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Einleitung

1. Einleitung

1.1. DNA-Schaden und ihre Verbindung zu Karzinogenese

Die DNA in unseren Zellen ist kontinuierlich endo- und exogenen Substanzen und Prozessen
ausgesetzt, die die funktionale Integritdt des Genoms beeintrachtigen kénnen. Es wird
angenommen, dass eine humane Zelle Gber 10.000 DNA-L&sionen pro Tag reparieren muss,
um alleine den endogenen Quellen von DNA-Schaden entgegenzuwirken (Lindahl, 1993).
Dazu kommen genotoxische Substanzen wie reaktive Sauerstoffspezies, interkalierende
Agenzien, UV-Licht und ionisierende Strahlung (Lodisch H, 2004). Dabei kann die DNA auf
verschiedene Weise geschadigt werden. Ihre Basen (Adenin (A), Guanin (G), Thymin (T)
und Cytosin (C)) kénnen direkt modifiziert werden, z. B durch Oxidation oder Hydrolyse, und
wahrend der Replikation kann es zu Basen-Fehlpaarungen kommen. Es konnen kovalente
Quervernetzungen (Crosslinks) zwischen Basen desselben DNA-Stranges oder zwischen
beiden Strangen entstehen. AulRerdem kann das DNA-Rickgrat aus Desoxyribosen und
Phosphaten brechen, was zu Einzelstrangbriichen und den besonders schwerwiegenden
Doppelstrangbriichen (DSBs) flihrt. Die Zelle benétigt wirksame Reparaturmechanismen, um
diesen schadlichen Ereignissen entgegenzuwirken und um die genomische Integritat
aufrecht zu erhalten. Sollte es nicht gelingen, die genetische Information wiederherzustellen
und den Bruch zu schlief3en, so fuhrt dies zu einem Chromosomenfragment, welches in den
folgenden Mitosen durch die gestoérte Segregation verloren geht und mit ihm essentielle
Genloci. Somit stirbt die Zelle (mitotische Katastrophe) oder es wird durch den unreparierten
DSB das Programm der Apoptose (programmierter Zelltod) aktiviert. Durch Insertionen,
Deletionen oder Translokationen kann aber auch eine permanente Veranderung der DNA-
Sequenz, eine Mutation, verursacht werden, die irreversibel ist. Liegt diese in Genen, die
verantwortlich sind fir DNA-Reparatur und Zellzyklus-Regulation, kann dies den ersten
Schritt in Richtung Krebsentstehung bedeuten (Khanna et al., 2001). Die Evolution hat eine
Vielzahl an Reparaturmdglichkeiten hervorgebracht. Diese Mechanismen funktionieren
jedoch nicht immer ausreichend oder korrekt. Die fehlerhafte Reparatur kann z. B. zu einer
erhéhten Empfindlichkeit gegenuber ionisierender Strahlung fihren. Das Ziel der Forschung

ist es, diese Reparaturmechanismen aufzudecken und zu verstehen.

1.2. In vitro DNA-Doppelstrangbruch-Reparatur

Zur Untersuchung der DNA-DSB-Reparatur wurden bislang Parameter in vivo betrachtet wie

das Zelliberleben nach Bestrahlung oder nach DNA-schadigenden Agenzien. Dabei handelt
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es sich um einen indirekten Nachweis, wie effizient die Zelle DSBs reparieren kann, da sie
durch bestehende DSB in die Apoptose geleitet oder nach wenigen Teilungen durch die
mitotische Katastrophe inaktiviert werden wirde. Ein weiterer Parameter ist die Kapazitat
und Geschwindigkeit, mit der DSBs in der Zelle beseitigt werden und wieviele unrepariert
bleiben. Innerhalb weniger Minuten nach Erkennung des DSBs in der Zelle wird in dessen
Umgebung das Histon H2AX (ber eine Region von einigen Megabasen phosporyliert (Burma
et al., 2001; Rogakou et al., 1998). Das sogenannte YH2AX kann mit Hilfe von Antikérpern
immuncytochemisch angefarbt werden und macht so die Quantifizierung von DSBs maoglich.
Diese Untersuchungen lassen Schlisse auf die Reparatureffizienz der Zelle zu, ermdglichen
aber keine Aussage uber Qualitdt der Reparatur oder Wahl des Reparaturweges. Es gibt
zwar speziell entwickelte Plasmidkonstrukte, mit denen verschiedene Reparaturwege
quantifiziert werden kénnen, diese missen jedoch zunachst in die Zelle transfiziert und/oder
stabil integriert werden, was einen grof3en Zeitaufwand bedeutet und nicht mit jeder Zelle
ohne Probleme durchfihrbar ist. Wie sich Transfektionsbedingungen, Zellzyklus und
genetische Disposition der Zelle auf die komplexe DSB-Reparatur auswirken, ist ungeklart.
Trotzdem haben in vivo DSB-Reparaturassays schon viele Komponenten und
Zusammenhange des komplexen Reparatursystems humaner Zellen aufgedeckt. Jedoch
sind in vitro Reparatursysteme insofern flexibler und breiter in der Anwendung, als dass sie
weniger stérenden Nebeneffekten unterliegen. In vivo wirkt sich die Herunterregulierung oder
Inhibition bestimmter Reparatur-Proteine letal auf den Zellorganismus aus, z. B. im Falle der
DNA-Ligase IV (Barnes et al., 1998; Frank et al., 2000). In vitro sind nicht Zellzyklus,
Transfektionseffizienzen oder Zell-Toxizitdten vordergrindig, sondern die in vitro Reaktion
lasst direkt auf die verschiedenen DSB-Reparaturwege blicken. Verschiedenste Arten von
DSBs koénnen untersucht und die reparierten Sequenzen genau analysiert werden. Die
Gesamtheit der Proteine einer Zelle ausgenommen ihrer Organellen, Membranen, DNA oder
sonstigen Bestandteile bildet dabei das zellfreie System. Diese Zusammenstellung der
Proteine ohne den Rahmen des lebenden Zellorganismus ist frei von oben genannten
Nebeneffekten. Daher bieten zellfreie Systeme eine gute Moglichkeit, die grundlegenden
biochemischen Zusammenhange zwischen den einzelnen Reparaturproteinen und -wegen

und deren Regulation untereinander, deren Effizienz und Genauigkeit zu erforschen.
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1.3. Hauptwege der DNA-Doppelstrangbruch-Reparatur

1.3.1. Nicht-Homologes End-Joining

In humanen Zellen werden DSBs in der DNA, hervorgerufen z. B. durch ionisierende
Strahlung oder Genrearrangements wahrend des Zellzyklus, vorwiegend Uber nicht-
homologe Endverknipfung (Non-Homologous End-Joining = NHEJ) repariert. Dabei werden
die beiden Enden des DSBs direkt verbunden, wobei Fehler wie Deletionen oder Insertionen
auftreten kdnnen, was diesen Reparaturweg als prinzipiell ungenau deklariert (Lieber, 2008).
Das einfachste Beispiel ist die Ligation von ,sauberen®, komplementar Uberhangenden
Enden sowie die von glatten (blunt) Enden ohne Uberhang, zu der im Regelfall eine DNA-
Ligase ausreicht. Der vollstindige Mechanismus des NHEJ basiert jedoch auflerdem
mindestens auf den folgenden, notwendigen Proteinen: Ku70, Ku80, DNA-PKcs, Artemis,
Ligase IV, XRCC4 und XLF (Abbildung 1).

In einem ersten Schritt nach Erkennung des DNA-DSBs binden Ku70 und Ku80 als
Heterodimer (Ku) in einer Ringstruktur an die freiliegenden DNA-Enden (Smider et al., 1994;
Taccioli et al., 1994) und schitzen sie vor einem unkontrollierten Abbau durch Nukleasen
(Walker et al., 2001). Die katalytische Untereinheit der DNA-abhangigen Protein-Kinase
(DNA-PKcs) wird durch Ku zu den Enden rekrutiert (Hammarsten et al., 1998) und ist dort
dafir zustandig, diese in direkter Nachbarschaft zu halten, um sofort wieder verbunden
werden zu kénnen (DeFazio et al., 2002; Spagnolo et al., 2006). Bindet DNA-PKcs an das
Ku70/80 Heterodimer, rutscht dieses ca. einen Helix-Turn weiter nach innen, weg vom DSB
(Yoo et al., 1999), um dort das DSB-Ende fir weitere Reparaturproteine zuganglich zu
machen. Der letzte Schritt der Endverknipfung wird von DNA-Ligase IV (LiglV) durchgefiihrt
(Lees-Miller et al., 2003). Diese Ligase ist mit seinem Kofaktor XRCC4 zu einem multimeren
Filament verbunden (Modesti et al., 2003), welches die Adenylierung der Ligase und ihre
Aktivitat stimuliert und fir ihre Stabilitat in vivo bendtigt wird (Bryans et al., 1999; Grawunder
et al., 1997). XLF und XRCC4 interagieren miteinander (Ahnesorg et al., 2006) und flhren
durch Filamentformierung zu einer Brickenbildung, so dass die DSB-Enden in nachster
Nahe zusammengehalten werden (Andres et al., 2012; Roy et al., 2012). Auflerdem steigert
XLF die Effizienz der Ligation vom XRCC4/LiglV-Komplex in vitro (Gu et al., 2007). XLF
stimuliert als Kofaktor das End-Joining (EJ) von nicht-kohasiven Enden und blunt-Enden, hat

aber wenig Einfluss auf die Ligation von kohasiven Enden (Tsai et al., 2007).
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Abbildung 1: Der Mechanismus des nicht-homologen End-Joinings (NHEJ).

Sehr schnell nach Entstehen des DSB bindet das Heterodimer aus Ku70 und Ku80 beide Enden des
Bruchs. Ku rekrutiert DNA-PKcs, um zusammen den Synapsenkomplex zu bilden, der die Enden in
direkter Nahe zueinander halt. Artemis und andere Nukleasen prozessieren die DNA-Enden zu
ligierbaren Strukturen. In einem finalen Schritt wird der Bruch durch einen Komplex aus LiglV, XRCC4
und XLF verschlossen (verandert nach Mladenov et al., 2011).

Fir die einfachste Form der Ligation von kohasiven DNA-Enden missen allerdings DSBs mit
3’-Hydroxyl- (OH) oder 5’-Phosphat-Gruppen (P) vorliegen. Die durch ionisierende Strahlung
hervorgerufenen DSBs koénnen haufig nicht direkt ligiert werden, weil zusatzlich zu
Unterbrechungen des Zucker-Phosphat-Gerlistes auch Basenmodifikationen und
Zuckerschaden auftreten (3°-Phosphate oder -Phosphoglykolate). Diese DNA-Enden
mussen zuerst prozessiert werden, indem Reste geschadigter Basen oder nicht kompatible
Einzelstrang-Uberhange entfernt werden. Eine der Endonukleasen, die in diese Prozesse
involviert sind, heift Artemis. Sie hat die Fahigkeit, DNA-Strukturen wie 3’- oder 5'-
Uberhange, Haarnadelstrukturen (hairpins) oder an DNA-Liicken (ss-gaps) zu schneiden
(Ma et al., 2002; Ma et al., 2005). Fehlende DNA-Abschnitte werden durch verschiedene
DNA-Polymerasen neu synthetisiert. Kommt es bei der Ligation zweier teilweise
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komplementaren Einzelstrang-Enden zur Lickenbildung, wird diese Einzelstrang-Liicke
durch Polymerase u (My) oder Polymerase A (Lambda) aufgefiillt (Ma et al., 2005). Diese
Polymerasen der Familie DNA-pol-X kdnnen Uber einen bestehenden DNA-Schaden hinweg
ohne Template synthetisieren und stellen so eine minimale Briicke her, mittels derer, sofern
passende Nukleotide angehangt wurden, die beiden Enden kovalent verbunden werden
kdénnen (Abb. 2).

A 3 5
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D N .
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Abbildung 2: Schema der Verkniipfung nicht-homologer DNA-Enden durch Auffiillen fehlender
Basen und Ligation.

