UNIVERSITATSKLINIKUM HAMBURG-EPPENDORF

Klinik und Poliklinik fiir Strahlentherapie und Radioonkologie

Direktorin Prof. Dr. med. Cordula Petersen

DNA-Reparatur in Mauszellen
mit einem Defekt im XRCC4-Reparaturgen

Dissertation

zur Erlangung des Grades eines Doktors der Medizin

an der Medizinischen Fakultit der Universitit Hamburg.

vorgelegt von:

Leonie Schulte-Uentrop

aus Wiirzburg

Hamburg 2011



Angenommen von der

Medizinischen Fakultiit der Universitit Hamburg am: 20.04.2012

Veroffentlicht mit Genehmigung der

Medizinischen Fakultit der Universitit Hamburg.

Priifungsausschuss, der/die Vorsitzende: Prof. J. Dahm-Daphi

Priifungsausschuss, zweite/r Gutachter/in: Prof. K. Kutsche



Publikation

,,Distinct roles of XRCC4 and Ku80 in non-homologous
end-joining of endonuclease- and ionizing radiation-induced

DNA double-strand breaks‘

Leonie Schulte-Uentrop, Raafat A. El-Awady, Lena Schliecker,

Henning Willers und Jochen Dahm-Daphi
(Nucleic Acids Research, 2008, Vol. 36, No. 8 2561-2569)



Published online 10 March 2008

Nucleic Acids Research, 2008, Vol. 36, No. 8 2561-2569

doi:10.1093|nar/gkn094

Distinct roles of XRCC4 and Ku80 in
non-homologous end-joining of endonuclease-
and ionizing radiation-induced DNA double-strand

breaks

Leonie Schulte-Uentrop?, Raafat A. EI-Awady'?, Lena Schliecker’,

Henning Willers® and Jochen Dahm-Daphi'*

"Laboratory of Radiobiology & Experimental Radiation Oncology, Department of Radiotherapy and Radiation
Oncology, University Medical School Hamburg-Eppendorf, Martinistrasse 52, D-20246 Hamburg, Germany,
2Department of Tumor Biology, National Cancer Institute, University of Cairo, Egypt and 3Laboratory of Cellular &
Molecular Radiation Oncology, Department of Radiation Oncology, Massachusetts General Hospital, Harvard

Medical School, Charlestown, MA 02129, USA

Received January 31, 2008; Revised and accepted February 15, 2008

ABSTRACT

Non-homologous end-joining (NHEJ) of DNA double-
strand breaks (DSBs) is mediated by two protein
complexes comprising Ku80/Ku70/DNA-PKcs/
Artemis and XRCC4/LigaselV/XLF. Loss of Ku or
XRCC4/LigaselV function compromises the rejoining
of radiation-induced DSBs and leads to defective
V(D)J recombination. In this study, we sought to
define how XRCC4 and Ku80 affect NHEJ of site-
directed chromosomal DSBs in murine fibroblasts.
We employed a recently developed reporter system
based on the rejoining of I-Scel endonuclease-
induced DSBs. We found that the frequency of
NHEJ was reduced by more than 20-fold in
XRCC4—/— compared to XRCC4+/+ cells, while a
Ku80 knock-out reduced the rejoining efficiency by
only 1.4-fold. In contrast, lack of either XRCC4 or
Ku80 increased end degradation and shifted repair
towards a mode that used longer terminal micro-
homologies for rejoining. However, both proteins
proved to be essential for the repair of radiation-
induced DSBs. The remarkably different phenotype
of XRCC4- and Ku80-deficient cells with regard to
the repair of enzyme-induced DSBs mirrors the
embryonic lethality of XRCC4 knock-out mice
as opposed to the viability of the Ku80 knock-out.

Thus, I-Scel-induced breaks may resemble DSBs
arising during normal DNA metabolism and mouse
development. The removal of these breaks likely has
different genetic requirements than the repair of
radiation-induced DSBs.

INTRODUCTION

DNA double-strand breaks (DSBs) represent the most
serious DNA lesion, which, if not adequately repaired, can
lead to cell death through the generation of lethal
chromosomal aberrations. Alternatively, inadequately
repaired DSBs may give rise to potentially carcinogenic
mutations or chromosomal rearrangements. In mamma-
lian cells, non-homologous end-joining (NHEJ) is the
principal pathway for the removal of DSBs throughout
the entire cell cycle. NHEJ relies on a limited number of
core proteins that are sufficient to execute DSB repair
in vitro (1,2). The heterodimer of Ku70 and Ku80
recognizes and binds DNA ends and recruits the catalytic
subunit of the DNA-dependent kinase (DNA-PKcs),
together forming the DNA-PK holoenzyme. Ku proteins
and DNA-PKcs are both capable of tethering DNA ends
(3-5), with Ku translocating internally upon binding of
DNA-PKcs to the DNA end (6). Prior to ligation, the
DNA ends need to be trimmed for proper annealing. At
least a fraction of DSB ends is tailored by the Artemis
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nuclease in concert with DNA-PKcs (7). Other exo- and
endonucleases are not yet defined. The polymerases Pol p
and Pol A likely replenish small sequence gaps (8,9).
The fill-in synthesis appears to be tightly coupled to the
ligation of DNA ends (2,8). The latter step is performed
by DNA ligase IV (LiglV) together with its obligatory
cofactor XRCC4 (10,11). Another partner involved in the
ligation step in vivo has been recently identified as
the XRCC4-like factor (= XLF, Cernunnos) (12,13).
The ligation complex is recruited by and interacts with Ku
and DNA-PKcs (14-16).

Cells deficient in any of the NHEJ core proteins display
pronounced hypersensitivity to ionizing radiation (IR)
and a reduced ability to rejoin IR-induced DSBs (17). The
NHEJ core proteins are also required for V(D)J recombi-
nation and class-switch recombination (18-20). Deficiency
of either of these proteins leads to severe clinical
immunodeficiency in mice and humans (21-25). Further,
NHEJ deficiencies in mice are associated with impaired
neurogenesis and growth delay (25-27). Defective NHEJ
also causes gross chromosomal aberrations, genomic
instability and lymphomagenesis (28,23). In humans,
however, defective NHEJ has not yet been extensively
linked to malignancy (29-32).

Genetic knock-out of XRCC4 but not of Ku80 in mice
leads to embryonic death, suggesting that XRCC4
function is critical for the removal of DSBs that arise
during development (22,23). Interestingly, this differential
importance of XRCC4 and Ku80 for the DSB repair
efficiency is generally not well reflected in biochemical and
extrachromosomal end-joining assays (33-36). Further-
more, loss of XRCC4 or Ku80 causes IR hypersensitivity
that is of similar severity.

Chromosomal plasmid assays that employ the rare-
cutting I-Scel endonuclease have been employed success-
fully to elucidate the genetic determinants and molecular
mechanisms of homologous recombination (37,38).
Recently, others and we have applied these assays to
NHEJ as well (39-41). In a report by Lopez and
colleagues (39), mutation of Ku80 had surprisingly little
if any effect on the rejoining of non-complementary ends
generated by cleavage of two inverted I-Scel recognition
sites spaced some kb apart. However, it cannot be
excluded that residual Ku80 activity in the xrs6 CHO
cells was sufficient for DSB rejoining in that assay. The
importance of XRCC4/LiglV for the rejoining of site-
directed chromosomal breaks was not studied and has
remained unknown.

In the present study, we therefore investigated the roles
of XRCC4 and Ku80, as the respective representatives
of the XRCC4/XLF/LiglV and Ku/DNA-PKcs/Artemis
complex, in the rejoining of I-Scel endonuclease-induced
DSBs. We report the chromosomal repair phenotype of
XRCC4 null mouse cells, which is characterized by a more
than 20-fold reduction of NHEJ proficiency, increased
end-degradation, and an increase in microhomology
length used for joining of ends. Strikingly, knock-out
of Ku80 resulted only in a mild I-Scel end-joining defect
(1.4-fold), while having an impact on repair fidelity that
was similar to the loss of XRCC4.
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Figure 1. NHEJ reporter construct. (A) Illustration of the reporter
assay. See text for details. (B) Double-stranded sequence flanking both
I-Scel recognition sites (bold), which are placed in inverse orientation:
Simultaneous cleavage of both sites with pop-out of the intervening
sequence creates two non-compatible cohesive ends. A single I-Scel
cleavage creates compatible cohesive ends that can be directly religated.
The artificial start codon is underscored. Figure is adopted from (41).

MATERIALS AND METHODS
Cells

Mouse embryonic fibroblasts (MEFs) lacking either Ku80
or the XRCC4 (28, 23, kindly gifted by A. Nussenzweig
and F. Alt) and the respective parental strains (all strains
were p53—/—) were cultured in DMEM medium supple-
mented with 15% FCS, 1% penicillin/streptomycin at
37°C in an atmosphere of 5% CO,. The presence or
absence of XRCC4 and Ku80 was verified by Western
blotting (Supplementary Figure S1). To harvest clones
grown in selection medium (either Puromycin or
XHATM, see below) in T-175 plastic culture flasks
(Greiner, Germany), a 75W soldering iron (ERSA
Multisprint, ERSA, Germany) was used to melt a 1cm
hole directly above each individual colony through which
careful  micro-trypsinization (10pl  Trypsin-EDTA,
GIBCO-Invitrogen) was possible. Only those clones were
chosen that grew in sufficient distance (> lcm) to its
proximate neighbor colony to avoid cross contamination.
The individual clones were transferred to microwell plates
and further expanded.

NHEJ reporter substrate

The generation of the pPHW2 plasmid was described
previously (40). Induction of DSBs by the I-Scel
endonuclease and rejoining by NHEJ lead to gpt
translation and resistance to XHATM-containing selec-
tion medium (Figure 1). Here, 0.5 ng of the pPHW2 was
linearized with Pvul and electroporated into 10° cells.
Cells were grown for 2-3 weeks in selection medium
(0.5 pg/ml puromycin, Sigma) to obtain clones with stable
integration of pPHW2. This was verified by PCR using
the primer pair ATGTTGCAGATCCATGCACG and



AATACGACGCCATATCCC, yielding a 400-bp frag-
ment only in clones with an integrated repair substrate.
Single copy integration was verified by sequencing of
repair products (see below).

NHEJ assay

DSBs were induced by transfecting 3 x 10° cells carrying
the pPHW2 plasmid with 50 ug of pCMYV-3xNLS-I-Scel
(kindly provided by M. Jasin) or a control plasmid (40).
To allow for I-Scel expression and end-joining to proceed,
cells were grown for 48 h in non-selective medium. Cells
were then replated at appropriate densities between 10°
and 10° per 175 cm? tissue culture flasks and grown for 2-3
weeks in selection medium containing XHATM (xanthine,
hypoxanthine, aminopterin, thymidine and mycophenolic
acid at 10, 13.6, 0.17, 3.87 and 10 pg/ml respectively; all
Sigma). The relative NHEJ frequency was derived from
the number of XHATM-resistant colonies per number of
seeded cells. This frequency was corrected for the plating
efficiency of control cells grown in non-selective medium
and normalized to the transfection efficiency, ranging
between 0.53 and 0.56 for Ku80 cells and 0.43 and 0.48 for
XRCCH4 cells.

