"Regan et al. 2001, Liu 2002, Liu
und Lim 2005). Zusammen zeigen diese Resultate, dass die Sensitivitat von XRCC2-
defizienten Zellen auf einem Defekt in der Homologen Rekombination von
Doppelstrangbriichen beruhen.

5.2. XRCC2 ist an der Reparatur topotecaninduzierter Doppelstranbriiche
beteiligt

Die hier vorgelegten Ergebnisse belegen nun erstmalig, dass XRCC2 auch an der
Homologen Rekombinationsreparatur von topotecaninduzierten Doppelstrangbriichen
ist.

V79-Zellen sind in der Lage topotecaninduzierte Doppelstrangbriiche innerhalb von 24
Stunden vollstdndig zu reparieren. Im Gegensatz dazu reparierten die XRCC2-

defizienten irsl-Zellen im selben Zeitraum nur etwa 50% der topotecaninduzierten
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Doppelstrangbriiche. Damit kénnen wir jedoch auch erstmalig zeigen, dass die Halfte
der Doppelstrangbriiche nicht auf XRCC2 zu ihrer Reparatur angewiesen ist.

Diese neuartige Beobachtung konnte auf verschiedene Weise erklért werden: 1) Es gibt
Subtypen der Homologen Rekombination, die unabhangig von XRCC2 funktionieren.
Dartiber gibt es bisher keine Erkenntnisse. 2) Die Funktion von XRCC2 kann zumindest
teilweise durch andere Reparaturproteine ersetzt werden. Es erscheint moglich, dass die
Vielzahl der Rad51-Paraloge eine gewisse Redundanz darstellen und sich wechselseitig
ersetzten konnen (Yonetani et al. 2005). 3) Es existieren andere Reparaturwege, die den
,cleavable complex* entfernen, bevor Doppelstrangbriiche entstehen konnen.
Topotecan und die damit kovalent gebundene Topoisomerase | kann tber das Enzym
Tyrosyl-DNA-Phosphodiesterase | (Tdpl) aus der DNA entfernt werden. Es ist also
vorstellbar, dass eine blockierte Replikationsgabel sich ein stiickweit ,,zuriickzieht*
(fork regression) unter Ausbildung einer sogenannten chicken-foot Struktur (Abb. 5.1).
Der Topotecanschaden wird entfernt, die Einzelstranglicke geschlossen und im

Anschluss die Replikation an derselben Stelle fortgesetzt (Pommier et al. 2006).

17/ Die Replikationsgabel wird durch den DNA-Schaden
\ blockiert.

__. J—L Die Replikationsgabel zieht sich zurtick und bildet eine
\& chicken-foot Struktur aus.

I // R Der Fithrungsstrang setzt die Replikation mit dem

Verzogerungsstrang als Matrize fort. Die Tdpl entfernt

N\ den cleavable complex.

_/_./ Die Einzelstrangliicke wird geschlossen und die

L\ Replikation kann fortgesetzt werden.

. Topoisomerase I O Topotecan
Tdpl

Abb. 5.1: Reparatur des Topotecanschadens mittels Tyrosyl-DNA-Phosphodiesterase |
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4) Ohne XRCC2 wird die Homologe Rekombination nur verzogert aber nicht
vollstandig unterdriickt. Es wird diskutiert, ob XRCC2 am
geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der homologen Rekombination beteiligt ist, der
Bildung der Rad51-Nucleoproteinfilamente (Liu N. 2002, O"Regan et al., 2001). Dabei
fuhrt der Verlust von XRCC2 in einer Zelle zur Verzogerung der Initiation der
Homologen Rekombination, da sich die Bindung von Rad51 an den Doppelstrangbruch
ohne das Mitwirken von XRCC2 langsamer ausbildet. Ist diese aber einmal erfolgt,
kann die Reparatur auch ohne XRCC2 normal ablaufen. So ist es theoretisch denkbar,
dass langere Beobachtungszeiten Uber 24 Stunden hinaus sogar in irsl-Zellen eine
vollstdndige Reparatur gezeigt hatten. Die geringe Abnahme der Doppelstrangbriiche
zwischen 6 und 24 Stunden (Abb. 4.5) macht allerdings eine effiziente Reparatur in der

Folgezeit in den irs1-Zellen sehr unwahrscheinlich.