Polymerasen bendtigen ein 3’-Hydroxyl-Ende (3°-OH), um mit der DNA-Synthese in 5°-3"-Richtung
beginnen zu kénnen. (A) Auffillen des 5-Uberhangs und anschlieRende ,blunt-end“-Ligation. (B + C) Nur
das 3’-OH-Ende des gegeniiberliegenden DNA-Stranges kann als Primer flr die Polymerase dienen. (D)
Reparaturschema fiir B und C: An das gegeniiberliegende DSB-Ende wird ohne vorliegendes Template
eine Base angehangt (,unprimed synthesis“), so dass es zum Uberhang kommt und die DNA-Synthese

fortgesetzt werden kann.
P konventionelles Auffiillen des Uberhangs durch DNA-Polymerase; unkonventionelles Auffiillen des

Uberhangs vorbereitet durch den ungebundenen gegeniiberliegenden DNA-Strang; D Jfrei’
synthetisiertes, komplementares Nukleotid.

1.3.2. Alternatives End-Joining

Neben dem klassischen NHEJ gibt es einen alternativen Reparaturweg, der unter
bestimmten Bedingungen einsetzt. Er ist langsamer als das klassische NHEJ und wird unter
Wildtyp-Bedingungen durch die schnelle Bindung von Ku70/80 und DNA-PKcs an die DSBs
Fallt das klassische NHEJ aus,

verhindert. hat dieser ,Backup“-Reparaturweg die
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Méglichkeit, den Defekt aufzufangen. Allerdings zeichnet sich das Backup-NHEJ durch einen
hohen Grad an unkorrekter Reparatur aus (Adachi et al., 2001; Feldmann et al., 2000;
Kuhfittig-Kulle et al., 2007). Es wird wahrscheinlich durch die Komponenten PARP1, DNA-
Ligase Ill und XRCC1 ausgefuhrt (Audebert et al., 2004; lliakis, 2009; Mansour et al., 2008;
Wang et al., 2005). Ligase Il arbeitet im Komplex zusammen mit XRCC1 und wird durch
PARP1 reguliert.

DSB

MRN

@ 1 Rads2
1 O—

Abbildung 3: Uberblick iiber die Hauptfaktoren der Homologen Rekombination (HR).

Nach der Resektion der 5-DNA-Enden durch Nukleasen wie den MRN-Komplex (Mre11/Rad50/Nbs1),
werden die entstehenden 3‘-Uberhangenden Enden durch RPA und Rad52 gebunden, die die Bindung
von Rad51 vermitteln, so dass ein Nukleoprotein-Filament entsteht, welches nach Auffinden der
homologen Sequenz in den Strang des Schwester-Chromatids einwandert. Es folgt die DNA-Synthese
komlementar zur Homologie (verandert nach Weberpals et al., 2008).

1.3.3. Homologe Rekombination

Die Homologe Rekombination (HR) gilt im Gegensatz zum NHEJ als eine stets fehlerfreie

Reparatur von DSBs. Jedoch steht dieser Reparaturweg nicht wie das NHEJ wahrend des
6
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gesamten Zellzyklus zur Verfigung. HR ist nur méglich in der S- bzw. G2-Phase, da nur hier
das Schwester-Chromatid als Reparaturvorlage dienen kann.

Bei der HR werden zunachst die DNA-Enden in 5’-3’-Richtung durch Nukleasen wie den
MRN-Komplex (bestehend aus Mre11, Rad50 und Nbs1) reseziert, so dass 3’-Uberhangende
Einzelstrange entstehen, die sofort durch das Einzelstrang-bindende Replikationsprotein A
(RPA) besetzt werden (Wold, 1997) (Abb. 3). Das gebundene RPA flhrt wiederum zur
Anlagerung von Rad52, welches in Interaktion Rad51 den Zugang zum Einzelstrang-
DNA/RPA-Komplex ermdglicht. Rad51 legt sich in einem Filament um die einzelstrangigen
DNA-Enden. Diese Ketten wandern in homologe, unbeschadigte Bereiche des Schwester-
Chromatids ein. Dort werden sie durch DNA-Polymerasen komplementar zum Template

verlangert und damit die Sequenzliicke des DSBs Uberbrickt.

1.3.4. Single-Strand Annealing

Ein dritter, alternativer Weg zum NHEJ und zur HR ist das Single-Strand Annealing (SSA).
Dieser Reparaturweg ist immer fehlerbehaftet und kann nur verwendet werden, wenn der
DSB im Bereich repetitiver DNA-Sequenzen auftritt. Nach dem Bruch des Doppelstranges
werden die DNA-Enden in der Weise reseziert, dass lange, einzelstrangige Uberhange
entstehen. Die Einzelstrange werden zuerst mit RPA besetzt. AnschlieRend wird Rad52 zum
DSB rekrutiert. Ist die Resektion soweit fortgeschritten, dass komplementare Regionen frei
liegen, kdnnen diese paaren und verbunden werden (Abb. 4). Die Uberhdngenden Enden
werden durch die ERCC1/XPF-Endonuklease entfernt, die am Ubergang von einzel- und
doppelstrangiger DNA schneidet (de Laat et al., 1998). Eine der repetitiven Sequenzen geht
dabei verloren und mit ihr die gesamte Sequenz, die zwischen den beiden sich
wiederholenden Bereichen liegt. Daher gilt dieser Reparaturweg als ausgesprochen mutagen
(Haber, 2000; Sung et al., 2006).
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Abbildung 4: Schematische Darstellung des Single-Strand Annealing (SSA).

Dieser Reparaturweg beginnt ahnlich der HR mit der 5'-3‘-Resektion der DNA-Enden durch eine
Exonuklease. Es entstehen 3‘-Einzelstrang-Uberhdnge. Diese werden durch RPA gebunden und
stabilisiert, wonach Rad52 bindet und die Suche nach Homologien stimuliert. Nachdem sich die
homologen Sequenzen aneinandergelagert haben, folgt ein erneuter Resektionsschritt der inkompatiblen,
abstehenden Einzelstrange, die zwischen den Homologien vorlagen, durch die endonukleolytische
Aktivitat des ERCC1/XPF-Komplexes. Die entstandenen Sequenz-Liicken werden durch Fill-in-Synthese
aufgefiillt und durch DNA-Ligasen ligiert.

1.4. Zellfreie Doppelstrangbruch-Reparatur

Um die nur teilweise bekannten biochemischen Zusammenhange der verschiedenen
Reparaturwege und der beteiligten Proteine aufzudecken, haben sich ,in vitro
Reparaturassays” bewahrt. Es gibt verschiedene Arten von zellfreien Reparatursystemen.
Am haufigsten genutzt werden Systeme, die darauf basieren, dass Plasmid-DNA mit Extrakt-
Proteinen oder teilweise gereinigten, fraktionierten Extrakten inkubiert wird, welche
Reparaturaktivitdt besitzen. Die Plasmide werden durch ein oder zwei verschiedene
Restriktionsenzyme linearisiert und stellen auf diese Weise die DSBs dar - das
Reparatursubstrat. Wahrend der Inkubation mit dem Extrakt bilden sich zirkulare

monomerische und lineare multimerische Produkte, die durch verschiedene
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Analysemethoden (Agarose-Gelelektrophorese, Southern-Blot, PCR) untersucht werden
kénnen.

Alternativ kann in vitro DNA-Reparatur auch in einem weitgehend artifiziellen System
untersucht werden, in dem DNA-Enden mit ausgewahlten, aufgereinigten Proteinen
interagieren. Diese Methode liefert wichtige Einsichten in biochemische Zusammenhange
und Strukturen. Sie ist aber dadurch begrenzt, dass alle notwendigen Komponenten der
Reparatur vorher bereits bekannt sein missen. Aullerdem ist es in der Vorbereitung
schwierig, groe Proteine in nativer Form und in ausreichender Menge zu praparieren.
Gerade das komplexe Zusammenspiel von Signalwegen nach der DNA-Schadigung und der
verschiedenen Reparaturwege ist ein Gebiet mit vielen noch unbekannten Ablaufen. Um die
genaue Funktionsweise der Reparatur aufzudecken, werden Extrakte aus gesamten Zellen
hergestellt, die damit eine physiologische Zusammensetzung der fir die DNA-Reparatur

wichtigen Proteine aufweisen.

1.5. Einfuhrung in zellfreie Extrakte

Zellfreie Reparaturextrakte (cell-free extract = CFE), wie sie in der Literatur beschrieben
werden, basieren auf einer ahnlichen Herstellungsweise. Die zu extrahierenden Zellen bzw.
Gewebe werden zunachst gewaschen bzw. die Gewebeproben zerschnitten und von
Blutresten befreit. Je nachdem, ob ein zytoplasmatisches, nukleares oder Gesamtzell-Extrakt
gewonnen werden soll, erfolgt der Aufschluss der Zellen. Die gewaschenen, pelletierten
Zellen werden in einem hypotonischen Extraktionspuffer aufgenommen, also in einem Puffer
mit niedrigerer Salzkonzentration als innerhalb der Zelle. Dieser Puffer enthalt Protease-
Inhibitoren zur Verhinderung der Proteindegradation und Dithiothreitol (DTT) als
Antioxidationsmittel. DTT konserviert Proteine in ihrer funktionellen Form, indem es die
Oxidation von Sulfhydryl-Gruppen zu Disulfidbriicken durch Luftsauerstoff verhindert. In
diesem Puffer quellen die Zellen durch den osmotischen Wassereinstrom auf. Mit Hilfe von
mechanischen Homogenisatoren lassen sich die Zellmembranen aufscheren. Schonender ist
die Zelllyse nur durch alleinige Einwirkung des hypotonischen Puffers. Die Zellkerne bleiben
hierbei intakt und kénnen durch Zentrifugation separiert werden. Der entstehende Uberstand
stellt den zytoplasmatischen Extrakt dar, welcher keine Reparaturkapazitat besitzt (Cheong
et al., 1998), da sich die Haupt-Faktoren der DNA-Reparatur gelést im Nukleus befinden.
Das Pellet aus Zellkernen kann mit hypotonischem Lysispuffer unter Einsatz von Ultraschall
zum nuklearen Extrakt weiterverarbeitet werden (North et al., 1990). Ohne diese Trennung
von Zytoplasma und Kernen wird ein Gesamtzellextrakt gewonnen, welcher ahnlich gute

Reparaturkapazitat besitzt wie ein rein nuklearer Extrakt. Nach dem Aufschluss der Zellen
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wird ein Hochsalzpuffer zugesetzt, der die Proteinextraktion aus den Kernen ermdglicht. Die
hochmolekularen Bestandeile (Membranen und Zytoskelett) werden durch einen
Ultrazentrifugationsschritt entfernt. Genomische DNA wird ebenfalls durch diesen Schritt
entfernt. Sie wirde in der spateren Reparaturreaktion mit dem DSB-Substrat konkurrieren
und die Analyse der Reparaturprodukte verfalschen oder unméglich machen. Der Uberstand
aus der Ultrazentrifugation wird anschlieRend entweder direkt der Dialyse zugeflihrt oder erst
einer Ammoniumsulfatfallung unterzogen. Nach Zentrifugation wird das prazipitierte
Proteinpellet in Dialysepuffer aufgenommen und mehrere Stunden dialysiert. Der
Dialysepuffer enthalt neben Proteaseinhibitoren auch Glycerol, welches der Stabilisierung
der Proteinstruktur wahrend der Lagerung im gefrorenen Zustand dient. Nachdem die
Proteine ,umgepuffert* und Uberschissige Salzreste durch die Dialyse entfernt wurden, wird
der Extrakt in flussigem Stickstoff gelagert. Es gibt Studien, in denen die zellfreien Extrakte
weitere Aufreinigungsschritte durchlaufen. Dabei wird der Extrakt chromatographisch in
diverse Fraktionen getrennt, die sich je nach Salzgradient ergeben (Baumann et al., 1998).
Hierbei besteht allerdings die Gefahr, dass die flir die Reparaturreaktion verwendete Fraktion
bestimmte Raparaturfaktoren nicht mehr enthalt, da sie durch ihre biochemischen

Eigenschaften aus diesen Fraktionen ausgeschlossen wurden.