Repair product analysis

Individual XHATM-resistant colonies were harvested,
expanded and genomic DNA was subjected to sequencing
across the repair junction using the primers agctattcca-
gaagtagtgaggag (forward) and gtgatcgtagctggaaatacaaac
(reverse), an automated sequencer (ABI 3100, Applied
Biosystems-Hitachi) and Big-Dye technology.

Clonogenic cell survival and overall DSB rejoining after
irradiation

Cells were irradiated with X-ray doses of up to 8 Gy and
seeded for colony formation as described (42). For
measuring of DSB repair, cells were irradiated with
50 Gy and rejoining of DSBs was measured at different
time intervals after irradiation by neutral constant-field gel
electrophoresis as described (42).

Statistics

Experiments were repeated at least three times, and data
are presented as mean &= SEM. Statistical analysis, data
fitting and graphics were performed by means of the
Prism 4.0 computer program (GraphPad Software,
San Diego, USA).

RESULTS

To elucidate the roles of XRCC4 and Ku80 in chromo-
somal NHEJ, we made use of a recently developed I-Scel
reporter assay that has been described elsewhere (40,41).
Briefly, the plasmid substrate, pPHW2, contains an
artificial translational start sequence inserted between
an early SV40 promoter and the bacterial gpt gene
(Figure 1A). The associated artificial open reading frame
is shifted by 1 bp against the downstream gpt ORF and
is dominant over the gpt start site, hence, preventing
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gpt translation. Two I-Scel recognition sites flank the
artificial ATG site. Simultaneous cleavage at both I-Scel
sites results in frequent loss, i.e. pop-out, of the 34 bp-
sequence containing the artificial ATG. NHEJ of the
resulting DNA ends reconstitutes translation of the
original gpt ORF, thereby allowing the detection of
recombinants as colonies growing in XHATM selection
medium. The tandem I-Scel sites are inverted, so that
I-Scel cleavage results in two of non-complementary 3’
single-stranded overhangs of 4 bases. These ends require
modification prior to ligation (Figure 1B), which is a
typical feature of repair via NHEJ (2, 34, 35, 41).

A hallmark of this plasmid design is that it does not
select for specific NHEJ products, i.e. the pop-out
mechanism allows for the detection of a broad variety of
sequence alterations that range from single nucleotide
alterations to deletions of up to 100 bp at the I-Scel sites.
Since the 34-bp pop-out leaves the DNA ends in close
proximity (within one nucleosome), the rejoining mecha-
nism is likely representative of the repair of a single DSB.
In addition, the assay can monitor a variety of repair
events associated with sequence alterations after a single
I-Scel cleavage (for details see below and Ref. (40,41)). In
contrast, a direct ligation of an individually cleaved I-Scel
site, which likely occurs in the majority of cells, cannot be
detected as it does not alter the plasmid sequence. Finally,
DSBs induced in the S/G2-phases of the cell cycle may
also be repaired via error-free homologous recombination
with the sister chromatid as a donor, which likewise does
not alter the wild-type sequence and thus remains
undetectable.

Lack of XRCC4 reduces the efficiency and fidelity of
NHEJ of I-Scel-induced chromosomal DSBs

The pPHW?2 reporter was stably integrated as a single
copy into the genome of MEFs derived from
XRCC4+/+ or XRCC4—/— mice (23). Subsequently,
cells were transiently transfected with the I-Scel expres-
sion plasmid and incubated for 3 weeks in selective
medium for colony formation. Four independent
XRCC4+/+ clones carrying pPHW2 showed a mean
NHEJ frequency of 0.034 (SEM,+0.01) (Figure 2A,
Supplementary Table S1). Knock-out of XRCC4 in
another four clones drastically reduced the NHEJ
efficiency on average to 0.0015 (£0.00045), corresponding
to a 23-fold suppression compared to the parental cells
(P <0.0001). Of note, the data indicate that a small
fraction of DSBs was still rejoined in the absence of a
functional XRCC4/LiglV complex.

The persistence of non-ligated DNA ends in
XRCC4—/— cells may lead to increased end degradation
and deletion formation. To address this possibility, we
raised individual XHATM-resistant clones after induction
of I-Scel breaks and performed DNA sequencing across
the repair junctions (see Supplementary Figure S2).
XRCC4+/+ cells showed minimal end resections of
0—4nt, which were restricted to the 3 overhangs
(Figure 2B). Rejoining was mediated exclusively by 1-
2nt of A/T microhomologies present in the overhangs. In
contrast, this high-fidelity repair phenotype was absent in
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Figure 2. Efficiency and fidelity of NHEJ depending on XRCC4. (A) Endjoining frequency after induction of DSBs by I-Scel endonuclease as
measured by the frequency of XHATM- resistant colonies normalized to colony formation in non-selective medium. (B) Examples of repaired DNA
sequences obtained from genomic DNA of individual XHATM resistant clones. Only the sense strand is shown. I-Scel recognition sites are depicted
in bold. In the parental sequence, both start codons are underscored. Microhomologies are underscored within the example sequences. Fill-in
synthesis is drawn as lower case letters. N indicates the total number of analyzed sequences. (C) Distribution of length of deletions at individual
junctions. Deletions are defined as the sum of base pairs lost at both sites of the DSB. According to this definition, the 34-bp pop-out event in case of
double I-Scel cleavage is not considered a deletion. (D) Distribution of the number of homologous bases (microhomologies) used for junction

formation. Only terminal microhomologies are considered.

XRCC4—/— cells. In these cells, all individual repair
products revealed large deletions ranging from 10 to 76 bp
(Figure 2B and C). The mean deletion length was 0.25 bp
(£0.2) and 31 bp (£2.2) in XRCC4+/+ and XRCC4—/—
cells, respectively (Mann—Whitney test, P <0.0001). In
addition to reduced repair efficiency and fidelity,
XRCC4—/— cells frequently changed to a repair mode
that employed longer microhomologies for the annealing
of ends, i.e. 3-5nt, which never occurred in XRCC4+/+
cells (Fisher’s exact test, P = 0.049) (Figure 2D). End-
joining along 1-2nt of microhomology was observed in
only 35% of repair events in XRCC4—/— cells.

Lack of Ku80 reduces the fidelity but not the efficiency of
NHEJ

To compare the repair phenotype of XRCC4—/— MEFs
with the consequences of losing Ku80, we integrated
pPHW?2 into an isogenic pair of Ku80+ /+ and Ku80—/—
MEFs (28). We found that lack of Ku80 only led to a

statistically non-significant reduction of NHEJ, i.e. by a
factor of 1.4 (P =0.6) (Figure 3A, Supplementary
Table S1), which markedly contrasts with the more than
20-fold reduced rejoining ability of XRCC4—/— cells.
We considered the possibility that extensive deletions
(> 100 bp) arising from the cleaved I-Scel sites could have
affected the adjacent promoter or gpt reporter gene in the
XRCC4—/— cells, thereby leading to XHATM sensitivity
and low rejoining frequencies. We, therefore, plated cells
following I-Scel break induction into non-selective
medium for colony formation. We observed that colony
survival was significantly reduced only in XRCC4- but not
in Ku80-deficient cells when compared to the transfection
of a pNeo control plasmid (Supplementary Figure S3).
These data indicate that XRCC4—/— cells suffer from
a high frequency of lethal unrejoined breaks while
Ku80—/— are widely capable of resealing I-Scel breaks.
The absence of an effect on rejoining efficiency in
Ku80—/— cells does not preclude the possibility of an
alteration in the fidelity of repair. We thus proceeded to
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Figure 3. Efficiency and fidelity of NHEJ depending on Ku80. (A) End-joining frequency after induction of DSBs by I-Scel endonuclease analogous
to Figure 2A. (B) Examples of repaired DNA sequences obtained from genomic DNA of individual XHATM resistant clones. Display as in Figure 2,
italic font indicates inserted nucleotides. (C) and (D) Distribution of deletion length and microhomology usage as in Figure 2.

perform DNA sequencing on individual MEF clones
following I-Scel break induction. In Ku80+/+ MEFs, we
observed a spectrum of repair products similar although
not identical to the repair phenotype of XRCC4+ /+ cells
(Figure 3B), which is likely attributable to the different
mouse strains used. As in the XRCC4—/— cells, we
detected an increase in deletion size in Ku80—/— MEFs
compared to wild-type cells (Figure 3C). In Ku80+/+
cells, 42% of junctions showed small deletions of 4 bp or
less, but only 10% of these high-fidelity events were
detected in knock-out cells. Accordingly, deletions in
Ku80-deficient cells were significantly longer than in the
wild-type cells, i.e., a mean of 30bp (£4) versus 18 bp
(£3), respectively (Mann—Whitney test, P = 0.005). In
addition, Ku80—/— cells used significantly more often
microhomologies of 4-5nt than the wild-type cells
(Figure 3D, P = 0.005), suggesting that loss of KuS80,
similar to XRCC4, changes the mechanism of rejoining.
Interestingly, the percentage of junctions mediated by
1-2 nt microhomology, which appeared to be a feature
of XRCC4-mediated NHEJ, was virtually identical in
Ku80+/+ and Ku80—/— cells (~50% of all events).

We noticed that the repair spectrum of XRCC4+/+
and Ku80+/+ MEFs was not identical, which is likely
due to the different origin of the respective mouse strains
(Figures 2 and 3) (23,28). To exclude that the less precise
baseline NHEJ activities seen in the Ku80+ /+ cells have
masked the impact of losing Ku80, we repeated the
experiments in K1 wild-type and Ku80-mutant CHO cells.
Loss of Ku80 function only led to a slightly reduced
NHEJ capacity, i.e. from 0.042 to 0.031 (Supplementary
Table S2), which confirmed the observed mild defect in
Ku80—/— MEFs compared to Ku80 cells (see Figure 3A).

Taken together, our data reveal a reduced fidelity of
NHEJ and preferred usage of longer microhomologies
in both repair-deficient strains; however, only loss of
XRCCH4 significantly reduced the efficiency of rejoining.