5.3. XRCC2 beeinflusst die Replikationsaktivitét topotecangeschadigter Zellen

Die Untersuchung des BrdU-Einbaus der Zellen hat gezeigt, dass sich der Verlust von
XRCC2 auf das Replikationsverhalten von Zellen nach Topotecaninkubation auswirkt.
Wir konnten zeigen, dass beide Zelllinien in die S-Phase eintreten und dort
akkumulieren. Es erfolgte also eine Verzdgerung der Replikationselongation. Eine
vollstandige Arretierung der Zellen wahrend der S-Phase erfolgte allerdings nicht, da
weiterhin BrdU eingebaut wurde und viele Zellen die G2-Phase erreichten. Bei dieser S-
Phase-Verzogerung kann es sich um einen rein mechanisch-strukturellen Effekt
handeln, der die Replikation hindert, zeitgerecht abzulaufen. Dabei wird kein
Checkpoint aktiviert. Vielmehr fuhren die zahlreichen Topotecan-Topoisomerase | —
Komplexe zu einer sterischen Blockierung der Replikationsgabeln und somit zu einem
Abbruch der Elongation. Mit Steigerung der Topotecankonzentration werden immer
mehr Replikationsgabeln frihzeitig blockiert und die Arretierung verschiebt sich in
Richtung der friilhen S-Phase. Dieser Effekt ist in beiden Zelllinien zu beobachten.

In den V79-Zellen wird zusatzlich die Replikationsinitiation in der friihen S-Phase
gehemmt, was bei den irs1-Zellen tiberhaupt nicht zu beobachten ist. Mdglicherweise ist
bei den V79-Zellen an dieser Stelle ein Checkpoint aktiv, der ohne XRCC2 nicht
wirksam werden kann. Der genaue Mechanismus, der zur Auslosung dieses

Checkpoints fuhrt ist letztendlich unklar.
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Obwohl mehr DNA-Schéden entstehen durchlaufen die irsl-Zellen die S-Phase
schneller als die V79-Zellen. Ein Erklarungsmodell ist folgendes: Neben aktiven
,origins of replication” existieren dazwischen eine Reihe potentieller origins, die
normalerweise nicht ,.feuern®, da die Replikationsmaschienerie tUber sie hinweg lauft
(,,dormant origins*). Normalerweise sind diese zu blockierten Replikationsgabeln
benachbarte Origins nicht aktiv (Santocanale et al. 1999). Es ist méglich, dass XRCC2
an der Hemmung dieser ,,schlafenden® Origins beteiligt ist und deshalb die Replikation
verzogert. In XRCC2-defizienten Zellen féllt diese Hemmung weg, die ,,dormant
origins“ feuern und fiihren trotz bereizs vorhandener DNA-Schéden zur Vollstandigen
Replikation des Genoms, (Abb. 5.2).

XRCC2

V4 N
N\ Y

. Topoisomerase I . Topotecan

LN
b

< . .
—>» dormant origin

Abb. 5.2: Die Hemmung ,schlafender” Origins durch blockierte Replikationsgabeln ist vermutlich
XRCC2-vermittelt.

Es kann also zusammengefasst werden, dass XRCC2-abhdngige Mechanismen
existieren, die beim Auftreten von topotecaninduzierten Doppelstrangbriichen, die
Replikationsinitiation hemmen, um eine fehlerhafte DNA-Replikation zu verhindern.
Gleichzeitig gibt es auch eine XRCC2-unabhé&ngige Blockierung der Elongation,

vermutlich ausschlieBlich durch mechanische Blockierung der Replikationsgabeln.
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5.5. Es existieren XRCC2-abhangige Checkpoints