Das erste zellfreie in vitro Reparatursystem, das speziell fir die Analyse des NHEJ
entwickelt wurde, stammt von Pfeiffer und Vielmetter. Dabei wurden Extrakte aus kuinstlich
befruchteten Eiern von Xenopus laevis, einer sldafrikanischen Krallenfroschart, vor der
ersten Teilung gewonnen. Am haufigsten werden die Xenopus-Extrakte auf die Weise
gewonnen, dass die Eier zunachst gewaschen und dann in einem Extraktionspuffer durch
Zentrifugation aufgeschlossen werden (Pfeiffer et al., 1988). Gleichzeitig wird dadurch eine
Dichtetrennung erreicht, so dass der Gesamt-Zellextrakt frei von Fetten, Zelldebris und DNA
entnommen werden kann. Der zellfreie Extrakt aus Froscheiern hat durch das embryonale
Stadium den Vorteil, dass eine hohe Konzentration an wichtigen Proteinen des DNA-
Metabolismus vorliegt. Das Gesamt-Zellextrakt aus X. laevis kann eine breite Palette an
biologischen Vorgangen nachstellen wie DNA-Replikation, Aufbau eines Spindelapparates,
Chromosomen-Kondensation oder die verschiedenen Arten der DNA-Reparatur.

Das erste zellfreie Extrakt fir NHEJ in vitro aus Saugetierzellen wurde 1990 von North et al.
erstellt (North et al., 1990). Die Extraktherstellung aus Saugetierzellen ist schwieriger als die
aus Xenopus-Eiern, da die zu extrahierenden Zellen ca. 100-mal kleiner sind und einen viel
geringeren Proteingehalt aufweisen.

Die ersten zellfreien Extrakte aus Gewebe wurden 2003 von Diggle et al. aus Hirn- und
Blasentumor-Biopsien erzeugt (Diggle et al., 2003). Bei Geweben kommt als erschwerender

Faktor hinzu, dass (Tumor-)Gewebe meist aus einer Vielzahl verschiedener Zelltypen
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besteht. AuRerdem missen vor der Extraktion Blutreste so gut wie moéglich entfernt werden.
Dies geschieht durch feine Zerkleinerung der Gewebestlicke und ausgiebiges Waschen. Im
Anschluss kann mit diesem zerkleinerten Gewebe weiter wie mit Einzelzellen verfahren

werden.

1.6. DNA-Substrate und Doppelstrangbriiche

Neben dem zellfreien Extrakt wird fir das DSB-Reparatur-System ein Substrat bendétigt, das
den DSB darstellt, der in vitro wieder verbunden werden soll. Er kann in genomischer DNA
(Cheong et al., 1998; lliakis et al., 2006a) oder in Plasmid-DNA (Budman et al., 2006; lliakis
et al.,, 2006b; Pfeiffer et al., 2005) erzeugt und zum Extrakt hinzugegeben werden. Des
Weiteren kdnnen auch DNA-Fragmente als Reparatursubstrat eingesetzt werden (Datta et
al., 2006).

Genomische DNA als Reparatursubstrat kommt der in vivo Situation sehr nahe. Hier liegt die
DNA partiell organisiert in Chromatin vor. Die Gré3e von genomischer DNA stellt jedoch fur
in vitro Experimente insofern ein Hindernis dar, als dass durch die Handhabung das Molekiil
schnell geschert wird. So treten unwillktrlich DSBs auf. Eine Moglichkeit, diesem Problem zu
begegnen, ist, bereits die Zellen, aus denen die DNA isoliert werden soll, in Agarose
einzubetten (Ganguly et al., 1995; lliakis et al., 2006a). Sowohl ,nackte“ genomische DNA
als auch Chromatin-gebundene genomische DNA kénnen so ohne die Einwirkung von
Scherkraften fir in vitro Reparaturversuche gewonnen werden. Die in Agaroseblécken
eingelagerten Zellen werden mit Lysispuffern, die Detergenzien, RNase und Proteinase
enthalten, extensiv gewaschen, um schliellich nur noch genomische, von Proteinen freie
DNA zu enthalten. Um DNA in chromatinassoziierter Form zu gewinnen, werden die
eingebetteten Zellen nicht mit Proteinasen behandelt, sondern nur mit Detergenz- und
Antioxidanz-haltigem Lysispuffer unter Zugabe von Protease-Inhibitoren gewaschen, so dass
die Zellen aufquellen, die Membranen zerplatzen und die Kerne frei von Zytoplasma
vorliegen. Auch die Kernmembran wird auf diese Weise aufgebrochen, so dass Grofdteile
des Nukleoplasmas weggewaschen werden. Diese vorbehandelte DNA kann anschlieend
durch Bestrahlung oder Behandlung mit DSB-induzierenden Agenzien geschadigt werden.
Solch eine Praparation von genomischer DNA ist sehr zeitintensiv und lasst sich in Agarose
nur schwer biochemisch rein und vollstandig zuganglich herstellen. Daher hat sich Plasmid-
DNA als Reparatursubstrat in vielen zellfreien Systemen durchgesetzt. Sie lasst sich schnell
und in gréReren Mengen herstellen. Die Behandlung mit ionisierender Strahlung als auch mit
DSB-induzierenden Agenzien ist moglich. Linearisierte Plasmide kdnnen einfach Uber

Agarose-Gelelektrophorese von zirkularen Plasmidformen getrennt und anschlief3end
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aufgereinigt werden, so dass ein rein lineares DSB-Substrat zur in vitro Reparatur eingesetzt

werden kann.

1.7. Der DSB und seine Reparatur im CFE

Die einfachste Mdglichkeit einen DSB zu erhalten ist, DNA mit Restriktionsenzymen (RE) zu
schneiden. Bei Verwendung eines einzelnen REs entstehen typischerweise entweder ein
glattes (blunt) Ende ohne einzelstrangige Uberhdnge oder kohasive Enden mit 3'- oder 5'-
Uberhangenden Einzelstrangen. Unter Verwendung zweier verschiedener RE kénnen nicht-
kohasive DSB-Enden erzeugt werden, die entweder Uberlappend sind oder 5°-3°, 3°-5°
einzelstrangig oder blunt-3° oder blunt-5" aneinanderstoRen. Diese DNA-Enden stellen
sogenannte saubere Briche dar, da sie im Gegensatz zu “schmutzigen®,
strahlungsinduzierten oder durch Sauerstoffradikale (reaktive Sauerstoffspezies; ROS)
induzierten DSBs mit geringem Prozessierungsaufwand durch Polymerasen und Ligasen
wieder verknlUpft werden koénnen. Wichtig ist nur die Herstellung einer ligierbaren
Endenstruktur (3°-OH und 5°-P) durch das exonukleolytische Entfernen inkompatibler Basen
oder/und durch ,Fill-in“-DNA-Synthese.

Es wurde gezeigt, dass sich die Effizienz und Genauigkeit der Reparatur von verschiedenen
enzymatisch hervorgerufenen DSBs durchaus unterscheidet. So wurden 3’-komplementéare
DSB-Enden mit einer héheren Effizienz verbunden als 5°- oder blunt-Enden (Baumann et al.,
1998; Feldmann et al., 2000). Das ist bemerkenswert, da eine DNA-Polymerase fur die
Synthese neuer Basen ein 3’-Hydroxyl-Ende (3°-OH) flr die Verbindung bendétigt. Ein DSB
mit 5-Uberhang kann sowohl durch Fill-in der fehlenden Basen als auch durch
exonukleolytische Degradation in 5°-3"-Richtung geglattet werden, um dann ligiert werden zu
kénnen. 3"-Uberhénge haben aber keine freie Struktur, an der Polymerasen direkt ankniipfen
kénnen (siehe Abb. 2 B und C) und kénnen daher nur tber 3°-5"-Degradation durch eine
Exonuklease geglattet werden. Dazu passend zeigten die 3’-lUberhangenden Enden auch
eine geringe Reparaturgenauigkeit, da bei vielen Reparaturverknipfungen die
Uberhangenden Enden degradiert und anschlieRend die blunt-Enden ligiert wurden. Aber da
trotzdem auch akkurate Reparatur stattgefunden hat, muss es einen Mechanismus geben,
der in der Lage ist, DSB-Enden in direkter Nachbarschaft zusammenzuhalten und so nah
aneinander zu bringen, dass z. B. ein blunt-Ende eines DSBs als Ansatzpunkt fir eine DNA-
Polymerase dienen kann (siehe Abb. 2 D), die Uber die bestehende Liicke hinweg, ohne
dass es ein Template gibt, mindestens eine passende Base synthetisieren kann. Diese Base
kann mit dem zweiten Bruchende paaren und dann Aufflillsynthese und Ligation erlauben
(Thode et al., 1990).
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Um zu untersuchen, ob diese Reparaturereignisse tber NHEJ zustande kommen, wurden
Kern-Faktoren des NHEJ Uber entsprechende Antikdrper entfernt und die Reparatureffizienz
dieser depletierten Extrakte analysiert. Die Reparatur konnte durch Depletion von XRCC4,
Ku70, Ku80 und DNA-PKcs inhibiert werden (Baumann et al., 1998). Damit wurde bestatigt,
dass die DSBs in diesem zellfreien System durch NHEJ repariert wurden. Lange war
unbekannt, welche Ligase oder Ligasen an der Reparatur solcher DSBs beteiligt sind.
Baumann und West depletierten die DNA-Ligasen I, 1ll und IV durch die Behandlung der
CFEs mit entsprechenden Antikérpern. Sie konnten zeigen, dass fir die Reparatur
komplementarer DNA-Enden in ihrem zellfreien System nur die DNA-Ligase IV eine Rolle
spielt, nicht aber die Ligasen | und Ill. Die Entstehung von Produkten konnte dort durch die
Depletion von LiglV vollstandig unterbunden werden. Das bedeutet, dass auller dem
klassischen NHEJ keine andere Mdglichkeit zur Reparatur der DSB bestand. Diese
Erkenntnis steht im Gegensatz zu spateren Arbeiten anderer Arbeitsgruppen. Dort wurde
eine unterschiedlich hohe Reparatureffizienz auch ohne die Anwesenheit von Kernfaktoren
des NHEJ wie z. B. DNA-PKcs, Ku80 oder LiglV in zellfreien Extrakten aus defizienten Zellen
festgestellt (Kuhfittig-Kulle et al., 2007; Wang et al., 2001). Zwar war die Effizienz deutlich
geringer als die im Wildtyp-Extrakt, jedoch fand Reparatur auf einem niedrigen Level statt.
Folglich besteht eine Reparaturmaoglichkeit Gber einen Weg, der eintritt und nachweisbar ist,
wenn klassisches NHEJ nicht arbeiten kann. Werden diese spateren in vitro Systeme mit
dem von Baumann und West verglichen, kann festgestellt werden, dass sich die
Reaktionsbedingungen der in vitro Reparatur in einem Detail unterscheiden. Baumann und
West arbeiten mit einer Magnesium-Konzentration von 0,5 mM wahrend der Reparatur, die
anderen Systeme mit héheren Konzentrationen von 10 mM Magnesium. Dabei wurde
festgestellt, dass durch Reduktion der Magnesium-Konzentration von 10 mM auf 0,5 mM in
der Reaktion von Extrakten aus LiglV-defizienten Zellen genau der Effekt wie bei Baumann
und West beobachtet werden konnte, namlich dass die Effizienz der Reparatur verringert
bzw. die Reaktion inhibiert werden konnte (Wang et al., 2001). Diese Resultate deuten
darauf hin, dass ein Reparaturweg unabhangig vom klassischen NHEJ besteht, der je nach
Magnesium-Konzentration unterdriickt oder hervorgehoben wird. Dieser Reparaturweg, der
in LiglV-defizienten Extrakten bei hohen Magnesium-Konzentrationen beobachtet werden
konnte, wurde vollstandig unterbunden, indem vor dem LiglV- und damit NHEJ-defizienten
Hintergrund zusatzlich DNA-Ligase Il depletiert wurde (Wang et al., 2005). Da im Gegensatz
zu DNA-Ligase Il die DNA-Ligase IV in der Zelle bereits in einem pre-adenylierten Zustand
vorliegt (Robins et al., 1996; Tomkinson et al., 1997), kann sie auch unter Bedingungen
niedriger Magnesium-Konzentrationen aktiv bleiben. Die Magnesium-Konzentration in vivo
liegt im Zellkern bei ca. 2 — 4 mM in der Interphase und bei ca. 4 — 17 mM in der M-Phase

(Strick et al., 2001). Daher arbeiten viele zellfreie Systeme mit héheren Magnesium-
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Konzentrationen, um in vivo-ahnliche Bedingungen zu simulieren und sowohl Ligase V- als
auch Ligase lll-abhangige Reparatur bzw. deren Konkurrenz um den DSB mdglich zu
machen. Vor diesem Hintergrund sind Zellzyklus-spezifische Beobachtungen zu Liglll-
abhangiger Reparatur von grofRer Bedeutung. Es wurde beschrieben, dass der alternative
Reparaturweg Uber Ligase Il verstarkt in der G2-Phase auftritt (lliakis, 2009; Wu et al.,
2008a; Wu et al.,, 2008b). Dies lasst vermuten, dass Ligase Ill durch den erhdhten
Magnesium-Gehalt in der zweiten Halfte des Zellzyklus bessere Bedingungen fir ihre
Aktivitat vorfindet und somit verstarkt in die DSB-Reparatur eingreifen kann.