Lack of XRCC4 or Ku80 enhances error-prone rejoining of
complementary DNA ends

Previous studies with extrachromosomal substrates
suggested that Ku80 and LiglV are involved in the
precise ligation of complementary DNA ends (43-45).
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As outlined above, complementary ends are created when
only one I-Scel site is cleaved. Error-free religation does
not alter the DNA sequence and cannot be detected
directly. However, if precise end-ligation fails, sequence
alterations that abolish the dominant function of the
artificial start codon may occur (41). Examples of single-
cleavage events are included in Figures 2B and 3B where
the artificial ATG was either deleted (Sequences 4/4, 14/5,
14/13, 17/10) or shifted in frame with the original start
codon (Sequences 52/11, 52/13), either of which restored
gpt translation and resistance to XHATM.

We next analyzed the subpopulation of repair products
arising from cleavage at individual I-Scel sites in more
detail to determine whether loss of either XRCC4 or Ku80
had compromised the rate of precise endligation, thereby
leading to sequence alteration upon repair of the ends
(i.e. error-prone repair). Specifically, we estimated the
fraction of error-prone repair events at individual I-Scel
sites among all detectable repair events, i.e. individual
I-Scel repair plus repair following pop-out events. In
XRCC4+/+ cells, the portion of repair events at
individual I-Scel sites was small (11%) (Supplementary
Figure S2B), suggesting that the vast majority of these
breaks was closed by precise religation. In contrast, in
XRCC4—/— cells the fraction of error-prone repair events
increased to 41% (P = 0.028), consistent with impaired
precise ligation. The increase in error-prone rejoining of
complementary ends in Ku80—/— cells was less pro-
nounced, i.e. by 11% (Supplementary Figure S2B), and
did not reach statistical significance.

Together, our data illustrate distinct roles of XRCC4
and Ku80 in NHEJ of I-Scel-induced DSBs with
complementary and non-complementary ends. Loss of
XRCC4 uniformly leads to a more severe repair defect
than loss of Ku80.

Both XRCC4 and Ku80 are equally required for
radioresistance and repair of IR-induced DSBs

After exposure to IR, DSB repair primarily relies on
NHEJ. Accordingly, using constant-field gel electropho-
resis, XRCC4 and Ku80 knock-out MEFs demonstrated

a substantial DSB repair defect when compared to the
respective wild-type strain (Figure 4B). Notably, loss of
either gene resulted in a similar amount of unrepaired
IR-induced DSBs, which is in contrast to the different
I-Scel rejoining efficiencies seen in XRCC4—/— and
Ku80—/— cells (Figures 2A and 3A). The observed
impairment in the repair of radiation damage translated
into a similar degree of cellular radiation hypersensitivity
in both knock-out lines (Figure 4A).

DISCUSSION
XRCC4 promotes efficiency and fidelity of NHEJ

We characterize here the impact of murine XRCC4
deficiency on NHEJ of chromosomal DSBs on a
molecular level. Upon loss of XRCC4, cells demonstrated
a more than 20-fold decreased ability to rejoin I-Scel
endonuclease-induced DSBs (Figure 2A) which is a much
more pronounced difference than the effects reported for
in vitro end-joining extrachromosomal NHEJ, or class
switch recombination but similar to the effects upon
V(D)J recombination (19,20,33-35). The importance of
XRCCH4 for the rejoining of enzymatic breaks extended to
both, cohesive complementary DNA ends that are
substrates for precise religation as well as non-comple-
mentary ends that are typically rejoined along 1-2nt of
terminal A/T microhomology.

Others and we have found extended deletions and
frequent usage of longer microhomologies in the absence
of XRCCH4 (this study, 19,24,35,36). Deletions are likely
due to exonuclease activity in the absence of the XRCC4/
LiglV complex. XRCC4 is further required for the
recruitment and activation of the polymerase X family
members Pol A and Polp, which have emerged as the
important polymerases in NHEJ (2,8,9,46). Reduced
polymerase activity should result in unopposed exonu-
clease activity, which may lead to the long deletions
observed in XRCC4—/— cells. Progressive end resection
eventually exposes longer sequence homologies at the
DNA ends, which may provide sufficient stability to



complete end-joining even without XRCC4/LiglV. It is
tempting to speculate that DNA ligase 111 (LiglII) rejoins
these ends. Longer microhomologies not only increase the
stability of the junction but also better separate the free
DNA ends. The gaps on each strand may be then
recognized as individual SSBs, which are better substrates
for LiglIl than genuine DSBs (47). However, in our study
only about 25% of junctions formed independently of any
microhomologies (Figure 2D), thus additional mecha-
nisms must exist for stabilization and synapsis of ends.

Ku80 is dispensable for efficient NHEJ of site-directed DSBs

Similar to the XRCC4—/— repair spectrum, Ku80—/—
cells exhibited an increase in deletion size and a shift
towards a mode of end-joining that relies on the use of
longer microhomologies (3—5bp) (Figure 3C). This is in
line with several previous reports (34,35,39,43,45,48,49).
Interestingly, we could not detect a significantly reduced
efficiency of end-joining in Ku80—/— compared to
Ku80+/+ cells (Figure 3A, Supplementary Figure S3).
Similar results were reported by Ma et al. for yeast (50)
and Guirouilh-Barbat ez al. (39) for hamster cell mutants
despite notable differences in the chromosomal repair
assays. The mild repair phenotype of Ku80—/— MEFs
contrasts the severe rejoining deficiency in XRCC4—/—
cells, which mirrors the observed differences in embryonic
viability seen with Ku80 versus XRCC4 knock-out mice
(22,23). This raises the possibility that the chromosomal
breaks created by the I-Scel endonuclease represent a
better model of DSBs occurring during normal DNA
metabolism and mouse development than biochemical or
extrachromosomal end-joining systems.

Why is Ku80 not required for proficient end-joining?
We cannot exclude the possibility that binding of the
I-Scel enzyme and DNA cleavage may alter the chromatin
structure sufficiently to attract other repair proteins,
thereby alleviating the need for Ku to act as a signal
amplifier and attractor of repair components. On the other
hand, Ku is needed for the recruitment of XRCC4/LiglV
(14, 16), yet we did not observe the same rejoining defect
in Ku80 cells as in XRCC4—/— cells. A more attractive
explanation involves the repair pathway relying on LiglII,
PARP-1, and XRCCI, which operates alternatively and
independently of the DNA-PK-dependent pathway, as
shown by the Salles and Iliakis laboratories (51-53). This
alternative rejoining activity was guided by the initial
binding of PARP-1 to free DNA ends, which required the
absence of Ku. Interestingly, the efficiency of this pathway
could be significantly increased in LiglV-deficient cells by
knock-down of Ku70 (50). This observation supports
previous results showing that LiglV-deficient DT40 cells
and even the embryonic lethality of LiglV—/— mice could
be rescued by a simultaneous abrogation of Ku70 (54,55).
Thus, repair in Ku80—/— MEFs may be channeled
towards a Liglll-dependent pathway, which maintains
rejoining levels although at the expense of sequence loss at
the break sites. In contrast, XRCC4-deficient cells express
normal Ku80, which impairs access of PARP-1 to DNA.
Hence, LigllI-mediated end-joining remains inefficient.

Nucleic Acids Research, 2008, Vol. 36, No.8 2567

Distinct roles for Ku80 and XRCC4 in the rejoining of I-Scel
endonuclease versus IR-induced DSBs

Why are the requirements for XRCC4 and Ku80 distinct
for endonuclease- and IR-induced breaks? Enzymatic
cleavage leaves clean termini while radiation-induced
DNA ends are blocked by 5 dephosphorylated residues
or 3’ phosphoglycolates, which need to be removed prior
to further processing. The resection of this type of ends
requires the kinase activity of DNA-PK, and/or Artemis,
and XRCC4/LiglV (11,48,56). Recruitment and proper
activity of these proteins depend on Ku (7,14,16), thus
explaining the high sensitivity of Ku80-deficient cells
towards radiation but not enzymatic damage. In contrast,
XRCC4 is needed for both types of breaks. An alternative
but perhaps less likely possibility is that Ku80-indepen-
dent end-joining mediates efficient repair of 1-2 DSBs but
cannot cope with the large number of DSBs typically
generated by IR.

In conclusion, our findings significantly advance our
understanding of the roles of XRCC4 and Ku80 in
chromosomal DSB repair. Both proteins are essential for
the removal of IR-induced DSBs but only XRCC4 is
required for efficient rejoining of enzymatic breaks, which
may resemble spontaneous DSBs arising during normal
DNA metabolism. Our results can thus help us appreciate
why the XRCC4—/— but not the Ku80—/— phenotype is
lethal in mice.

While this manuscript was under revision Lopez and
colleagues published a complementary work (57) that lead
to similar conclusions, i.e. that only loss of XRCC4 but
not of Ku80 reduced the efficiency of the repair of I-Scel
induced breaks
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Supplement Fig. S2

A PCR amplificates of the repair region
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B Sequences of the repair products
I-Scel I-Scel

Parental TGCAAAAAGCTTGCGCCTAGGGATAACAGGGTAATCTCGAGCCATGGATTACCCTGTTATCCCTAGATCTGGCTGGGACE

XRCC4+/+

16/1 TGCAARAAGCTTGCGCCTAGGGATA tCCCTAGATCTGGCTGGGAC]
16/2 TGCAARAAGCTTGCGCCTAGGGAT CCCTAGATCTGGCTGGGAC!
16/3 TGCARAAAGCTTGCGCCTAGGGATAAa2aaaTAATCTCGAGCCATGGATTACCCTGT-at CCCTAGATCTGGCTGGGAC]
16/4 TGCARAAAGCTTGCGCCTAGGGATAA tCCCTAGATCTGGCTGGGAC]
16/5 TGCAAAAAGCTTGCGCCTAGGGAT: tatCCCTAGATCTGGCTGGGAC!
16/6 TGCAARAAGCTTGCGCCTAGGGATA tCCCTAGATCTGGCTGGGAC]
16/9 TGCAAARAAGCTTGCGCCTAGGGATAA tCCCTAGATCTGGCTGGGAC]
16/10  TGCAAAAAGCTTGCGCCTAGGGATAA tCCCTAGATCTGGCTGGGAC]

16/14 TGCAAAAAGCTTGCGCCTAGGGAT ————————————————————————————————— tatCCCTAGATCTGGCTGGGAC!



29/1 TGCAAAAAGCTTGCGCCTAGGGATAA tCCCTAGATCTGGCTGGGAC!