Es konnte mit Hilfe der Messung des BrdU-Einbaus festgestellt werden, dass es in den
V79-Zellen nicht aber in den irsl-Zellen nach Topotecaninkubation zu einer
Zellzyklusverzdgerung in der friihen S-Phase kommt. Die Frage, ob es sich dabei um
eine rein passive sterische Blockierung anstelle eines aktiven Checkpoints handelt kann
durch die Messung der DNA-Doppelstrangbriiche beantwortet werden. Die YH2AX-
Versuche haben uns gezeigt, dass inXRCC2-defizienten Zellen zu allen Zeiten
wesentlich mehr DNA-Doppelstrangbriiche vorhanden waren als in VV79-Zellen; diese
aber den deutlicheren Replikationsblock aufwiesen. Das bedeutet, dass die frihe S-
Phase-Zellzyklusverzogerung in den V79-Zellen kein passiver Effekt ist sondern auf
einer aktiven Checkpointaktivierung beruht. Wie oben beschrieben, kommt dagegen die
Elongationshemmung die in beiden Zellen gefunden wurde auf Grund der groRen Zahl
nicht reparierter Doppelstrangbriiche zustande.

Die intra-S Checkpointaktivierung erfolgt typischerweise (ber Chkl (Bartek et al.
2004), die hier trotz des Einsatzes hoher Topotecankonzentrationen nicht in irsl aber
auch nicht in V79-Zellen gefunden wurde. Passend dazu lies sich auch keine friihe
Degradierung von Cdc25A machweisen. Allerdings lasst ein Zeitvergleich der spéten
Cdc25A-Degradierung (nach 16 Stunden) mit der Chk2-Phosphorylierung vermuten,
dass die Chk2-Aktivierung im Zuge des G2-Arrestes fir den Cdc25A-Abbau
verantwortlich ist.

Das Ausbleiben der Phosphorylierung von Chkl in der frihen S-Phase muss also auf
einem bisher unbekannten Defekt zurlick zu fuhren sein, der in den beiden Zelllinien
gleichermalien vorliegt. Aufgrund dieses Defektes ist es derzeit nicht moglich, sicher zu
beurteilen, ob XRCC2 einen Einfluss auf den intra-S-Phase-Checkpoint hat. Zur
Klarung dieses Punktes sind nicht zuletzt Antikdrper nétig, die zuverlassig
phosphoryliertes Hamster-Chk1, Chk2 und Cdc25A detektieren. Derartige Antikorper

sind kommerziell nicht erhéltlich.

5.6. Krebstherapie und DNA-Reparatur

Viele Krebszellen weisen Defekte in der Reparatur von DNA-Schaden oder der damit
verbundenen Signaltransduktion auf. Diese Defekte stehen hdaufig mit dem onkogenen
Potential in direktem Zusammenhang (Bartkova et al. 2005 und 2006). Gleichzeitig sind
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diese Defekte auch die Schwachstelle der Zelle. Abhangig von der Art des Defektes in
der DNA-Reparatur sind sie gegeniber verschiedenen Chemotherapeutika oder
Bestrahlung besonders empfindlich. Ein besonders klares Beispiel findet sich in
Tumoren mit einem Defekt in der Homologen Rekombination, vor allem im Rahmen
einer Mutation in BRCA1 oder BRCAZ2, die in hochstem MaRe besonders sensibel
gegentiber PARP-Inhibitoren sind (Bryant und Helleday, Martin et al. 2008). In dem
Fall wird die Homologe Rekombination bendtigt, um Basenschaden, die mit der
Replikationsgabel kollidieren Uber Homologe Rekombination zu reparieren. Nach den
Ergebnissen der vorliegenden Studie ist es analog zu erwarten, dass alle Krebszellen mit
einem Defekt in der Homologen Rekombination auch sensitiv gegeniiber Topotecan
sind und damit Topotecan ein gut wirksames, selektives Therapeutikum fir diese
ausgewahlte Gruppe von Tumoren ist. Topotecan kénnte in dem Fall aus der Reihe der

second-line Therapeutka in die Primarindikation beférdert werden.
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6. Zusammenfassung

Das Ziel dieser Dissertation war es die Rolle des Reparaturgens XRCC2 fir die
homologe Rekombination und fir die Zellzyklusregulation nach Behandlung mit
Topotecan zu untersuchen.