Jedoch ist nicht nur die Konzentration an Magnesium bestimmend fir den Reparaturweg.
Auch die Interaktion der verschiedenen Reparaturfaktoren oder das Fehlen einzelner
Faktoren bestimmt den Reparaturweg. Es wurde beschrieben, dass eine geringe
Reparaturaktivitat besteht, auch wenn XRCC4, Ku80 oder DNA-PKcs nicht vorliegen. Jedoch
hat die Behandlung der Extrakte mit Wortmannin, einem Inhibitor der DNA-PKcs, nur einen
weiteren inhibitorischen Effekt auf Extrakte des Wildtyps oder von XRCC4-defizienten Zellen
(Kuhfittig-Kulle et al., 2007). Die Aktivitat von Ku80- oder DNA-PKcs-defizienten Extrakten
blieb unverandert. Durch diese Resultate wird das Modell bestatigt, dass es an einem DSB
sehr schnell zur Bildung eines Ku70/Ku80/DNA-PKcs-Komplexes (DNA-PK) kommt, der die
Reparatur in Richtung von LiglV-abhangigem NHEJ leitet. Wird DNA-PKcs inhibiert, 16st sich
der Komplex nicht vom DSB ab, sondern blockiert ihn. Auf diese Weise haben Proteine
anderer Reparaturwege keinen Zugang zum DSB. Fehlt jedoch einer der Partner (Ku70/80
oder DNA-PKcs), so dass der Protein-Komplex nicht gebildet werden kann, wird durch
Wortmannin zwar DNA-PKcs inhibiert, aber durch den fehlenden Komplex am DSB bleibt
dieser frei zuganglich fir andere Reparaturwege und der DSB kann verschlossen werden.
Daher wird durch Wortmannin nur in Wildtyp-Extrakten oder in XRCC4-defizienten Extrakten
die Reparatur inhibiert, weil beide Komplexpartner Ku70/80 und DNA-PKcs vorhanden sind.
In Ku80- oder DNA-PKcs-defizienten Extrakten ist der Weg zu den DSBs frei fir die DNA-
PK-unabhangige Reparatur, das sogenannte Backup-NHEJ Uber Ligase Il (lliakis et al.,
2004; Wang et al., 2003).

Auch Homologe Rekombination kann in vitro gemessen werden. Jedoch ist dieser
Reparaturweg nicht sehr detailliert in zellfreien Systemen untersucht worden. Es gibt nur
wenige Arbeiten, die jeweils unterschiedliche Reparatursubstrate fir die in vitro HR
verwenden. Sie sind alle Plasmid-basiert und detektieren eine erfolgte Rekombination
dadurch, dass ein vorher defektes Markergen, z. B. eine Antibiotika-Resistenz, nach der
Reparaturreaktion wieder Funktion erlangt (plasmid reactivation assay) (Kucherlapati et al.,
1985; Oppliger et al., 1993; Song et al., 1985; Srivastava et al., 2007). Voraussetzung fur die
HR im zellfreien System ist einerseits das Vorhandensein zweier verschiedener Plasmide,

die dasselbe Markergen mit jeweils unterschiedlichem Defekt tragen. Dies wird meist
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dadurch erreicht, dass das Zielgen auf dem einen Plasmid eine grof3e Deletion im 5°-Teil der
Sequenz und das zweite Plasmid eine grol3e Deletion im 3'-Teil des Gens enthalt. Auf diese
Weise liegt die fehlende Sequenz zu einem funktionellen Markergen auf dem jeweils
anderen Plasmid. Nur die das Gen betreffende, Homologie-basierte Reparatur fihrt zu
Plasmiden mit der korrekten Sequenz. Werden die entstehenden Plasmidprodukte in
Bakterien transformiert, so kdnnen im Falle der Antibiotika-Resistenz nur diese mit korrektem
Markergen in der Anwesenheit des Antibiotikums Kolonien bilden. Ein zweiter wichtiger
Faktor, damit Homologe Rekombination in vitro stattfinden kann, ist die Lage des DSBs.
Liegt der DSB auflerhalb der zu rekombinierenden Region, ob in einem oder in beiden
Plasmiden, so findet so gut wie keine HR statt. Liegt der DSB jedoch innerhalb des
Markergens, so kann HR gemessen werden. Durch Erzeugung von DSBs in beiden

Rekombinationspartnern wird die Rate an HR erhéht (Song et al., 1985).

Ein Konstrukt flr die Messung von SSA in zellfreien Systemen ist ebenfalls Plasmid-basiert
und wurde auch in unserem Labor entwickelt (Mansour et al., 2008). Hierbei wird die
homologe Sequenz nicht Uber ein zweites Plasmid bereitgestellt, sondern Uber zwei
homologe Bereiche von 47 bp auf demselben Plasmid, die ca. 150 bp voneinander entfernt
liegen. Wird das Plasmid mittig zwischen beiden Homologien linearisiert, kann es im
zellfreien Extrakt sowohl Gber NHEJ als auch Gber SSA wieder verbunden werden (Kasten-
Pisula et al., 2009). Auf diese Weise ist nicht nur die Effizienz der Reparatur selbst, sondern
auch die Praferenz zwischen den beiden Reparaturwegen analysierbar. Welche Faktoren die
Wahl des Reparaturweges bestimmen ist allerdings noch unklar und daher Thema der

aktuellen Forschung.

1.8. DNA-DSB-Reparatur in Extrakten aus humanen Tumoren

Durch die Untersuchung der DNA-DSB-Reparatur in zellfreien Systemen verschiedener
Zelllinien konnte gut beschrieben werden, dass die Kapazitat und Genauigkeit der Reparatur
entscheidend mit der genomischen Stabilitat in vivo zusammenhangt und damit einen
Hinweis auf das Zelliberleben nach ionisierender Strahlung oder DNA-schadigenden
Substanzen wie Chemotherapeutika geben kann. Jedoch ist der Schritt von der Erfassung
der Reparatur in gut charakterisierten Zelllinien zu bisher unbekannten, nicht
charakterisierten humanen Tumoren noch nicht getan. Es ist wenig bekannt Uber die
genauen Ablaufe der DSB-Reparatur in Tumoren. Es konnte beobachtet werden, dass die
Reparatur in Tumoren abweichend von der in normalen Zellen ablauft (Bentley et al., 2004;

Diggle et al., 2003; Shin et al., 2006). Bisher konnten die zu Grunde liegenden Mechanismen
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jedoch nicht aufgeklart werden, weil funktionelle Studien unmdbglich an Tumoren im
Menschen durchgefuhrt werden kénnen. Mit der Reparaturanalyse in zellfreien Systemen ist
es nun erstmalig mdglich, die Reparatureffizienz, -Qualitdt und die Wahl des
Reparaturweges auch an Tumorbiopsien beschreiben zu kénnen und so eventuell die
verschiedenen Tumorentitdten zu charakterisieren.

Dass die Erstellung zellfreier Extrakte aus Tumorgewebe sich fur funktionelle Analysen
eignet, wurde 2003 von Diggle et al. beschrieben. In dieser Arbeit wurden Extrakte aus
Gewebebiopsien von Hirn- und Blasen-Tumoren erstellt. Die DSB-Reparatur der Tumore
konnte zu diesem Zeitpunkt insofern charakterisiert werden, dass sie nicht ausschlieRlich
uber NHEJ ablauft. Denn durch Zugabe eines XRCC4-Antikorpers wurde nur in Extrakten
aus Normalzellen die Reparatur vollstandig inhibiert. Die Tumor-Extrakte zeigten nur eine
leichte Reduktion der Reparatureffizienz (Diggle et al., 2003). Dieses Ergebnis lieferte einen
ersten Hinweis darauf, dass die Reparatur in Tumorgeweben differiert von der in
Normalgeweben Uber klassisches XRCC4-abhangiges EJ. Diese abweichende Reparatur in
Blasen-Tumoren wurde in einer spateren Arbeit genauer betrachtet. Dort konnte beschrieben
werden, dass ein nicht-komplementarer DSB durch die Tumorextrakte nicht korrekt wieder
verschlossen werden konnte. Diese regelhafte Fehlreparatur war nicht abhangig von den
Proteinen des klassischen NHEJ Ku70, DNA-PK oder XRCC4. Und obwohl mit niedrigen
Magnesium-Konzentrationen gearbeitet wurde, die eine Reparatur tber das Liglll-abhangige
Backup-NHEJ verhindern, wurde trotz zusatzlicher Inhibition der DNA-PK weiterhin
Reparatur gemessen (Bentley et al., 2004). Diese Ergebnisse legen nahe, dass die Extrakte
der Tumore noch weitere Reparaturmaoglichkeiten neben dem klassischen und Backup-NHEJ

zur Reparatur nutzen.

Wenn die Wahl des Reparaturweges, die Effizienz der Reparatur und ihre Genauigkeit
bekannt sind, konnte die Wirksamkeit der Tumortherapie etwa durch Strahlen- oder
Chemotherapie auf der Basis dieser Kenntnis gesteigert werden. Das Ziel ist es, den Tumor
so selektiv wie mdglich abzutéten und gleichzeitig das gesunde Gewebe zu schonen. Im
Gegensatz zum gesunden Normalgewebe nutzen Tumore haufig einen fehlerhaften, von der
klassischen DSB-Reparatur abweichenden Reparaturweg. Steht also kein klassisches NHEJ
oder die homologe Rekombination zur Verfigung, kann dem Tumor systematisch auch die
letzte Mdglichkeit zur Reparatur seiner DSBs genommen werden, indem spezifisch die flr
den verbleibenden Reparaturweg notwendigen Proteine inhibiert werden. Auf diese Weise
wirden sich die durch die Strahlentherapie hervorgerufenen DSBs hauptsachlich auf den
Tumor letal auswirken, wahrend das Normalgewebe weiterhin die klassischen
Reparaturwege nutzen kdnnte. Dariber hinaus kénnten die therapeutischen Strahlendosen

individuell angepasst werden, wenn bereits vorher bekannt ist, ob es sich um einen Tumor
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handelt, der eher effizient oder nur schlecht DSBs reparieren kann. Die verschiedenen
Reparaturwege in zellfreien Systemen von humanen Tumoren aufzuklaren, bietet also eine

grofRe Chance fir die zuklinftige Tumor-Therapie.

1.9. Zielsetzung

Das Ziel dieser Arbeit war es, einen funktionellen in vitro Assay zu entwickeln, mit dem
wichtige Parameter der DNA-DSB-Reparatur in humanen Zellen gemessen werden kénnen.
Dabei sollten sowohl die Quantitat, die Qualitat als auch die Wahl des Reparaturweges in
humanen Tumor-Zellen des Kopf-/Hals-Bereiches untersucht werden. Auflierdem sollte
geklart werden, ob diese Tumorzellen inadaquate Reparaturwege wie alternatives EJ und
SSA haufiger als normale Zellen gebrauchen. Die erlangten Daten sollten mit den
Strahlenantworten, die in vivo gemessen wurden, verglichen werden, um die Frage zu
beantworten, ob die in vitro DSB-Reparatur in der Lage ist, die zellulare Strahlenantwort

wiederzugeben.
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2. Materialien und Methoden

2.1. Materialien

Alle verwendeten Materialien sind im Anhang aufgelistet und beschrieben.