29/2 TGCAAAAAGCTTGCGCCTAGGGAT ————————————————————————————————— tatCCCTAGATCTGGCTGGGAC!
29/3 TGCAAAAAGCTTGCGCCTAGGGAT ————————————————————————————————— tatCCCTAGATCTGGCTGGGAC!
XRCC4-/-

12/1 TGCAAAAAGCTTGCGCC—————————— CATGGATTACCCTGTTATCCCTAGATCTGGCTGGGAC!
12/2 TGCAAAAAG—————————————— CTAGATCTGGCTGGGAC!
12/4 TGCAAAAAGCTTGCG——==——————— CCTAGATCTGGCTGGGAC!
12/5 TGCAAAAAGCTTGCG———=—————— CCTAGATCTGGCTGGGAC!
14/2 34 bp del-——————————————— tCCATGGATTACCCTGTTATCCCTAGATCTGGCTGGGAC!
14/3 TGCAAAAAGCTTGCGCCTAGGGATAA

14/4 TGCAAAAAGCTTGCGCCTAGGGATAACAGGGTAATCTCGAGCCATGGA TGGGAC]
14/5 TGCAAAAAGCTTGCGCCTAGGGATAACAGGGTAATCT GGCTGGGAC!
14/8 TGCAAAAAGCTTGCGCCTAGGGATAACAGGGTAATCTCtcGAGCCATG GATCTGGCTGGGAC!
14/9 TGCAAAAAGCTTGCGCCTAGGGAT CTGGCTGGGAC!
14/10 TGCAAAAAGCTTGCGCCTAGGGATAA———————————— atctcgagce

14/11 TGCAAAAAGCTTGCGCCTAGGGA

14/13 TGCAAAAAGCTTGCGCC——————————— CTGTTATCCCTAGATCTGGCTGGGAC!
14/15 TGCAAAAAGCTTGCG CCTAGATCTGGCTGGGAC!
14/16 41 bp del atCCCTAGATCTGGCTGGGAC!
14/18 41 bp del tatCCCTAGATCTGGCTGGGAC!

14/20  TGCAAAAAGCTTGCGCCTAGGGATAA
14/23  TGCAAAAAGCTTGCGCCTAGGGATAA

l6/1 56 bp del GGCTGGGAC!
16/2 TGCAAAAAGCTTGCGCCTAGGGATAA

16/3 TGCAAAAAGCTTGCGCCTAGGGATAACAGGGTAATCTC

16/4 TGCAAAAAGCTTGCGCCTAGGGATAA

16/5 TGCAAAAAGCTTGCGCCTAGGGATAA

16/7 TGCAAAAAGCTTGCGCCTAGGGATAACAGGGTAATCTC:

16/8 TGCAAAAAGCTTGCGCCTAGGGATAACAGGGTAATCTC

16/9 66 bp del GTTATCCCTAGATCTGGCTGGGAC!

16/10  TGCAAAAAGCTTGCGCCTAGGGATAA
16/11  TGCAAAAAGCTTGCGCCT GTTATCCCTAGATCTGGCTGGGAC]




16/12

17/1
17/2
17/4
17/5
17/7
17/8
17/10
17/11
17/12
17/14
17/15
17/17

Ku80+/+

26/17
26/3
26/7
26/9
26/6
26/5A
26/5B
26/12A
26/12B

37/1
37/8
37/9A
37/9B
37/2A
37/2B
37/10
37/3
37/4
37/5
37/6
37/7A

44 bp del ttatCCCTAGATCTGGCTGGGAC!
TGCAAAAAGCgTGCGCC CTGTTATCCCTAGATCTGGCTGGGAC!
38 bp del CCTAGATCTGGCTGGGAC!
TGCAAAAAGCTTGCGCCTAGGGATAACAGGGTAATCTCGAGCCATGQ&Z CTGGCTGGGAC!
54 bp del TTACCCTGTTATCCCTAGATCTGGCTGGGAC!
40 bp del AGATCTGGCTGGGAC!
TGCAAAAAGCTTGCGCCTAGGGATAA

TGCAAAAAGCTTGCGCCTAGGGATAACAGGGTAATCTCGAGCCAT AGATCTGGCTGGGAC!
61 bp del-———————————————- ATCaGGCTGGGAC!
TGCAAAAAGCTTGCGCCTAGGGATAACAGGGTAATCTCGAGCCAT AGATCTGGCTGGGAC!
TGCAAAAAGCTTGCGCCTAGGGATAACAGGGTAATCTCGAGCCAT AGATCTGGCTGGGAC!
TGCAAAAAGCTTGCGCCTAGGGATAACAGGGTAATCTCGAGCCAT TAGATCTGGCTGGGAC!
38 bp del ATCTGGCTGGGAC!
TGCAAAAAGCTTGCGCCTAGGG CCCTAGATCTGGCTGGGAC!
29 bp del ttatCCCTAGATCTGGCTGGGAC!
TGCAAAAAGCTTGCGCCTAGGGATAACAGGGTAATCTC———— Ci
TGCAAAAAGCTTGCGCCTAGGGATAA

TGCAAAAAGCTTGCGC———tttttt TGGATTACCCTGTTATCCCTAGATCTGGCTGGGAC!
TGCAAAAAGCTTGCGCCTAGGGATAACAGGGTAATCTCGAGCCATGGATTACCCTG————-CCCTAGATCTGGCTGGGAC!
TGCAAAAAGCTTGCGCCTAGGGATAA —TGGGAC]
54 bp del

52 bpdel-——-+————-"—-"—-"—"""""""""" - ————— GGATTACCCTGTTATCCCTAGATCTGGCTGGGAC!
48bp del—(together)--———"—H—"""-"—"—"+"--—"""""""""-———— TGGCTGGGAC]
TGCAAAAAGCTTGCGCCTAGGGATAA tCCCTAGATCTGGCTGGGAC!
TGCAAAAAGCTTGCGCCTAGGGATAA tCCCTAGATCTGGCTGGGAC!
TGCAAAAAGCTTGCGCCTAGGGATA TAGATCTGGCTGGGAC!
TGCAAAAAGCTTGCGCCTAGGGAZ tatCCCTAGATCTGGCTGGGAC!
TGCAAAAAGCTTGCGC——————~ CTAGATCTGGCTGGGAC!
TGCAAAAAGCTTGCGCCTAGGGAT tatCCCTAGATCTGGCTGGGAC!
TGCAAAAAGCTTGCGCCTAGGGATAACAGGGTAATCTCGAGC

TGCAAAAAGCTTGCGCCTAGGGAT tatCCCTAGATCTGGCTGGGAC!

TGCAAAAAGCTTGCGCCTAGGGATAA
TGCAAAAAGCTTGCGCCTAGGGATAA
TGCAAAAAGCTTGCGCCTAGGG ttatCCCTAGATCTGGCTGGGAC!




37/7B

52/6
52/3
52/5
52/8
52/1
52/2
52/7A
52/7B
52/4

52
52
52
52
52
52
52
52
52
52
52
52
52
52
52
52

Ku80 -/-

.3/2
.3/5
.3/6
.3/7
.3/8
.3/9
.3/10
.3/11
.3/13
.3/15
.3/16
.3/17
.3/19
.3/20
.3/22
.3/24

2/10
2/9A
2/9B

2/4
2/3

3/16

TGCAAAAAGCTTGCGCCTAGGGAT CCCTAGATCTGGCTGGGAC
TGCAAAAAGCTTGCGCCTAGGGATAACAGGGTAATCTCGAGCCATG- —————————————————— GATCTGGCTGGGAC:
Tom e GCTGGGAC]
Tm—mmmmm e GCTGGGAC]

TGCAAAAAGCTcctcgcggaactgaaaaaccagaaagttaattccecctatagtgagtecgtattaaat—-TCTGGCTGGGAC!
TGCAAAAAGCTTGCGCCTAGGGATAA

51 bp del-——----------------—~ GGATTACCCTGTTATCCCTAGATCTGGCTGGGAC!
51 bp del CTAGATCTGGCTGGGAC!
TGCAAAAAGCTTGCGCCT GCTGGGAC!

TGCAAAAAGCTTGCGCCTAGGGATAA
TGCAAAAAGCTTGCGCCTAGGGatagctattccagaagtagtgaggaggcttttttggaggCCTAGATCTGGCTGGGAC!
TGCAAAAAGCTTGCGCCTAGGGATAgctattccagaagtagtgaggaggcttttttggaggCCCTAGATCTGGCTGGGAC

TGCAAAAAGCTTGCGCCTAGGGATAACAGGGTAATCTCGAGCCATG————————————————————————— GCTGGGAC!
TGCAAAAAtagctattccagaagtagtgaggaggcttttttggaggcctaggcttttgctatCCCTAGATCTGGCTGGGAC
TGCAAAAAGCTTGCGCCTAGGGATAACAGGGTAATCTCGAGCCATG——————————————————— GATCTGGCTGGGAC]
TGCAAAAAGCTTGCGCCTAGGGATAACAGGGTAATCTCGAGCCtagctattccagaagtagttgaggaggcttttttgt
TGCAAAAAGCTTGCGCCTAGGGATAACAGGGTAATCTCGAGCCATG——————————————————— GATCTGGCTGGGAC]
TGCAAAAAGC———————————————————————————————— CATGGATTACCCTG————-CCCTAGATCTGGCTGGGAC!
TGCAAAAAGCTTGCGCCTAGGGATAACAGGGTAATCTCGAGCCATGGATTACCC GGCTGGGAC!?

TGCAAAAAGCTTGtagctattccagaagtagtgaggaggcttttttggaggecctaggct t tCCTAGATCTGGCTGGGAC!
TGCAAAAAGCTTGCGCCTAGGGtagctattccagaagtaggtgaggaggcttttttgttatCCCTAGATCTGGCTGGGAC
TGCAAtagctattccatagctattccagaagtagtgaggaggcttttttggaggecctgttatCCCTAGATCTGGCTGGG!
TGCAAAAAGCTTGCGCCTAGGGATAAtgctattccagaagtaggtgaggaggcttttttatCCCTAGATCTGGCTGGGAC
TGCAAAAAGCTTGCGCC———————————— - — CTAGATCTGGCTGGGAC!
TGCAAAAAGCTTGCGCC————————————— - — CTAGATCTGGCTGGGAC!
> 70 bp deletion————————H—-H—-H—+-"H+"-—+—H+""+"-"—""""""""""""""—"—"————————— CCCTAGATCTGGCTGGGAC!

TGCAAAAAGCTTGCGCCTAGGGATAA
TGCAAAAAGCTTGCGCCTAGGGATAA
TGCAAAAAGCTTGCGCCTAGGGATAAcagggtaaatgtctctgatCCATGGATTACCCTGTTATCCCTAGATCTGGCTG!