Bei Topotecan handelt es sich um ein Chemotherapeutikum, das replikationsabhéngig
DNA-Doppelstrangbriiche verursacht. Da diese DNA-Doppelstrangbriiche in erster
Linie mittels Homologer Rekombination repariert werden, ist Topotecan zur
Untersuchung dieses Reparaturweges besonders geeignet.

XRCC?2 ist eines von 5 Paralogen des zentralen Reparaturproteins Rad51 und an der
Homologen Rekombination beteiligt. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die
XRCC2-defizienten irs1-Zellen etwa 10-fach sensibler gegeniiber Topotecan sind als
die parentalen V79 Zellen. Es wurde mittels YH2AX-Foci gezeigt, dass die erhohte
Empfindlichkeit der XRCC2-defizienzen Zellen gegeniiber Topotecan auf einer
mangelhaften Homologen Rekombination beruht. Wéhrend bei den V79-Zellen
innerhalb von 24 Stunden eine vollstandige Reparatur der DNA-Doppelstrangbriiche
statt fand. Im gleichen Zeitraum wurden von den XRCC2-defizienten Zellen nur etwa
60% der DNA-Doppelstrangbriiche repariert. Es kann also gefolgert werden, dass ein
Defekt im XRCC2-Gen einen Defekt in der Reparatur von topotecaninduzierten
Doppelstrangbriichen zur Folge hat. Die stark erhdhte Sensibilitat kann zusatzlich auch
darauf beruhen, dass Topotecan in beiden Zelllinien unterschiedlich mit dem Zellzyklus
interferiert. Deshalb wurde die Zellzyklusprogression der Zellen untersucht.

Bei geringen Topotecankonzentrationen blieb die Zellzyklusverteilung von V79 relativ
unbeeinflusst wahrend irsl frih eine Zunahme von G2-Phase-Zellen zeigte, was
einerseits auf einen abgeschwéchten intra-S-Phase-Block andererseits auf eine hohe
Schadensdichte in den XRCC2-defizienten Zellen hinweist. Um zu testen, ob die
Zellzyklusprogression in irs1-Zellen unabhangig von XRCC2 grundsatzlich hemm bar
ist, wurden hohere Konzentrationen von Topotecan eingesetzt. Es konnte gezeigt
werden, dass ab Konzentrationen von 0.05 uM Topotecan die Progression in die G2
Phase gehemmt ist, die Zahl der S-Phase Zellen kontinuierlich zunimmt. Mit steigender
Konzentration erfolgte die Arretierung immer friher in der S-Phase wobei die G1-Phase
Zellen in jedem Fall abnahmen. Das bedeutet, dass alle Zellen die Replikation initiieren

koénnen und lediglich die Elongation nach hoher Schadensdichte inhibiert wird. In den
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XRCC2-profizienten V79 Zellen dagegen blieb konstant ein Anteil von Zellen in G1-
oder fruher S-Phase erhalten. Allerdings zeigten Zellen die die Replikation initiieren
konnten nach hoheren Topotecankonzentrationen &hnlich wie die irsl Zellen einen
Block der Elongation. Zusammenfassend ergibt sich bezogen auf die
Zellzyklusregulation nach Topotecan ein bimodales Modell, demzufolge, abhéngig von
XRCC2, die Initiation der Replikation gehemmt wird. Zusatzlich wird nach hoher
Schadensdichte, unabhangig von XRCC2, die Elongation unterbrochen. Der Vergleich
von Reparaturkapazitat und Zellzyklusregulation zeigt, dass vermutlich nicht nur die
Reparaturféhigkeit sondern auch die F&higkeit, einen stringenten S-Phase-Block
auszulosen die Resistenz gegenuber Topotecan bestimmt. Beide Parameter konnten

einen differenziellen Effekt von Topotecan auf Tumor- und Normalzellen begriinden.
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