2.2. Methoden

2.2.1. Zellkultur

In dieser Arbeit wurden verschiedene humane Tumorzelllinien verwendet. MO59J und
MO59K sind Glioblastom-Zelllinien, bei denen MO59J einen Defekt im DNA-PKcs-Gen
besitzt. 180BR ist eine Fibroblasten-Zelllinie aus einem Patienten mit lymphoblastischer
Leukamie, die einen Defekt in LiglV-Gen aufweist. HeLa stammt aus einem Zervix-Karzinom,
A549 ist eine Epithelzelllinie aus einem Lungenkarzinom und MCF7 ist eine Adenokarzinom-
Zelllinie aus der Brust. Bei den Zelllinien SAS, Cal33, UTSCC8, UTSCC14, UTSCCS5,
XF354, SKX und FaDu handelt es sich um Plattenepithelkarzinom-Zelllinien aus dem Kopf-
/Halsbereich (Abb. 5). Auflerdem wurden die Hamster-Zelllinien CHO-K1 und xrs5 (Ku80-
defizient) verwendet. Alle Zellkulturarbeiten wurden in einer sterilen Sicherheitswerkbank der
Klasse 2 durchgefiihrt. Das Zellwachstum wurde unter einem inversen Phasenkontrast-
Mikroskop kontrolliert.

Die in dieser Arbeit verwendeten humanen Zelllinien wurden in DMEM-Medium mit einem
Zusatz von 10 % FCS bei 10 % CO, und 37 °C kultiviert. Nager-Zelllinien wurden in alpha-
Medium unter Zusatz von 10 % FCS bei 5 % CO, und 37 °C kultiviert. Zum Passagieren oder
Ernten der Zellen wurde zunachst das Medium abgesaugt und die adharent wachsenden
Zellen mit vorgewarmtem PBS gewaschen. Nach Absaugen des PBS wurden die Zellen
unter Zugabe von 0,05 % Trypsin/0,02 % EDTA bei 37 °C solange inkubiert, bis sie sich von
der Wachstumsoberflache der Zellkulturflasche abgelést hatten. Zur Inaktivierung des
Trypsins wurden die abgeldsten Zellen mit FCS-haltigem Medium aufgenommen. Zur
Weiterkultivierung der Zellen wurde die Zellzahl mit Hilfe eines automatischen Zellzihlers
bestimmt und eine definierte Menge an Zellen in frischem Medium ausgesat. Zur Ernte der
Zellen wurde die Zellsuspension bei 1200 rpm flr 5 min zentrifugiert und die Zellen pelletiert.
Die geernteten Zellen wurden entweder sofort weiterverwendet oder in flissigem Stickstoff
gelagert. Dazu wurde das Zellpellet in 1 ml FCS/10 % DMSO aufgenommen, in ein Kryo-
Gefald Gberfuhrt und Gber Nacht in einer Einfrierbox mit Isopropanol bei -80 °C eingefroren,

um es am nachsten Tag in fliissigem Stickstoff zu lagern.
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Bezeichnung Ursprung Praparat
SAS Zunge Primartumor
Cal33 Zunge Primartumor
UTSCCS8 Larynx Metastase
UTSCC14 Zunge Primartumor
UTSCC5 Zunge Metastase
XF354 Mundboden LK-Metastase
SKX Mundboden Primartumor
FaDu Hypopharynx Primartumor

Abbildung 5: Ursprung der verwendeten Kopf-/Hals-Tumorzellen.

Die Zelllinien wurden aus Plattenepithelkarzinomzellen menschlicher Primartumoren oder Metastasen
des Kopf- und Halsbereiches gewonnen. Sie wurden Uber eine Explantatkultur der Biopsien generiert
(Goéckschu, 2010).

2.2.2. Zellfreie Extrakte

Far die in vitro EJ-Experimente wurden Gesamtzellextrakte, sogenannte zellfreie Extrakte
(cell-free extract, CFE), auf der Grundlage von friiheren Arbeiten (Diggle et al., 2003; Pfeiffer
et al., 2005; Pfeiffer et al., 1988) hergestellt, weiterentwickelt und optimiert.

Dazu wurden von den verwendeten Zelllinien jeweils ~1x10® Zellen in T125er Kulturflaschen
herangezogen. In einem exponentiell wachsenden Stadium wurden die Zellen zunachst mit
PBS gesplilt, dann mit Trypsin abgeldst und in FCS-haltigem Medium aufgenommen. Nach
Zentrifugieren der Zellen bei 900 rpm wurden sie zweimal in eiskaltem PBS gewaschen.
AbschlieRend wurden sie bei 900 rpm zentrifugiert, um das gepackte Zellvolumen (packed
cell volume = PCV) zu bestimmen. Es lag abhangig vom Zelltyp bei 0,5 — 1,0 ml. Die Zellen
wurden auf Eis in 4 x PCV hypotonischem Puffer resuspendiert und solange auf Eis
inkubiert, bis sie begannen aufzuquellen und zu platzen (Abb. 6). Alle 10 min wurde der
Verlauf des Aufquellens der Zellen unter einem Phasenkontrast-Mikroskop kontrolliert. Die
Extraktion wurde fortgesetzt, sobald ca. 80 - 90 % der Zellkerne vom Zytoplasma befreit und
intakt vorlagen. Nach Zugabe von 4 x PCV Hochsalz-Puffer und 80 % des PCV gesattigter

Ammoniumsulfat-L6sung wurde das Lysat (an dieser Stelle zw. 4,9 und 10 ml) fir 30 min bei
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4 °C langsam gerthrt. Zur Entfernung von unldslichem Material und genomischer DNA
wurde das nun sehr viskose Lysat fur eine Stunde bei 40.000 rpm (ca. 21.000 x g) bei 2 °C
ultrazentrifugiert. Der geklarte Uberstand wurde abgenommen und die Proteine darin durch
eine Ammoniumsulfat-Fallung prazipitiert. Dazu wurden pro 1 ml Uberstand 0,33 g fein
gemahlenes Ammoniumsulfat langsam unter Riihren in den Uberstand gegeben und fir
mehr als 1 h bei 4 °C geruhrt. Die durch den hohen Salzeintrag prazipitierten Proteine
wurden durch Zentrifugation bei 13.500 rpm pelletiert und ohne Schaumbildung in 250 —
450 pl Dialysepuffer aufgenommen. Es folgte eine Dialyse im Dialyseschlauch gegen 1 |
Dialysepuffer Uber Nacht bei 4 °C mit einmaligem Pufferwechsel nach 1 h. Am nachsten Tag
wurde die Proteinkonzentration der Extrakte mit Hilfe des BCA-Assays photometrisch
bestimmt. Sie lag typischerweise zwischen 4 und 8 ug/ul. Die Extrakte wurden in 50 pl

Aliquots aufgeteilt und bis zum Gebrauch in flissigem Stickstoff gelagert.

2.2.3. End-Joining-Substrat

Als Substrat flr das in vitro EJ dienten die Plasmide pEJ und pEJSSA. Sie lieferten den
DSB, indem sie mit den Restriktionsendonukleasen HindlIl und Pstl linearisiert wurden (Abb.
7). Fur die praparativen Restriktionsansatze wurden in einem Gesamtvolumen von 20 ul zu
1 ug Plasmid-DNA je 1 ul Restriktionsenzym, 2 pl Puffer gegeben und mit didest. H,O auf
20 pl aufgefillt. Nach einer Inkubation von 1 h bei 37 °C wurden die Ansatze Uber
Agarosegelelektrophorese in die linearisierte und die ungeschnittene Plasmid-Form
aufgetrennt. Die linearisierten Plasmide wurden aus dem Gel ausgeschnitten und Uber ein
Gel-Extraktions-Kit nach Herstellerangaben aufgereinigt. Auf diese Weise wurden durch den
doppelten Verdau vollstandig linearisierte Plasmide gewonnen, die nicht-kohasive Enden mit

5'- und 3’-Uberhangen aufweisen.

2.2.4. In vitro End-Joining-Reaktion

Fir eine in vitro EJ-Reaktion wurde das benétigte Volumen (ein Aliquot = 50 pl) an zellfreiem
Extrakt auf Eis aufgetaut. Der stets frisch angesetzte MOPSO-Puffer wurde im Kihlraum in
eine Petrischale gegeben und auf dessen Oberflache eine Microdialysefilter-Scheibe
aufgelegt. Auf diesen schwimmenden Filter wurden die 50 ul aufgetautes CFE in einem
Tropfen aufpipettiert und 30 min bei 4 °C dialysiert, um das Extrakt fir die Reaktion
umzupuffern. Nach der Dialyse wurde die Proteinkonzentration der Extrakte erneut mit Hilfe

des BCA-Assays photometrisch gemessen, um Konzentrationsanderungen durch die Dialyse
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Abbildung 6: Herstellung zellfreier Extrakte in der Ubersicht.

Ca. 1 x 10® Zellen wurden in T125er Kulturflaschen herangezogen, in exponentiell wachsendem
Stadium geerntet und unter Zugabe von hypotonischem Puffer solange lysiert, bis ca. 80 - 90 % der
Zellkerne vom Zytoplasma befreit und intakt vorlagen. Erst dann folgte durch die Zugabe von Hochsalz-
Puffer die Kern-Lyse. Zur Entfernung von unléslichem Material und genomischer DNA wurde das Lysat
ultrazentrifugiert. Aus dem geklarten Uberstand wurden die Proteine durch Ammoniumsulfat-Féllung
prazipitiert und abzentrifugiert. Die ausgefallten Proteine wurden in Dialysepuffer aufgenommen und zur
Renaturierung und Entsalzung gegen Dialysepuffer Uber Nacht bei 4 °C dialysiert. Die fertigen zellfreien

Extrakte wurden auf ihren Proteingehalt geprift und bis zum weiteren Gebrauch in flissigem Stickstoff
gelagert.

zu bestimmen. 50 ng des linearisierten Plasmid-Substrats wurden flir 6 h bei 25 °C in einem
Gesamtvolumen von 20 uyl zusammen mit 65 pg des extrahierten Proteins und 2 pl LNB-
Puffer inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 20 ul TE-Stopp/SDS-Lésung und

Inkubation fir 10 min bei 65 °C gestoppt. Bis zur weiteren Analyse wurde die Probe bei -
20 °C gelagert.
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Abbildung 7: Plasmid-Substrate fiir das in vitro End-Joining.

Die Plasmide mit einer GroRe von 4900 bp wurden mit den Restriktionsenzymen Hindlll und Pstl
linearisiert. Auf diese Weise wurden nicht-kohdsive DNA-Enden mit aneinander anstoRenden,
einzelstrangingen 5°-/3"-Uberhangen erzeugt. (A) Plasmid ,pEJ“ zur Analyse von NHEJ. (B) Plasmid
LPEJSSA* mit zwei homologen Sequenzen SSA1 und SSA2 von 50 bp, die die Restriktionsschnittstellen
flankieren. Mit diesem Plasmid ist die Analyse von NHEJ und SSA mdglich.
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2.2.5. Transformationsassay

In der vorliegenden Arbeit wurde herausgefunden, dass vor allem die Reparatur zu
zirkularen Plasmid-Monomeren von Bedeutung ist und weniger die zu linearisierten
Multimeren. Es wurde deshalb eine Methode entwickelt, um spezifisch diese zirkularen
Produkte der EJ-Reaktion quantifizieren zu kénnen. Dazu wurde die Reparatur-Reaktion wie
beschrieben durchgefiihrt. AnschlieRend wurden 4 ul der Reaktion, die 5 ng des Plasmid-
Substrats enthalten, auf eine auf destilliertem Wasser schwimmende Microdialyse-Membran
pipettiert und 30 min dialysiert. Dieser Schritt diente der Entfernung von Substanzen wie
Salzen und SDS aus der Lésung, die die anschlieliende Elektroporation stéren wirden.
Durch die Dialyse nahm das Volumen des Ansatzes um etwa das 6fache zu, da Wasser
durch den Dialyse-Filter einstromte und den Ansatz verdiinnte. Das gesamte Volumen (ca.
25 ul) wurde mittels Elektroporation bei 1,8 kV in E. coli transformiert. Der dialysierte
Reaktionsansatz enthielt 5 ng DNA-Substrat, welches in verschiedenen Anteilen durch
Einwirkung des CFE zu Monomeren und Multimeren verknlpft wurde. Zwar wurden alle
diese Produkte in die Elektroporation einbezogen, jedoch resultieren lineare Plasmide im
Bakterium nicht in Koloniebildung. Die Bakterien an sich sind nicht in der Lage DNA-DSB zu
verbinden, da sie keine Rekombinase-Aktivitat besitzen (recA1”). Das bedeutet, dass nur
zuvor von den Extrakten zirkularisierte Plasmid-DNA [closed circle (cc) oder open circle (oc)]
im Bakterium repliziert werden kann und durch Expression der Selektionsmarker auf
Selektionsmedium zur Bildung von Kolonien fiihren kann. Nach einer Inkubationszeit von 1 h
in LB-Medium ohne Antibiotikum unter Schiutteln bei 37 °C wurden die Bakterien auf LB-
Agarplatten mit dem Antibiotikum Kanamycin ausgestrichen und Uber Nacht bei 37 °C
inkubiert. Am Folgetag wurde die Anzahl der Bakterienkolonien automatisch mittels

Koloniezahler bestimmt.