51 bp del-————m—mmm e CCCTGTTATCCCTAGATCTGGCTGGGAC
56 bp del-————————m GGATTACCCTGTTATCCCTAGATCTGGCTGGGAC!
TGCAAAAAGCTTGCGCCTAGGGATAACAGGGTAATC TCGAGCCATGGATT—————————— CCCTAGATCTGGCTGGGAC



3/19
3/14
3/18
3/13
3/12
3/17

4/1A
4/1B
4/2
4/3
4/4
4/5
4/6
4/17

6/1A
6/1B
6/2A
6/2B
6/3
6/6
6/7

TGCAAAAAGCTTGCGCCTAGGGATAACAGGGTAATCTCGAGCCATGGATT TAGATCTGGCTGGGAC!
TGCAAAAAGCTTGCGCCTA GGGAC!
TGCAAAAAGCTTGCGCCTAGGGATAACAGGGTAATCTCGAGCCATGGATTACCCT CTGGCTGGGAC]
TGCAAAAAGCTTGCGCCTAGGGAT CCCTAGATCTGGCTGGGAC!
43 p del-—-------+--—H——m—rmm—mrmri i i i o i : i  ——— GGCTGGGAC!
38 bp del-——-———————~ CCTAGATCTGGCTGGGAC!
60 bp del-—--------------"-r ttatCCCTAGATCTGGCTGGGAC!
T ttatCCCTAGATCTGGCTGGGAC!
TGCAAAAAGCTIGC—————— GCTGGGAC!
TGCAAAAAGCTTIGCGCCTAGGGATAA————————— — e e e
TGCAAAAAGCTTGCGCCTAGGGATAACAGGGTAATCT GGCTGGGAC!
TGCAAAAAGCTTGCGCCTAGGGATAACAGGGTAATC - cctaggc

TGCAAAAAGCTTGCGCCTAGGGATAACAGGGTAATCTCGAGC——————————————————————
TGCAAAAAGCTTGCGC————~ CTAGATCTGGCTGGGAC!?
46 bp del-—————————— GGGAC!?
16 bp del—————————————— agctatttccagaagtagtgaggaggcttttttggaggcctag———————— GGGAC]
38 bp del —————————~ CCTAGATCTGGCTGGGAC!?
TGCAAAAAGCTT——————— agctattccagaagtagtgaggctttttaagagg————————CCTAGATCTGGCTGGGAC!
TGCAAAAAGCTTIGCGCCTAGGGATAA—————————— e e
B CTGTTATCCCTAGATCTGGCTGGGAC!




Supplement Fig. S3
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Supplement Tab. S1

NHE] frequency of individual MEF clones

XRCC4 +/+
clone
#3 5.9 (x3.0)x107
#9  1.1(x0.1)x102
#16 2.9 (x0.7) x107
#7  3.8(x0.9)x102

Ku80 +/+

XRCC4 -/-

clone
#26
#37
#52

1.1 (x0.2) x10™
0.2 (+.03) x10°
1.8 (+ 0.5) x10

clone
#12
#14
#16
#17

2.1 (= 1.4) x10?
2.3 (+£0.9)x10?
0.3 (20.1) x10?
1.3 (£ 0.6) x10?

Ku80-/-

clone
#2
#3
#4
#6

0.7 (+0.2) x10?
1.9 (£0.2) x10™
6.5 (+0.6) x10?
0.2 (=.01) x10?




Supplement Tab. S2

NHE] frequency of individual CHO clones

CHO K1 xrs5 (Ku80-def)
clone clone
#3  6.65x107 #2  1.64x107
#40  3.62x102 #26  5.44x102
#  23x107 #59  2.23x107

mean 4.19x107 (x1.3)  3.1x107 (21.2)



Legends

Suppl. Fig. 1. Expression of Ku80 and XRCC4 proteins

Lack of XRCC4-expression in XRCC4-/- MEFs was verified by immunoblotting probing with an anti-XRCC
sc-8285) (left). Actin was used for loading control. Of note, neither human (A549, HelLa, Dul45) nor mous:
wheight of 38 or 36 kDa, respectively (Modesti,M.; Hesse,J.E.; Gellert, M. (1999) DNA binding of XR
recombination but not with stimulation of DNA ligase IV activity, EMBO 18, 2008-2018). Lack of Ku80
anti-Ku80 rabbit polyclonal antibody (Cell Signaling, #2753) (right). Actin was used for loading control. Or
HeLa) but 100 pg of mouse protein was loaded to compensate for the lower Ku80 expression levels in rodent

Suppl. Fig. 2 Repair sequence analysis.
(A) Examples of genomic DNA of individual repair clones amplified by PCR (B) complete list of all clon
cleavage, * insert of a sequence duplication copied from a region between —67 and —16 upstream of 1* I-Scel

Suppl. Fig. 3. Sensitivity towards I-Scel induced DSB.
Colony forming ability of MEFs: Cells were either untreated (cont), transfected with 50 pg of a control vect:
(pSce). Note the different scale used for XRCC4 and Ku80 strains

Suppl. Tab. 1
Experimental details and mean values are given in Figures 2A and 3A

Suppl. Tab. 2

GFP-based endjoining substrate pEJ (Mansour et al, submitted) was used instead of pPHW?2. pEJ carries the
gpt-gene. The structure of the repair cassette and the principle of the assay is identical. NHEJ frequency corre
fluorescent cells 48h after I-Scel-induction as measured by flow cytometry (FACScan, BD). Xrs5-frequencie
transfection efficiency compared to CHO-K1 cells.



DNA-Reparatur in Mauszellen
mit einem Defekt im XRCC4-Reparaturgen

Zusammenfassende Darstellung der Publikation



1. Einleitung

Die hier vorliegende Zusammenfassung basiert auf der Verdffentlichung ,, Distinct roles of
XRCC4 and Ku80 in non-homologous end-joining of endonuclease- and ionizing radiation-
induced DNA double-strand breaks*, publiziert im Mai 2008 in der Zeitschrift Nucleic Acids
Research. Die zugrundeliegende Studie befasst sich mit dem Nicht-homologen Endjoining
(NHEJ) in Mauszellen mit einem Defekt im XRCC4- bzw. Ku80-Reparaturgen. Die Arbeit
wurde mit geteilter Erstautorenschaft veroffentlicht. Meiner Dissertation liegen die Versuche
beziiglich XRCC4 zugrunde, die Experimente betreffend Ku80 hat Herr Raafat El-Awady
durchgefiihrt.

Doppelstrangbriiche

Einer der schwersten Schidden, die der Desoxyribonukleinsdure (DNA) zugefiigt werden
konnen, ist ein DNA-Doppelstrangbruch (DSB). Dies bedeutet eine vollstindige Unterbrechung
beider Einzelstringe der DNA-Doppelhelix in unmittelbarer Nachbarschaft. Die Anzahl an
taglich auftretenden DNA-Doppelstrangbriichen wird auf 10 pro Zelle geschitzt (Lieber 2010).
In mitotischen Zellen von Eukaryoten sind die meisten DSBs pathologischer oder akzidenteller
Herkunft, ausgenommen spezielle Funktionen von frithen Lymphozyten des Immunsystems.
Dieses physiologische Auftreten von DSBs kommt zum einen bei der V(D)J-Rekombination,
bei welcher Antigen-Rezeptor-Gene generiert werden, zum anderen bei der Class-Switch-Re-
kombination (CSR) vor, die nétig ist, um das Immunglobulin-Schwerketten-Gen zu verindern
(Dudley et al. 2005). Zusitzlich haben meiotische Zellen ein DSB-verursachendes Topoisomer-
ase [I-dhnliches Enzym genannt Spo II, welches Crossovers zwischen den homologen paren-
talen Chromosomen wihrend der Prophase I verursacht (Hamer et al. 2003). Pathologisches
Auftreten von DSBs kann unterschiedliche Griinde haben. Haufig ist die Bildung einer Schlaufe
wihrend der Replikation, die zu einem Chromatid-Bruch wéhrend der S-Phase fiihren kann
(Lieber 2010). Des Weiteren treten DSBs spontan auf (Lindahl 1993), z. B. durch nichtenzyma-
tische Hydrolyse oder Oxidation durch reaktive Sauerstoff-Spezies (ROS) wie Sauerstoff-
anionen, Wasserstoffperoxid oder Hypochlorid, welche in der mitochondrialen Atmungskette
(Wei et al. 1998) und bei inflammatorischen Prozessen (Pernofsky et al. 1991, Pero et al. 1996)
entstehen. Natiirlich vorkommender radioaktiver Zerfall resultiert pro Stunde in 300 Millionen
Ionisationen im menschlichen Korper, die vor allem im Wasser auftreten und dabei zu freien
Radikalen fithren. Wenn diese Radikale die Nihe der DNA erreichen, konnen sie diese beschi-
digen. Dabei kommen auf einen DSB circa 25 Einzelstrangbriiche (Lieber 2010). AuBlerdem
konnen inadidquate Enzymreaktionen DSBs erzeugen, meist durch Typ II-Topoisomerasen, die
normalerweise nur voriibergehend die DNA-Stringe brechen (Adachi et al. 2003). Physikali-

scher oder mechanischer Stress an der DNA kann ebenfalls DSBs hervorrufen, in Prokaryoten



zum Beispiel Dehydratation (Pitcher et al. 2007).

Nicht-homologes Endjoining (NHE])

Auf die entstandenen DSBs kann die Zelle nun unterschiedlich reagieren: mit Apoptose, Zell-
zyklus-Arrest oder auch mit der Aktivierung von DNA-Reparatur-Mechanismen. Bei letzteren
gibt es zwei Hauptwege — die Homologe Rekombination (HR) und das Nicht-homologe End-
joining (NHEJ). Welcher Reparaturweg gewihlt wird ist abhéingig vom Zellzyklus und den ver-
fiigbaren Enzymen. Nicht-teilende haploide Zellen oder diploide Zellen, die sich nicht in S-
oder G2-Phase befinden, haben kein homologes Schwesterchromatid, welches als Matrix dienen
konnte, und wihlen NHEJ als Reparaturweg. In Sdugetierzellen werden 80-90% der DSBs iiber
NHE]J repariert. Durch in vitro-Experimente konnten Proteine identifiziert werden, die notwen-
dig sind, um NHEJ auszufithren (Baumann et al. 1998, Ma et al. 2004). Das Heterodimer Ku70
und Ku80 erkennt und bindet an die DNA-Enden und rekrutiert die DNA-PKcs, die katalytische
Untereinheit der DNA-abhiingigen Kinase. Zusammen bilden sie das DNA-PK-Holoenzym,
welches DNA-Enden zusammen halten kann (Pang et al. 1997, Walker et al. 2001, Weterings et
al. 2003). Vor Ligation miissen die DNA-Enden noch modifiziert werden. Ein Teil der Enden
wird von der Artemis-Nuklease zusammen mit DNA-PKcs beschnitten (Ma et al. 2002). Die

Polymerasen Pol u und Pol A fiillen kleine Sequenzliicken auf (Lee et al. 2004, Nick McElhinny
et al. 2005). Der letzte Schritt wird durch DNA-Ligase IV (LigIV) zusammen mit ihrem Cofak-
tor XRCC4 und dem XRCC4-dhnlichen Faktor Cernunnos (XLF) ausgefiihrt (Buck et al. 2006,

Lee et al. 2000 und 2003)
(Abb.1). Dieser Ligationskom- [T, ~ T

plex wird induziert von und
interagiert mit Ku und DNA-
PKcs (Chen et al. 2000, Nick
McElhinny et al. 2000, Mari et
al. 2006). Nuklease, Polymer-
ase und Ligase des NHEJ besit-

Curl sl

zen eine groBe mechanistische

Flexibilitdt, was zu einer gros-

I

seren Vielfalt an Verbindungs-
Abb. 1: Proteine des Nicht-Homologen Endjoinings (modifiziert nach Lieber 2010)
ergebnissen fiihrt als der sequenz-

determinierte Weg der HR.

NHEJ-Defekt
Wenn Zellen einen Defekt in einem der zentralen Proteine des NHEJ besitzen, fiihrt dies zu

einer stark reduzierten Fihigkeit durch ionisierende Strahlung (IR) induzierte DSBs zu repa-



rieren und zu einer Hypersensitivitit gegen IR (Kasten-Pisula et al. 2005). Des Weiteren tritt ein
klinischer Immundefekt in Mausen und Menschen auf (Blunt et al. 1995, Gao et al. 1998 und
2000, Nussenzweig et al. 1996, O Driscoll et al. 2001). In Méusen ist dies assoziiert mit
fehlerhafter Neurogenese und Wachstumsverzogerung (Frank et al. 2000, Gao et al. 1998, Gu et
al. 2000). Der Reparaturdefekt verursacht weiterhin Chromosomenaberrationen, genomische In-
stabilitit und Lymphomentstehung (Difilippantonio et al. 2000, Gao et al. 2000). In Menschen
wurde dies bisher nicht mit Malignitiit assoziiert (Lees-Miller et al. 1995, Moshous et al. 2003,
Ralhan et al.2007, Riballo et al. 1999).

NHE]J-Proteine

Ku wurde benannt nach der scheinbaren Molekiilgroe in der Protein-Gelelektrophorese (70
und 80kDa) eines autoantigenen Proteins eines Sklerodermie-Patienten mit den Initialen K.U.
Es existiert im Uberfluss mit 4000000 Molekiilen pro Zelle (Blier et al. 1993, Falzon et al.
1993, Mimori et al. 1986). Es hat eine korbchenformige Kristallstruktur und bildet ein Hetero-
dimer aus Ku70 und Ku80. Die minimale Andockstelle an einem DNA-Ende betrigt 14 Basen-
paare (bp) (Walker et al. 2000). Es ist das friitheste Protein, das am DSB bindet und dann Nuk-
lease, Polymerase und Ligase rekrutiert. Gebunden an die DNA &ndert es seine Konformitiit, in
freier Losung bildet es keinen Komplex mit DNA-PKcs (Yaneva et al. 1997). Entdeckt wurde
das humane Ku80-Gen im Rahmen von Versuchen, strahlensensible Xrs-6-Hamstermutanten
iiber Transfektion von Fragmenten des humanen Chromosoms 2 wieder strahlenresistent zu ma-
chen. Letztlich gelang das mit der cDNA des XRCC5-Gens (was fiir X-Ray-Cross-Complemen-
tation steht). Dieses befindet sich auf Chromosom 2q33-35 (Taccioli et al. 1994). Ku80-/-
Mause sind lebens- und fortpflanzungsféhig, aber sie erreichen nur 40-60% der GroBe von
Wildtypméusen. Thre T- und B-Lymphozytenentwicklung stagniert in frithen Vorlduferstadien
und die V(D)J-Rekombination ist stark eingeschrinkt. Nussenzweig et al. isolierten im Jahre
1996 Fibroblasten aus Ku80-/- Miusen. Diese zeigten eine verlangsamte Verdopplungszeit und
einen frithzeitigen Proliferationsstop. Ku80 wurde hier inaktiviert durch die Deletion von 3,4
Kilobasenpaaren (kb) des Maus-Ku80-Lokus. Diese Deletion schlieft 100bp des Promotors und
der ersten beiden Exons mit ein. Western Blot-Analysen ergaben eine Null-Mutation. Ku70 ist
noch vorhanden, wenn auch in geringer Konzentration. Dies liegt daran, dass Ku70 ohne Ku80
an Stabilitit verliert.

Der Komplex XLF:XRCC4:LiglV ist die flexibelste bekannte Ligase. Sie kann iiber Sequenz-
liicken hinweg inkompatible Enden und komplexe Konfigurationen ligieren (Gu et al. 2007a,
Gu et al. 2007b). Gelfitrationen zeigen eine Stochiometrie von 3xXLF, 2xXRCC4 und 1xLigIV-
Molekiilen (Modesti et al. 2003, Sibanda et al. 2001). Ku verbessert die Bindung von XRCC4:
LiglV an den DNA-Enden (Costantini et al. 2007) und die Priasenz von DNA-PKcs beschleu-
nigt diese Komplexformation (Hsu et al. 2002, Leber et al. 1998). XRCC4 kann sich selbst



tetramerisieren (Modesti et al. 2003) und hat eine Kristallstruktur mit einer zentralen
Kopfdomine und einem gedrehten C-Terminus, wenn es ein Dimer formt. XRCC4 interagiert
mit der Polynukleotidkinase, Aprataxin und dem PNK-APTX-dhnlichen Faktor (Koch et al.
2004). Das humane XRCC4-Protein hat 334 Aminosduren und ein Molekulargewicht von
38kDa. Li et al. isolierten 1995 eine humane cDNA-Sequenz, welche der XRCC4-defizienten
Xr-1-Hamster-Ovarzelllinie die Fahigkeit zu normaler V(D)J-Rekombination und DNA-Repara-
tur wiederverleiht. Dieses XRCC4-Gen passt zu einem Lokus auf Chromosom 5q11.2-13.3.
Junop et al. beschrieben im Jahre 2000 die Kristallstruktur des XRCC4-Proteins. Es formt ein
elongiertes hantelformiges Tetramer. Jede der N-terminalen kugelformigen Kopfdominen be-
steht aus einem B-Sandwich und einem DNA-bindenden Helix-Turn-Helix-Motiv. Der C-termi-
nale Stiel umfasst eine einzelne a-Helix, welche tiber 120A° lang ist. Das Maus-XRCC4-Gen
iiberspannt 60kb, die meisten Exons sind dabei mindestens 10kb voneinander entfernt. Gao et
al. inaktivierten dieses XRCC4-Gen in embryonalen Maus-Fibroblasten (MEF), indem das
Exon 3 gegen ein Antisense-Neomycin-Resistenzgen ausgetauscht wurde. Dies fiihrte zu einer
Verschiebung des Leserahmens. Northern Blot-Analysen ergaben eine Null-Mutation (Gao et al.
2000). Das Maus-XRCC4-Gen ist zu 75% identisch und zu 84% #hnlich dem humanen
XRCC4-Gen. XRCC4-/- p53-/- MEFs sind strahlensensibel und haben einen Defekt in der
V(D)J-Rekombination. Sie zeigen Wachstumsverzogerung und frithes Altern, ihre Verdopp-
lungszeit ist zweifach verldngert. Thre Reparaturfrequenz ist erniedrigt und fiithrt zur Wachs-
tumsstagnation nach Bestrahlung. Die XRCC4-/- Miuse sterben in der spdten Embryonalphase,
wobei die Embryonen eine defekte Lymphozytenentwicklung haben und auch neuronale Zellen

beschédigt sind. LiglV-/- Embryonen zeigen dhnliche Defekte (Gao et al. 1998).

2. Studie ,,Distinct roles of XRCC4 and Ku80 in non-homologous end-joining of

endonuclease- and ionizing radiation-induced DNA double-strand breaks

In unserer Verdffentlichung wurde der Effekt von XRCC4 als Vertreter des XLF:XRCC4:LiglIV-
Komplexes und von Ku80 als Repridsentant des Ku:DNA-PKcs:Artemis-Komplexes auf das
NHEJ von gezielten chromosomalen DSBs in MEFs untersucht. Dies wurde mittels eines Re-
porter-Systems ausgefiihrt, welches auf der Wiederverbindung (Rejoining) von I-Scel-Endo-
nuklease-induzierten DSBs beruht. Chromosomale Plasmid-Assays wurden bereits erfolgreich
benutzt um genetische Determinanten und molekulare Mechanismen sowohl der homologen
Rekombination (Nickoloff et al. 2004, Willers et al. 2002) als auch des NHEJ zu untersuchen
(Dahm-Daphi et al. 2005, Guirouilh-Barbat et al. 2004, Willers et al. 2006). In einer Arbeit von
Lopez et al. zeigte eine Ku80-Mutation wenig Effekt auf das Rejoining nichtkomplementérer
DNA-Enden, welche durch einen Schnitt an I-Scel-Erkennungs-Sequenzen entstanden waren

(Guirouilh-Barbat et al. 2004). Die Bedeutung von XRCC4 oder auch LigIV beim Rejoining



gezielter chromosomaler Briiche wurde bis zu dieser Arbeit nicht untersucht.

Wir verwendeten MEFs, die einen Knockout des Ku80- bzw. XRCC4-Gens haben und p53-/-
sind. Sie wurden uns von A. Nussenzweig und F. Alt zur Verfiigung gestellt. Die MEFs wurden
nach standardisierten Zellkulturbedingungen kultiviert. Der Knockout konnte von uns auf Pro-
teinebene durch Western Blot bestitigt werden (siehe Supplement Fig.S1). Wir untersuchten die
Wachstums-Kinetik der Wildtyp-Zellen im Vergleich zu den Knockouts und bestimmten die
Verdopplungszeit. Diese war fiir XRCC4-/- etwas niedriger als fiir XRCC4+/+, moglicherweise
bedingt durch eine verminderte Kontaktinhibition in den Knockoutzellen. Wir ermittelten die
IR-Sensitivitdt nach Bestrahlung der Zellen mit bis zu 8Gy und maflen die Gesamt-

Reparaturkapazitit fiir DSBs nach Bestrahlung mit 40Gy per Gel-Elektrophorese.