2.2.6. Kolonie-PCR

Um neben der Gesamteffizienz der Reparatur auch eine Aussage Uber die Qualitat der
Reparatur und die Wahl des Reparaturweges treffen zu kdénnen, wurden PCRs zur
Charakterisierung der Reparaturstellen direkt von bakteriellen Einzelkolonien mit den
Primern P1 und P2 durchgeflihrt. Der PCR-Ansatz setzte sich zusammen aus 12,5 pl 2x
PeqGold Master-MixY, 1 upl Primer P1, 1 yl Primer P2 und 10,5 ul dest. Wasser. Mit Hilfe
einer Pipettenspitze wurde jeweils eine einzelne Bakterienkolonie ,gepickt* und im PCR-
Puffer mit dem Gesamtvolumen von 25 ul suspendiert. Die PCR-Bedingungen umfassten

einen Denaturierungsschritt bei 96 °C fir 2 min und eine Amplifikation Gber 35 Zyklen mit

23



Materialien und Methoden

Denaturierung bei 96 °C flr 20 s, Annealing bei 68 °C fir 20 s und Elongation bei 72 °C fir
80 s. Beendet wurde die PCR von einer Abschluss-Elongation bei 72 °C fir 7 min. Die
Analyse der PCR-Produkte erfolgte Uber Agarosegelelektrophorese. Zu 5 yl PCR-Produkt
wurde 1 pl DNA-Auftragspuffer gegeben und die Mischung in einem 1 %igen Agarosegel mit
0,5 pg/ml Ethidiumbromid bei 120 V fur 45 min getrennt. Die Signale der Produktbanden
wurden mit Hilfe des ,BioDoc II“-Gel-Dokumentationssystems (Biometra) aufgenommen. Zur
genaueren Analyse der Reparaturstellen wurden die PCR-Produkte aufgereinigt und
sequenziert. Dazu wurde zu 2,5 yl PCR-Produkt 1 pl ExoSAP-It gegeben, fir 15 min bei
37 °C und fur 15 min bei 80 °C inkubiert. Die auf diese Weise gereinigten PCR-Proben

wurden zur externen Sequenzierung an die Firma GATC Biotech geschickt.

2.2.7. Subklonierung

Bei CFE, die eine sehr schlechte Reparatureffizienz aufwiesen, flhrte die Transformation der
Reparaturprodukte zu keinen oder zu wenigen Bakterienkolonien. Um in diesen Fallen
trotzdem eine Aussage Uber die Reparaturqualitat treffen zu kdnnen, wurden die Produkte (in
dem Fall vornehmlich lineare Di- und Multimere) subkloniert. Dazu wurde zunachst die DNA
aus den EJ-Reaktionen unter Verwendung des ,DNeasy Blood & Tissue Extraction®-Kits
extrahiert. Die extrahierte DNA wurde in einer PCR wie oben beschrieben eingesetzt und die
PCR-Produkte gereinigt. Diese wurden mit Hilfe des ,Topo-TA-Cloning“-Kits nach
Herstellerangaben in  den Klonierungsvektor eingefigt. Das Prinzip dieses
Klonierungsverfahrens beruht darauf, dass sich an den Phosphat-Enden eines linearisierten
Topo-TA-Vektors ein (Uberhangendes 3°-Desoxythymidine befindet, das jeweils ein
Topoisomerasel-Molekul gebunden tragt (durch den Hersteller synthetisiert). Mit diesem
Thymidin paart ein Adenin-Rest, der durch die TAQ-Polymerase zusatzlich ungepaart an das
3’-Ende der PCR-Produkte angehangt wurde (eine wohlbekannte biochemische Eigenschaft
der TAQ, aber nicht anderer Polymerasen). Die gebundene Topoisomerase | ist nun in der
Lage, den noch offenen Einzelstrangbruch zu ligieren und anschlie®end von der DNA zu
dissoziieren. Nun liegt das anfangliche Gemisch aus PCR-Produkten, die alle einzelne
Reparaturereignisse darstellen, einligiert in einem aquivalenten Gemisch aus zirkularen
Vektoren vor, das wiederum in elektrokompetente Bakterien transformiert und dort als
Einzelkolonien amplifiziert wurde. Die anschlieRende Analyse erfolgte durch die Kolonie-

PCR wie oben beschrieben.
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2.2.8. Southern-Blot

Die Visualisierung der Produkte der EJ-Reaktionen war allein Gber Anfarbung des Gels mit
Ethidiumbromid oder einem anderen DNA-Farbstoff nicht méglich (Sybr-Gold, GelRed und
GelStar wurden getestet). Da es sich um DNA-Mengen von 5 ng handelt, die Uber das
Agarosegel aufgetrennt werden, ist nur die Analyse Uber das Southern-Blotting sensitiv
genug, um die einzelnen Reparaturprodukte sichtbar zu machen. Die Detektion erfolgte
nicht-radioaktiv durch Hybridisierung der Produkte mit DNA-Proben, die zuvor mit
thermostabiler alkalischer Phosphatase markiert wurden.

4 ul der EJ-Reaktionen wurden mit 4 ul Proteinase-Laufpuffer (50 pl Proteinase K (20 mg/ml)
und 112,5 ul Ladepuffer auf 200 ul mit didest. H,O aufgefillt) vermischt, 30 min bei 37 °C
und 15 min bei 65 °C inkubiert, um vorhandene Proteine zu degradieren und anschlieRend
die Proteinase zu inaktivieren. Die Proben wurden auf ein 0,7 %iges Agarose-Gel mit 1 pg/ml
Ethidiumbromid aufgetragen und in TAE-Puffer mit 1 pg/ml Ethidiumbromid bei 120 V Uber
3 h aufgetrennt. Nach der Elektrophorese wurde das Gel fir 15 min bei Raumtemperatur in
0,2 M HCI geschwenkt, um durch die Saurebehandlung eine Depurinierung der DNA zu
erzielen. Es folgte eine 30 min Inkubation des Gels in alkalischem TS-Puffer. Durch diese
Behandlung bricht die DNA an den zuvor depurinierten Stellen. Im Folgenden denaturiert die
DNA im alkalischen Transferpuffer und kann als kleine einzelstrangige Fragmente wesentlich
effizienter auf die Nylon-Membran transferiert werden als die hochmolekularen Plasmide
voller Lange (Abb. 8).

Far den Southern-Blot wurde auf der mit TS-Puffer getrankten, porésen Platte des Vakuum-
Blotters der Transfer-Aufbau luftblasenfrei zusammengesetzt. Als Erstes wurde die ,Hybond-
N+“-Nylon-Membran aufgelegt, darauf eine abdichtende Kunststoff-Folie und darauf das
Agarosegel. Der Blot wurde mit TS-Puffer tberschichtet und auf Dichtigkeit Gberpruft. Der
Vakuumtransfer wurde bei 5 bis 7 inch Hg (entspricht 0,17 — 0,24 bar Unterdruck) flr 30 min
durchgefiihrt. Nach dem Transfer wurde die Membran 15 min in TN-Puffer geschwenkt und
dann fir wenigstens eine Stunde zwischen Filterpapier bei 37 °C getrocknet, um die DNA auf

der Membran zu fixieren.
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Abbildung 8: Effekt der HCI-Behandlung des Agarosegels auf die Transferqualitit im Southern-
Blot.

(A) Auftrennung von unbehandeltem Plasmid im Agarosegel. Das Plasmid pEJSSA wurde aus E. coli
isoliert und ohne weitere Behandlung in einem 1 %igen Agarosegel je nach der unterschiedlichen
Plasmidkonformation - linear, zirkuldr oder supercoiled - aufgetrennt. Die rechte Halfte des Gels wurde
nach der Gelelektrophorese fiir 15 min in 0,2 M HCI geschwenkt, die linke Halfte blieb unbehandelt.
(B) Die HCI-Behandlung des Agarosegels bewirkt einen besseren Transfer wahrend des Vakuum-
Blottings und dadurch eine bessere Detektion der Plasmidformen im Gegensatz zum unbehandelten
Agarosegel. Es wurden Plasmidmengen von 0,5 ng bis 50 ng aufgetragen. Die Banden stellen
unterschiedliche Plasmidformen dar, wie sie nach einer Praparation aus Bakterien nattrlich vorkommen.

2.2.9. Southern-Blot: Markierung und Detektion

Zur Markierung der DNA auf der Membran wurde das ,Gene Images AlkPhos Direct
Labelling and Detection System*“ von GE Healthcare verwendet. Es dient der Markierung von
DNA-Proben mit thermostabiler alkalischer Phosphatase.

Die Membran wurde in Prahybridisierungspuffer 1 h bei 55 °C in einem Hybridisierungsofen
unter Schwenken blockiert. In dieser Zeit wurde das Labelling vorbereitet. Dazu wurden

500 ng zirkulares Plasmid im Reaktionsgefald fir 5 min in kochendem Wasser denaturiert
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und sofort 5 min auf Eis abgeklhlt. Nach Zugabe von 50 ul Reaktionspuffer, 10 yl Labelling-
Reagenz und 50 ul Vernetzer-Lésung wurde die Probe 30 min im Warmeblock bei 37 °C
gehalten. Die nun markierte DNA wurde sofort zur Membran in den Prahybridisierungspuffer
gegeben und Uber Nacht bei 55 °C hybridisiert.

Am folgenden Tag wurde Waschpuffer 1 frisch angesetzt und auf 55 °C vorgewarmt. In
diesem wurde die Membran fur 2 x 15 min bei 55 °C gewaschen. Ein weiterer Waschschritt
folgte in Waschpuffer 2 bei Raumtemperatur fir 2 x 5 min.

Fir die Entwicklung des Chemilumineszenz-Signals wurde die Blot-Membran auf einen
ebenen Untergrund gelegt, ohne sie austrocknen zu lassen. Das Substrat fur die alkalische
Phosphatase, Dioxetan, wurde in Form der Detektions-Reagenzlésung auf die Blot-Membran
gegeben und nach 3 min wieder abgenommen. Die Membran wurde in Kunststofffolie
eingelegt, Uberschiissiges Substrat ausgestrichen, eingeschweilt und in eine Blot-
Entwicklungskassette eingelegt. In der Dunkelkammer wurde ein Film aufgelegt, fir 20 —
60 min belichtet und entwickelt. Die Quantifizierung der Produktbanden erfolgte mit dem

Programm Un-Scan-ItGel.