Als NHEJ-Reporter-Sub- Reporter

E.coli: Xanthin-Guanin-Phosphoribosyl-Transferase (GPT)
strat wurde das pPHWZ- ——— ) XHAT/Mycophenolsaure-Resistenz
Plasmid verwendet, wel- Mutation/ DSB-Induktion

ches von Dahm-Daphi et
al. generiert worden war
(Abb.2) (Dahm-Daphi et
al. 2005). pPHW2 wurde
durch die Nuklease Pvul

1. Stabile Integration

2. DSB-Induktion

3. Rekombination durch NHEJ
4. XHAT/M-Resistenz

linearisiert und per Elek-

troporation in die Zellen

transfiziert. Nachfolgend

wurden die Zellklone. die ADbD. 2: Das Plasmid pPHW2, 2003 von Dahm-Daphi et al. kreiert. Nach stabiler Integration und DSB-
> Induktion durch I-Scel-Endonuklease sowie Rekombination durch NHEJ wird die Zelle resistent gegen

: o . XHAT/M-haltiges Medium (Dahm-Daphi et al. 2005).
das Plasmid stabil integriert altiges Medium (Dalm-Daph et al. 2003)

hatten, per Selektionsmedium isoliert und auf einfachen Plasmideinbau per DNA-Sequenz-
analyse untersucht. Durch Transfektion der Klone mit pCMV-3xNLS-I-Scel wurden DSBs an
zwei spezifischen Schnittstellen des pPHW?2 induziert (Abb.3). Die Zellklone wurden fiir 48h in
Normalmedium kultiviert, damit I-Scel arbeiten und NHEJ durchgefiihrt werden konnte. Erfolg-
reiche Reparaturprodukte wurden dann durch XHAT/M-haltiges Selektionsmedium isoliert.
Anschlieend wurde die relative NHEJ-Frequenz bestimmt und mit der Transfektionseffizienz
normalisiert. Letztere betrug fiir Ku80-Zellen zwischen 0,53 und 0,56, fiir XRCC4-Zellen
zwischen 0,43 und 0,48. XHAT/M-resistente Kolonien wurden geerntet, die DNA sequenziert
und die Reparaturstellen mit passenden Primern analysiert. Alle Experimente wurden mindes-

tens dreifach durchgefiihrt, alle Daten zeigen Mittelwerte +SEM.

3. Ergebnisse

Mit dem I-Scel-Reporter-Assay mittels pPHW?2 konnte nun die Rolle von XRCC4 und Ku80



bei der Reparatur I
ATTACCCTGTTAT | CCCTA

von gezielt indu- I-Scel-Erkennungssequenz: TAATGGETG | ARTAGGGAT

. <+— —>
zierten chromo- PHW 2: CTTGCGCCTAGGGATAA | CAGGGTAATCTCGAGCCATGGATTACCCTGTTAT | CCCTAGAT
p *  GAACGCGGATCCC |TATTGTCCCATTAGAGCTCGGTACCTAATGGGAC TAGGGATCTA

somalen Doppel-

. Abb.3: Erkennungssequenz der I-Scel-Endonuklease und ihre Schnittstellen auf dem Plasmid pPHW2.
strangbriichen

untersucht werden. In pPPHW?2 ist eine kiinstliche translationale Startsequenz (ATG) zwischen
SV40-Promoter und  bakteriellem Xanthin-Guanin-Phosphoribosyl-Transferase (GPT)-Gen
inseriert. Der zugehorige artifizielle Leserahmen wird um ein Basenpaar gegen den originalen
GPT-Leserahmen verschoben. Da der artifizielle Leserahmen so dominant gegeniiber der GPT-
Startstelle ist, wird kein GPT translatiert. Das artifizielle ATG ist flankiert von zwei I-Scel-
Erkennungs-Schnittstellen. Wird die DNA an diesen beiden Stellen geschnitten, wird eine 34bp
lange Sequenz herausgelost, die das artifizielle ATG enthilt. Da die beiden I-Scel-Schnittstellen
gegeneinander invertiert sind, entstehen zwei nichtkomplementidre 4bp lange 3 Einzelstrang-
Uberhiinge (Abb.3). Diese Enden miissen vor Ligation erst modifiziert werden. Wird der ent-
standene DSB nun per NHEJ repariert, kann der originale GPT-Leserahmen translatiert werden.
Hierdurch erhalten die entstehenden Klone Resistenz gegen XHAT/M und konnen per
Selektionsmedium isoliert werden. Zur Isolierung der gewachsenen Zellklone entwickelten wir
eine neuartige Technik, mit der einzelne Klone gezielt mithilfe eines Lotkolbens aus
Kulturflaschen heraustrypsiniert werden kdnnen (Schulte-Uentrop und Dahm-Daphi 2006 ).

Die durch I-Scel entstehenden DNA-Enden liegen relativ nah beieinander innerhalb eines Nuk-
leosoms, somit ist der Rejoining-Mechanismus représentativ fiir die Reparatur eines einzelnen
DSB. Hierbei konnen eine Vielfalt von Sequenzverinderungen detektiert werden, von kleinen
Lisionen bis hin zu groflen Deletionen. Eine direkte Ligation der Schnittstellen, welche die Se-
quenz nicht veridndert, kann dagegen nicht erfasst werden. Dies geschieht wahrscheinlich in der
Mehrheit der Zellen. Wenn DSBs in der S- oder G2-Phase des Zellzyklus induziert werden,
konnten diese auch durch fehlerfreie Homologe Rekombination repariert werden, da hier ein
Schwesterchromatid als Matrize dienen kann. Auch dies wiirde die Sequenz nicht verdndern und

damit von uns nicht detektiert werden.

Effekt des XRCC4-Knockouts auf das NHEJ von I-Scel-induzierten chromosomalen DSBs
pPHW?2 wurde stabil als einzelne Kopie in das Genom von XRCC4+/+ und XRCC4-/- MEFs
integriert. Nach Transfektion mit I-Scel wurden die Zellen 3 Wochen in Selektionsmedium in-
kubiert und die Koloniebildung abgewartet. Vier voneinander unabhingige XRCC4+/+ Klone
mit pPHW?2 zeigten eine NHEJ-Frequenz von 0,034 (SEM £0,01). Der XRCC4-Knockout in 4
anderen Klonen reduzierte die NHEJ-Effizienz auf 0,0015 (SEM £ 0,00045), was einer 23-
fachen Reduktion verglichen mit dem Wildtyp entspricht. Bemerkenswert ist, dass eine kleine

Fraktion von DSBs auch trotz XRCC4-Knockout noch repariert werden konnte.



Wir ziichteten nun individuelle XHAT/M-resistente Kolonien heran und sequenzierten die DNA
der Reparaturstelle. Hier zeigten die XRCC4+/+ Klone minimale Endresektionen von 0-4 Nuk-
leotiden (nt), welche auf die 3 Uberhinge beschrinkt waren (siche Studie Fig.2B). Rejoining
wurde durch 1-2 Nukleotide der A/T-Mikrohomologien vermittelt, welche in den Uberhingen
vorhanden waren. In den XRCC4-/- Zellen dagegen fehlte dieser nahezu exakte Reparatur-
phénotyp. Hier zeigten sich grofle Deletionen von 10 bis 76bp (siehe Studie Fig.2B). Die mitt-
lere Deletionslidnge betrug in XRCC4+/+ 0,25bp (+0,2) und 31bp (+2,2) in den XRCC4-Knock-
outs. Statistisch war dieser Unterschied hochsignifikant. Die XRCC4-/- Zellen veridnderten ihren
Reparaturmodus hin zum Gebrauch lingerer Mikrohomologien fiir die Ligation, meist 3-5bp,
was in den XRCC4+/+ Zellen nie auftrat. Endjoining iiber kurze (1-2bp) Mikrohomologien wur-
de in XRCC4-/- Zellen nur in 35% der Reparaturereignisse benutzt (siehe Supplement Fig.2B).

Effekt des Ku80-Knockout auf NHE]J

Um die Bedeutung von Ku80 bei chromosomalen DSBs zu untersuchen, wurde pPHW?2 in
Ku80+/+ und Ku80-/- MEFs integriert. In den Ku80-Knockouts konnten wir keine signifikante
Reduktion des NHEJ finden, im Gegensatz zur drastischen Reduktion bei XRCC4-/-.

Um die Genauigkeit des Rejoinings der Ku80-/- Zellen zu priifen, wurde die DNA der Ku80-
Klone nach I-Scel-DSB-Induktion und Reparatur sequenziert. In Ku80+/+ Zellen zeigten 42%
der Junktionen kleine Deletionen von bis zu 4bp, in den Knockouts waren es dagegen nur 10%.
Bei letzteren waren die Deletionen signifikant ldnger als im Wildtyp, im Mittel 30bp (+4) ver-
glichen zu 18bp (£3) (siehe Studie Fig.3 und Supplement Fig.S2B). Weiterhin benutzten die
Ku80-/- Zellen haufiger als der Wildtyp Mikrohomologien von 4-5bp, was vermuten ldsst, dass
der Verlust von Ku80 &dhnlich wie von XRCC4 den Mechanismus des Rejoinings verédndert.
Interessanterweise war der Prozentsatz der durch 1-2bp lange Mikrohomologien gesteuerten
Verbindungen in Ku80+/+ und Ku80-/- Zellen mit ca. 50% aller Reparaturereignisse gleich.

Das Reparaturspektrum der Ku80- und XRCC4-Wildtyp-Zellen war allerdings nicht identisch,
was auf die unterschiedliche Herkunft der Mauszellstimme zuriickzufiihren sein konnte.
Zusammengefasst ldsst sich sagen, dass die Genauigkeit des chromosomalen NHEJ in Ku80-
und XRCC4-Knockout-Zellen reduziert ist — allerdings nur der XRCC4-Verlust zu einer

deutlichen Effizienzeinbusse fiihrt.

Knockout von XRCC4 oder Ku80 beim Rejoining von komplementéiren DNA-Enden

Vorherige Studien mit extrachromosomalen Substraten legten nahe, dass sowohl Ku80 als auch
LiglV in die prézise Ligation von komplementiren DNA-Enden involviert sind (Feldmann et al.
2000, Katsura et al. 2007, Smith et al. 2003). Komplementire DNA-Enden entstehen in un-
serem Modell, wenn an nur einer I-Scel-Erkennungssequenz geschnitten wird. Wird dieser

Bruch fehlerfrei repariert, so dndert sich die DNA-Sequenz nicht — somit wird dieses Reparatur-



produkt auch nicht detektiert. Wenn allerdings bei der Ligation Fehler passieren, kann eine Se-
quenzverdnderung dazu fiihren, dass das artifizielle Startkodon nicht mehr dominant ist — damit
wird die Zelle resistent gegen XHAT/M und fiir uns detektierbar. Es wurde die Untergruppe der
Reparaturprodukte untersucht, die aus einem einzelnen I-Scel-Schnitt entstanden. Unter allen
untersuchten Reparaturereignissen traten diese fehlerhaften Produkte nach einfachem DSB bei
XRCC4+/+ in 11% der Fille auf. Bei XRCC4-/- waren es dagegen 41% (p<0.028). Bei den
Ku80-Knockouts war die Fraktion der fehlerhaften Reparaturprodukte von komplementédren
Enden nicht signifikant gegeniiber dem Wildtyp veridndert.