2.2.10. Zelliberleben

Zur Bestimmung der Empfindlichkeit der Zellen gegenuber ionisierender Strahlung wurden
Kolonietests durchgefiihrt. Dazu wurden die Zellen in einem Zustand von ca. 90 % Konfluenz
mit 0, 3 und 6 Gy in einer Rontgenanlage bestrahlt. Nach 14 h Inkubation bei 37 °C wurden
die Zellen trypsiniert und in definierten Zellzahlen in frischem Medium ausgelegt. Nach 14
Tagen Inkubation bei 37 °C wurden die Kulturen mit Ethanol fixiert und mit Kristallviolett
angefarbt. Kolonien, die mehr als 50 Zellen aufwiesen, wurden als Uberlebende Kolonien
ausgewertet. Der Anteil Uberlebender Zellen (Surviving Fraction, SF) von bestrahlten Zellen

wurde auf die Anwachsrate (Plating Efficiency, PE) der unbestrahlten Kontrollen normiert.

2.2.11. Doppelstrangbriiche

Zur Untersuchung von DNA-Doppelstrangbrtchen in vivo wurde die Bildung von yH2AX-Foci
untersucht. In der Nachbarschaft von DNA-Doppelstrangbriichen wird die Histon-Variante
H2AX, die je nach Zelllinie einen Anteil von 5 — 25 % am H2A ausmacht, phosphoryliert.
Diese Phosphorylierungen erstrecken sich flankierend Gber einen Bereich von bis zu einem
Megabasenpaar und fihren so nach Anfarbung mit einem fluoreszierenden Antikorper zu

lichtmikroskopisch sichtbaren Foci. Jeder Fokus entspricht exakt einem DSB.
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Konfluente Zellkulturen wurden bestrahlt und fiir 24 h bei 37 °C inkubiert, um den Zellen die
Moglichkeit zu geben, die erzeugten DSBs zu reparieren. Nach dieser Inkubationszeit
wurden die Zellen trypsiniert und durch Zytospin (75.000 Zellen pro Spot; 200 rpm, 2 min)
auf Objekttrager zentrifugiert. Die Zellen wurden mit Formaldehyd fur 15 min fixiert. Nach der
Permeabilisierung der Zellmembranen mit Triton-X-100 (0,01 % in PBS v/v) wurde mit BSA
(1 % in PBS) fur 30 min inkubiert, um unspezifische Reaktionen zu blockieren. Der
Primarantikérper (Upstate; Anti-phospho-Histone H2AX, clone JBW301; 1:1000 in 1 %
BSA/PBS) wurde fir 1 h bei RT gegeben. Nach 3 x 10 min Waschen mit Waschpuffer folgte
der sekundare Fluoreszenz-Antikdrper ALEXA 594 fiir 30 min (Molecular Probes; 1:400). Die
Zellkerne wurden zusatzlich mit DAPI (Bohringer; 25 pg/ml) fir 10 min angefarbt. Die yH2AX-
Foci wurden mit Hilfe eines Zeiss Fluoreszenz-Mikroskops mit rotem Fluoreszenz-Signal
(Filter 15, Anregung 546 nm, Emission 590 nm) und 630facher VergréRerung ausgezahlt. Es
wurden nur Zellen ausgewertet, die den morphologischen Kiriterien intakter Kerne
entsprachen (gepruft mit DAPI-Farbung unter Filter 2, Anregung 365 nm, Emission 420 nm).
Fir die Auswertung wurden 200 Kerne von jeder Bestrahlungsdosis zufallig ausgewahlt und
die Anzahl der Foci pro Kern erfasst. Koloniebildung und yH2AX-Foci wurden in enger

Kooperation mit Dr. U. Kasten-Pisula und Mitarbeitern durchgefuhrt.
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3. Resultate

3.1. Etablierung des in vitro Reparatur-Systems

In dieser Arbeit wurde die Methode der in vitro DNA-Doppelstrangbruch-Reparatur
angewendet und weiterentwickelt in Anlehnung an Arbeiten von P. Pfeiffer (Pfeiffer et al.,
2005; Pfeiffer et al., 1988). Um Unterschiede in End-Joining-Kapazitaten messen zu kénnen,
muss die Methode soweit wie moglich optimiert sein. Es missen durchfiihrungs-bedingte
Schwankungen bei dieser anspruchsvollen Methode weitestgehend ausgeschlossen werden.
Bereits bei der Herstellung der CFEs wurde auf grofite Sorgfalt geachtet. Da die CFEs in
einem funktionellen Assay verwendet werden, missen die Proteine im Extrakt aktiv bleiben

und deswegen wahrend des gesamten Prozesses gekuhlt und schonend behandelt werden.

3.1.1. Reaktionsbedingungen: Temperatur und Zeit

Wichtige Optimierungen betreffen die Reaktionsbedingungen. Wie in anderen Arbeiten
beschrieben (North et al., 1990; Pastwa et al., 2001), hangt die Effizienz des in vitro End-
Joinings (EJ) stark von der Reaktionstemperatur ab. Um den Unterschied der EJ-Effizienz
zwischen physiologischer Temperatur von Saugetieren und niedrigeren
Reaktionstemperaturen zu testen, wurde die Reaktion bei 37 °C und 25 °C durchgefihrt
(Abb. 9). Dazu wurde das linearisierte Plasmid-Substrat zusammen mit ATP und dNTPs in
den CFE gegeben und fiir Zeitintervalle von 1 h bis 6 h bei 25 °C und bei 37 °C inkubiert. Die
Reparaturprodukte der einzelnen Proben wurden anschlieRend im Agarosegel ihrer Grole
nach aufgetrennt. Zur Kontrolle wurde unverdautes und linearisiertes Plasmid-Substrat auf
das Gel aufgetragen, um die Positionen des ,closed circle*-Plasmides (cc), des ,open circle“-
Plasmides (oc) und des linearisierten Substrat-Inputs zu markieren. Zur Detektion der
verschiedenen Produkte wurde ein Southern-Blot von dem Agarosegel erstellt. Die Produkte
wurden mit Sonden markiert, die mit alkalischer Phosphatase konjugiert waren. Die
Chemilumineszenzsignale der Produkte wurden durch Belichtung eines Rdntgenfiims
detektiert und die Intensitdt der Banden mit Hilfe des Programms ,Un-Scan-lt Gel”
quantifiziert. Die relative gesamte EJ-Effizienz in Prozent wurde durch den Quotienten aus
den Produkt-Signalen und dem Gesamtsignal (Produkte + Substrat-Input) jeder einzelnen
Spur errechnet. Es wurden die Signale aller EJ-Produkte quantifiziert und als relative EJ-
Effizienz ausgedrickt (Abb. 9 und 10). Die Reaktion verlief bei 25 °C deutlich effizienter
(53 %) gegenuber 37 °C (42 %), daflr insgesamt aber auch langsamer, was den generellen
Regeln der Enzymaktivitat entspricht. Bei dem CFE handelt es sich um ein
Gesamtzellextrakt, in dem nicht nur Proteine enthalten sind, die fur eine DSB-Verknupfung
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notwendig sind, sondern prinzipiell alle Bestandteile des Zellproteoms, darunter auch
Enzyme wie Nukleasen. Bei 37 °C Ubersteigt die nukleolytische Aktivitdt die der

Endverknipfung und DNA wird schneller degradiert als repariert (Pastwa et al., 2001).

25°C 37°C Reaktionstemp.
Kontrolle 1 2 3 4 5 6|1 2 3 4 5 6 |[Reaktionszeit, h
:|~multimer

— dimer
~ zirkular, oc

— linear

— zirkular, cc

unb. | linear (33 41 42 51 53 49|31 36 31 35 36 42 | % End-Joining

Abbildung 9: Die End-Joining-Effizienz ist bei 25 °C hoher als bei 37 °C.

Der Southern-Blot zeigt die Zeitkinetik einer End-Joining-Reaktion von 1 — 6 h im CFE aus Hela bei 25 °C
und 37 °C. Zur Kontrolle wurde unverdautes und linearisiertes Plasmid-Substrat aufgetragen, um die
Position des ,closed circle“-Plasmides (cc), des ,open circle“-Plasmides (oc) und des linearisierten
Substrates zu markieren. Die relative End-Joining-Effizienz in Prozent ergibt sich aus dem Quotienten des
Produkt-Signals und dem Gesamtsignal (Produkte + Input) einer Spur.

Der Unterschied zwischen den Reaktionstemperaturen zeigt sich neben der Gesamteffizienz
in der Art der gebildeten Produkte. Bei 37 °C sind lineare Dimere das Hauptprodukt (max.
29,2 %). Die zirkulare Plasmid-Form bildet nur einen geringen Anteil der Produkte mit max.
4,8 % (Abb. 10 B). Im Gegensatz dazu werden bei 25 °C weniger Dimere (max. 24,6 %) aber
mehr zirkulare Produkte mit max. 18,0 % gebildet (Abb. 10 A). Zudem wird deutlich, dass
Dimere unter beiden Bedingungen bereits in der ersten Stunde, zirkulare und multimere
Produkte dagegen deutlich langsamer gebildet werden. Da zirkuldre Produkte
charakteristisch fur hocheffizientes und genaues NHEJ im Wildtyp sind (Kuhfittig-Kulle et al.,
2007), ist die bessere Produktqualitat bei einer Reaktionstemperatur von 25 °C zu erzielen,

die fortan fiir die Reparatur-Reaktionen verwendet wird.
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Abbildung 10: Die Bildung zirkularer Produkte ist effizienter bei 25 °C.

Quantifizierung der End-Joining-Produkte nach 1 — 6 h bei 25 °C (A) und 37 °C (B) im CFE aus Hela.
Dargestellt ist der Verlauf der gesamten Produktmenge und der Menge an Dimeren, zirkuldren Plasmiden
(oc), Trimeren und Tetrameren.

An der Kinetik der Reaktionen ist zu erkennen, dass nach einer Inkubationszeit von 4 h bei
25 °C keine wesentliche Steigerung der Produktmenge mehr erreicht wurde, dass also unter
den Versuchsbedingungen kein weiteres EJ mehr stattfinden konnte. Nach der
Beobachtung, dass die in vitro Reparatur bereits nach wenigen Stunden ihr Maximum

erreicht hat, wurde gepruft, wie schnell erste Produkte gebildet werden. Dazu wurden
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kirzere Reaktionszeiten ab 1 min ausgewahlt. Wie in Abb. 11 zu sehen ist, erschienen erste
Produkte bereits nach einer Minute, was zeigt, dass die Verknipfung von DNA-Enden eine
extrem schnelle Reaktion ist. Wiederum werden so rasch ausschlief3lich Dimere gebildet,

wahrend alle anderen Produkte erst im Verlauf von Stunden auftreten.

0 1 5 15 30 60 120 | Reaktionszeit, min
e multimer
-— dimer

0 23 24 25 25 30 45 | % End-Joining

Abbildung 11: Die Verkniipfung von DNA-Enden in vitro ist eine sehr schnelle Reaktion und findet
bereits nach wenigen Minuten statt.

Der Southern-Blot zeigt die End-Joining-Effizienz eines CFE aus MCF7 nach kurzen Reaktionszeiten bei
25 °C. Die relative End-Joining-Effizienz in Prozent ergibt sich aus dem Quotienten des Produkt-Signals
und dem Gesamtsignal einer Spur.

In dieser Arbeit soll Uberprift werden, ob mithilfe von zellfreien Extrakten Unterschiede in
Reparaturkapazitaten verschiedener Zellen ermittelt werden kénnen. Dabei sollen zunachst
alle moglichen Reparaturwege erfasst werden und nicht durch die Reaktionsbedingungen
eine Selektion auf einzelne Reparaturwege erfolgen. Das klassische NHEJ ist eine sehr
schnelle Reaktion, wie hier bereits gezeigt wurde. Dagegen sind alternative Reparaturwege
wie das Backup-NHEJ in vivo eher langsame Mechanismen (Mansour et al., 2008), die aber
insbesondere bei 25 °C fiir die spate Zunahme von Reaktionsprodukten verantwortlich sein
kénnten. Um auch diese Wege zu erfassen, wurde fur die Standard-EJ-Reaktion eine
Reaktionszeit von 6 h ausgewahlt. Damit ist es mdglich, eine Aussage Uber die gesamte
Reparaturkapazitat zu treffen. AuRerdem kann so durch eine anschlieende Analyse der

Produkte die ganze Bandbreite der Reparaturgenauigkeit erfasst werden.