Zusammengefasst zeigt dies, dass XRCC4 und Ku80 unterschiedliche Rollen im NHEJ von I-
Scel-induzierten DSBs mit komplementidren und nichtkomplementiren Enden besetzen. Der
Verlust von XRCC4 fiihrt zu einem deutlich schwereren Reparaturdefekt als das Fehlen von
Ku80.

Einfluss von XRCC4 und Ku80 auf IR-induzierte DSBs

Nach Strahlenexposition werden die entstandenen DSBs primér durch NHEJ repariert. In Gel-
Elektrophoresen zeigen XRCC4- und Ku80-Knockout-MEFs einen deutlichen DSB-Reparatur-
Defekt verglichen mit dem jeweiligen Wildtyp. Bemerkenswerterweise war hier der Defekt bei
beiden Knockout-Linien gleichstark ausgeprigt im Gegensatz zur Effizienz des Rejoinings I-
Scel-induzierter DSBs. Genauso wie die DNA-Reparatur war auch die zelluldre Sensitivitit
gegeniiber ionisierender Strahlung deutlich erhoht, wie im Koloniebildungstest nach

Bestrahlung gezeigt werden konnte (siehe Studie Fig.4A und B).

4. Diskussion

XRCC(C4 stirkt Effizienz und Genauigkeit des NHE]

Mit dieser Arbeit konnte der Einfluss des XRCC4-Defekts in Miusen anhand des NHEJ von
chromosomalen Doppelstrangbriichen auf molekularer Ebene aufgezeigt werden. XRCC4-
Knockouts zeigten eine iiber 20-fach reduzierte Fihigkeit, I-Scel-Endonuklease-induzierte
Briiche zu reparieren. Dies ist ein stirkerer Effekt auf das NHEJ als er bisher in extrachromo-
somalen in-vitro-Assays oder bei der CSR gezeigt werden konnte, allerdings dhnlich dem Ein-
fluss auf die V(D)J-Rekombination (Koch et al. 2004, Kuhfittig-Kulle et al. 2007, Van Heemst et
al. 2004, Verkaik et al. 2002, Yan et al. 2007). Die Bedeutung von XRCC4 beim Rejoining von
enzymatischen DSBs bezieht sich sowohl auf kohdsive komplementidre Enden, die prazise
ligiert werden konnen, als auch auf nichtkomplementire Enden, die typischerweise mit 1-2nt
einer terminalen A/T-Mikrohomologie ligiert werden.

Analog zu fritheren Ergebnissen fanden wir lange Deletionen und héufigen Gebrauch von
langeren Mikrohomologien in den XRCC4 Knockouts (Kabotyanski et al. 1998, Koch et al.
2004, Kufittig-Kulle et al. 2007, O Driscoll et al. 2001,). Deletionen sind wahrscheinlich der



Exonuklease-Aktivitdt durch Fehlen des XRCC4:LiglV-Komplexes geschuldet. XRCC4 wird
auferdem bendtigt, um Pol A und Pol p der Polymerase X-Familie zu rekrutieren und zu akti-
vieren. Dies sind wichtige Polymerasen des NHEJ (Capp et al. 2006, Lee et al. 2004, Ma et al.
2004, Nick McElhinny et al. 2005). Reduzierte Polymerase-Aktivitdt konnte bedeuten, dass die
Exonuklease Uberhand gewinnt, was moglicherweise zu den langen Deletionen fiihrt, wie sie in
den XRCC4-/- Zellen auftreten. Schrittweise End-Resektion exponiert moglicherweise lingere
Sequenz-Homologien an den DNA-Enden, was dann zu einer ausreichenden Stabilitét fithren
konnte, um das NHEJ ohne XRCC4:LiglV zu beenden. Eventuell ligiert DNA-Ligase III
(LiglII) diese Enden. Langere Mikrohomologien erhdhen nicht nur die Stabilitdt der Junktionen,
sondern separieren auch die DNA-Enden besser. Die Liicken eines jeden Stranges konnten dann
als individuelle Einzelstrangbriiche erkannt werden, welche bessere Substrate fiir LiglIl dar-
stellen als echte DSBs (Taylor et al. 2000). In unserer Studie wurden aber nur 25% der Repara-
turprodukte auch unabhédngig von Mikrohomologien gebildet (siehe Studie Fig.2D), somit
konnte neben der Mikrohomologie-Junktion ein zusitzlicher Mechanismus zur Stabilisation der

Enden existieren.

Ku80 ist verzichtbar fiir effizientes NHE] gezielter I-Scel-induzierter DSBs

Ahnlich dem XRCC4-/- Reparaturspektrum zeigt Ku80-/- einen Anstieg der Deletionsgrofe und
eine Verschiebung zu einem Endjoining-Modus, welcher auf dem Gebrauch lidngerer Mikroho-
mologien (3-5bp) beruht (siehe Studie Fig.3). Dies passt zu mehreren fritheren Arbeiten (Chen
et al. 2001, Feldmann et al. 2000, Guirouilh-Barbat et al. 2004, Katsura et al. 2007, Kufittig-
Kulle et al. 2007, Liang et al. 1996, Van Heemst et al. 2004). Interessanterweise konnten wir
verglichen mit dem Wildtyp keine signifikant reduzierte Effizienz des NHEJ in Ku80-/- Zellen
beobachten (siehe Studie Fig.3A und Supplement Fig.S3). Ahnliche Ergebnisse wurden von Ma
et al. fir Hefen (Ma et al. 2003) und Guirouilh-Barbat et al. (Guirouilh-Barbat et al. 2004) fiir
Hamsterzell-Mutanten berichtet, trotz bemerkenswerter Unterschiede in den chromosomalen
Reparatur-Assays. Der milde Reparatur-Phinotyp von Ku80-/- MEFs zeigt einen deutlichen
Unterschied zu XRCC4-/- Zellen, was die beobachteten Differenzen bei der embryonalen
Lebensfihigkeit von Ku80- versus XRCC4-Knockout-Mausen widerspiegelt (Gao et al. 2000,
Nussenzweig et al. 1996). Wieso ist Ku80 nun nicht fiir das NHEJ erforderlich? Wir konnen
nicht ausschlieBen, dass die I-Scel-Bindung und der DNA-Schnitt die Chromatinstruktur verén-
dern, damit andere Reparaturproteine anziehen und so die Notwendigkeit fiir Ku als Signalver-
stirker fiir andere Reparaturproteine verringern. Andererseits ist Ku notig fiir die Rekrutierung
von XRCC4:LiglV (Mari et al. 2006, Nick McElhinny et al. 2000), allerdings konnten wir nicht
den gleichen Rejoining-Defekt in Ku80-/- Zellen beobachten wie in XRCC4-/- Zellen. Eine
mogliche Erkldrung hierfiir involviert den Liglll-, PARP-1- und XRCCI1-abhingigen
Reparaturweg, welcher alternativ arbeitet und unabhingig vom DNA-PK-abhingigen Weg ist



(Audebert et al. 2004, Wang et al. 2005, Wang et al. 2007). Dieser beginnt mit der Bindung von
PARP-1 an freie DNA-Enden, was die Abwesenheit von Ku voraussetzt. Die Effizienz dieses
Reparaturwegs konnte in LiglV-defizienten Zellen durch Ku70-Knockdown deutlich erhoht
werden (Ma et al. 2003). Diese Beobachtung unterstiitzt frithere Ergebnisse, die zeigten, dass
LiglV-defiziente DT40 Zellen und auch die embryonale Letalitdt von LiglV-/- Miausen durch
gleichzeitigen Knockout von Ku70 aufgehoben werden konnten (Adachi et al. 2001,
Karanjawala et al. 2002). Also konnte die Reparatur in Ku80-/- Méusen zu einem LiglII-
abhidngigen Reparaturweg umgeleitet werden, der fiir Rejoining-Aktivitit trotz des Sequenz-
verlusts an den Bruchstellen sorgt. Im Gegensatz dazu exprimieren XRCC4-/- Zellen normales
Ku80, was den Zugang von PARP-1 an die DNA versperrt. Also bleibt hier das LigllIl-ver-

mittelte Endjoining ineffizient.

Spezifische Rollen von XRCC4 und Ku80 beim Rejoining von I-Scel-Endonuclease versus
IR-induzierten DSBs

Warum ist die Bedeutung von XRCC4 und Ku80 bei Endonuklease- und IR-induzierten
Briichen unterschiedlich? Enzymatische Schnitte hinterlassen saubere Enden, wihrend
strahlungsinduzierte DNA-Enden von 5 phosphorylierten Resten oder 3 Phosphoglycolaten
blockiert sind. Diese miissen erst entfernt werden, bevor die Enden weiter bearbeitet werden
konnen. Dies erfordert die Kinase-Aktivitit der DNA-PK und/ oder von Artemis sowie von
XRCC4:LiglV (Chen et al. 2001, Lee et al. 2003, Povirk et al. 2007). Rekrutierung und
korrekte Aktivitit dieser Proteine hidngt von Ku ab (Ma et al. 2002, Mari et al. 2006, Nick
McElhinny et al. 2000), was die hohe Sensitivitit von Ku80-defizitiren Zellen gegeniiber
Strahlung, aber nicht gegeniiber enzymatischem Schaden erklért. Eine andere, jedoch weniger
wahrscheinliche Alternative ist, dass Ku80-unabhingiges Endjoining 1-2 DSBs effizient
reparieren kann, aber mit der hohen Anzahl an Briichen durch IR iiberfordert ist.
Zusammengefasst konnten unsere Untersuchungen das Verstidndnis fiir die Rolle von XRCC4
und Ku80 in chromosomaler DSB-Reparatur weit voranbringen. Beide Proteine sind wichtig fiir
die Reparatur IR-induzierter Briiche, aber nur XRCC4 ist essentiell fiir effizientes Endjoining
von enzymatischen Briichen. Letztere dhneln am meisten den spontanen DSBs, die withrend des
normalen DNA-Metabolismus auftreten. Unsere Ergebnisse konnen erkldren, wieso der
XRCC4-, aber nicht der Ku80-Knockout-Phinotyp fiir Miuse todlich ist. Zu dhnlichen Ergeb-
nissen kamen zeitgleich Lopez et al., die ebenso zeigen konnten, dass nur der Verlust von
XRCC4, aber nicht von Ku80 die Effizienz der Reparatur der I-Scel-induzierten Briiche redu-
ziert. Im humanen Bereich gibt es bisher keine Berichte von Individuen mit einem Ku80- oder
XRCC4-Defekt, was den essentiellen Charakter beider Proteine unterstreicht. Die Bedeutung
fiir die Karzinogenese ldsst sich noch nicht abschitzen, da lediglich einige wenige Fille von

XRCC4-defizienten Neuroblastomen beschrieben wurden (Guirouilh-Barbat et al. 2007 ).
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