3.1.2. Reaktionsbedingungen: Verhaltnis von DNA- zu Protein-Menge

Far die Qualitat der Reparatur ist das Verhaltnis von Proteinmenge zu eingegebener DNA-

Substrat-Menge ausschlaggebend. Bei einem Verhaltnis, in dem die Menge des Proteins
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ausreichend oder Gberwiegend ist, sind die freien DNA-Enden unverztglich mit den im CFE
vorhandenen Reparaturfaktoren besetzt. Die Verknipfung der Enden findet nahezu ohne
Einwirkung von Nukleasen statt. Sind in der Reaktion DSBs im Uberschuss, so kann es zu
einer mangelhaften Abdeckung der DNA-Enden mit Reparatur-Faktoren kommen, so dass
die Enden langer offen stehen, ungeschiitzt sind und frei fir Nukleasen sind, die beginnen,
die DNA zu degradieren. Dieses Phanomen konnte bereits beschrieben werden (Blanco et
al., 2004) und wurde auch in der aktuellen Arbeit bestatigt. Um das optimale Verhaltnis von
Extrakt-Protein zu DNA-Substrat im vorliegenden zellfreien System zu finden, wurden
verschiedene Verhaltnisse im EJ getestet. In Abb. 12 ist das Ergebnis der Veranderung des
Verhaltnisses von DNA-Substrat zu Protein-Menge dargestellt. Es ist zu erkennen, dass bei
einem bestimmten Verhaltnis von 1:1000 — 1:800 ein sehr effizientes EJ stattfindet (Abb. 12,
Spur 7 - 8). Wird weniger Protein eingesetzt, kehrt sich die Effizienz der Reparatur um, die
Produktmenge nimmt ab und die Degradation (Schmier) nimmt zu. Das DNA-Substrat wird

an seinen Enden verstarkt von DNasen angegriffen.

multimer .
multimer
dimer_—] =l
N — —_.._-________\dlr.ner"
zirkular, oc zirkular, oc
linear — r N—p— linear
zirkular, cc — — zirkular, cc
= o o o
3 2l ¢ 2 3 8§ B 8 & 8
3 = - g % S S T ® 8 < o ] DNA : Protein
§ =1 23 25 29 31 34 28 26 20 23 % End-Joining

Abbildung 12: Die Anderung des Verhiltnisses von DNA zu Protein hat Auswirkung auf
Produktbildung bzw. Degradation.

Der Southern-Blot zeigt die im CFE aus FaDu uber 6 h entstandenen Produkte der End-Joining-
Reaktion mit den angezeigten Verhaltnissen von Extrakt-Protein zu DNA-Substrat. Die verschiedenen
Produkt-Typen sind gekennzeichnet. Die relative End-Joining-Effizienz in Prozent ergibt sich aus dem
Quotienten des Produkt-Signals und dem Gesamtsignal einer Spur.

Es muss beachtet werden, dass das optimale Verhaltnis zwischen Extrakt-Protein und
Substrat-DNA von Zelle zu Zelle variieren kann. Soll das in vitro EJ in einer unbekannten
Zelllinie getestet werden, muss zuerst das optimale DNA-zu-Protein-Verhaltnis ermittelt

werden.
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3.1.3. Einfluss der Struktur der Doppelstrangbruch-Enden auf den NHEJ-
Reparaturprozess

Neben dem Verhaltnis von DNA zu Protein in der Reaktion hat auch die Beschaffenheit der
DNA-Enden einen Einfluss auf ihre Verknipfung oder Degradation. Um das zu untersuchen,
wurde das Substrat-Plasmid entweder nur mit einem einzelnen (Pstl) oder mit zwei
verschiedenen Restriktionsenzymen (Hindlll/Pstl) linearisiert. Auf diese Weise wurden
kohasive und nicht-kohasive DNA-Enden erzeugt.

Die kohasiven Enden verfiigen an ihren 3'-Enden Uber 4 Uberhangende, komplementare
Basen. Diese koénnen wieder verknlpft werden, indem sie sich komplementar
aneinanderlagern und ligiert werden. Hierbei handelt es sich um eine fehlerfreie Reparatur.
Fir diese Verknipfung wirde eine einfache Ligase-Aktivitat ausreichen, da keine
Bearbeitung der Enden notwendig ist. Die nicht-kohasiven Enden verfligen Uber einen 5°-
Uberhang aus 4 Basen und einen 3'-Uberhang aus 4 Basen. Diese einzelstrangigen
Uberhange stoRen aneinander und kénnen nicht durch einfache Ligation verkniipft werden.
Es sind Prozessierungsschritte notwendig. Einerseits kénnen die Uberhdnge nukleolytisch
abgebaut werden, damit glatte DNA-Enden entstehen, die durch ,Blunt-End“Ligation
verbunden werden. Andererseits kann eine Fill-in“-Synthese, also ein Auffullen der
fehlenden Basen auf der Seite des 5-Uberhanges der Ligation vorausgehen. Der 3'-
Uberhang kann nicht ohne weiteres aufgefiillt werden, da die DNA-Polymerase die Synthese
neuer Basen stets von einem 3'-OH-Ende aus komplementar zum Partner-Strang in 5°-3'-
Richtung durchflhrt. Zum einzelstrangigen 3'-Ende existiert jedoch keine Vorlage des
Partnerstrangs, nach der synthetisiert werden kénnte. Zu einer fehlerfreien Reparatur kann
es nur kommen, wenn der Fall eintritt, dass an das 3'-OH-Ende des aufgeflillten 5°-
Uberhangs auf der einen Seite Uiber den Bruch hinweg eine zum zweiten einzelstrangigen
Uberhang ,zuféllig komplementéare Base synthetisiert wird (siehe Abb. 2). Diese so
genannte ,unprimed synthesis“ einer Uberhangenden Base kann dann eine Briicke bilden,
um die Ligation und die ,Fill-in“-Synthese der verbleibenden Liicke zu ermdglichen. Die
reparierten Doppelstrange kénnen mittels PCR und Primern, die beidseits (193 bp vor und
405 bp nach dem DSB) des urspringlichen DSB anlagern, sequenziert werden. Die
Ergebnisse der dargestellten DNA-Resektionen und -Synthesen zur Verkniipfung der Enden
kénnen an der Sequenzabfolge Base fur Base nachvollzogen werden (Abb. 13), da die
parentale Plasmid-Sequenz bekannt ist. Auf diese Weise kénnen Resektionen, die vor der

Verknipfung stattgefunden haben, bis auf etwa 550 bp nachgewiesen werden.
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A Parentale Plasmid-Sequenz mit Erkennungssequenzen fiir HindIII und PSTI

5° - . GATAACAGGGTAATTAAGCTTCTGCAGACCATGGAGATTACC. -3°
3’ -..CTATTGTCCCATTAATTCGAAGACGTCTGGTACCTCTAATGG.. -5

B Restriktion mit HindIII und PstI - nicht-kohidsive DNA-Enden

@c“c’cy

'Y' -
’}GC /‘P’

5° —...GATAACAGGGTAATTAQ—'%\/ 7 -GACCATGGAGATTACC..-3"
3 -..CTATTGTCCCATTAATTCGA- -ACGTCTGGTACCTCTAATGG..-5"

Korrekte Reparatur der nicht-kohdsiven DNA-Enden

5" -..GATAACAGGGTAATTA ACCATGGAGATTACC..-3"

3" -..CTATTGTCCCATTAATTCGARCGTCTGGTACCTCTAATGG..-5"

C Restriktion mit PstI = kohidsive DNA-Enden

5 -..GATAACAGGGTAATTAAGCTTCTGCA- j& -GACCATGGAGATTACC..-3"
3 -..CTATTGTCCCATTAATTCGAAG- -ACGTCTGGTACCTCTAATGG..-5°

Ligation der nicht-kohdsiven DNA-Enden

5 -..GATAACAGGGTAATTAAGCTTCTGCAGACCATGGAGATTACC..-3"
3 -..CTATTGTCCCATTAATTCGAAGACGTCTGGTACCTCTAATGG..-5"

Abbildung 13: Sequenz des parentalen Substrat-Plasmids im Bereich des induzierten
Doppelstrangbruches.

(A) Die Erkennungssequenzen fur die Restriktionsenzyme Hindlll (griin) und PSTI (rot) sind mit ihren
Schnittstellen (schwarze Dreiecke) dargestellt. (B) Die Restriktion mit Hindlll und Pstl fiihrt zum Verlust
eines kurzen Sequenzabschnitts und es entstehen aneinander anstoRende, einzelstrangige 5°- und 3’-
Uberhange von 4 Basen Lange. Die korrekte Reparatur erfolgt durch Auffiillen der fehlenden Basen
(blau) zum 5-Uberhang, ,unprimed synthesis®, Ligation und Auffilllen des 3 -Uberhangs. (C) Die
Restriktion mit Pstl fihrt zur Durchtrennung des DNA-Doppelstranges mit komplementéaren 3°- und 5°-
Uberhangen.

Zum Vergleich der Reparatur beider Enden-Typen wurde das eine Substrat-Plasmid nur mit
Pstl und das andere Substrat sowohl mit Pstl als auch mit Hindlll verdaut. Die Substrate
wurden unter den Standard-Reaktionsbedingungen in Extrakten der zwei Zelllinien FaDu und
SKX inkubiert. Die Reparaturprodukte wurden Uber ein Agarosegel aufgetrennt und Uber
einen Southern-Blot detektiert. In Abb. 14 ist ein reprasentativer Southern-Blot fir den

Vergleich der Reparatur kohasiver und nicht-kohasiver DNA-Enden gezeigt.
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Abbildung 14: Kohasive DNA-Enden unterliegen geringeren Degradationseffekten und resultieren
in einem hoheren Anteil zirkularer Produktformen.

Der Southern-Blot zeigt die Produkte der End-Joining-Reaktionen in CFE aus FaDu und SKX. Das DNA-
Substrat wurde mit Pstl (kohdsive DNA-Enden) oder mit Hindlll/Pstl (nicht-kohdsive DNA-Enden)
linearisiert. Die Struktur der DNA-Enden ist schematisch dargestellt. Zur Kontrolle wurde unverdautes
(unb.) und linearisiertes (lin) Plasmid aufgetragen. Die relative End-Joining-Effizienz in Prozent (% EJ)
ergibt sich aus dem Quotienten des Produkt-Signals und dem Gesamtsignal einer Spur.

Es ist zu sehen, dass die Ausbeute an Dimeren fur nicht-kohasive Enden sich starker
zwischen beiden Zellen unterschied als die von kohasiven Enden. Die Quantifizierung der
Banden ergab fur nicht-kohasive Enden 37 % (FaDu) gegen 23 % (SKX) EJ-Effizienz. Bei
kohasiven Enden betrug der Unterschied nur 5 % (FaDu 20 % EJ; SKX 25 % EJ). Dies ist
ein Hinweis darauf, dass sich die CFEs verschiedener Zelllinien weniger in ihrer reinen
Ligationsfahigkeit als vielmehr in ihrer EJ-Fahigkeit unterscheiden, was die komplexere
Endenprozessierung mit einschlief3t. Der Blot zeigt zudem, dass bei der Reparatur der
kohasiven DNA-Enden ein geringerer Anteil an degradierter DNA auftritt. Dadurch, dass die
Enden komplementare Uberhdnge besitzen, kdnnen diese schnell aneinanderlagern, sind
geschitzt und kénnen direkt ligiert werden. Im Gegensatz dazu kénnen die nicht-kohasiven
Enden erst nach Prozessierung der Enden verbunden werden. Dies bedeutet, dass die

Uberhange moglicherweise langer dem Einfluss von Exonukleasen ausgesetzt sind.
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Abbildung 15: Zusammenstellung und theoretische Verteilung der moglichen Enden-
Verkniipfungen bei Substrat-Plasmiden mit nicht-kohdsiven DNA Enden.

Oberer Teil: Schematische Darstellung der Head- und Tail-Enden-Struktur und ihre theoretische
Verteilung 2:1:1. Unterer Teil: Dargestellt sind die Mdglichkeiten der Multimer-Verknipfungen mit Lage
der verwendeten Primer P1 und P2 und die GréRe der durch die Primer zu erwartenden PCR-Produkte.

Bei der Unterscheidung von kohasiven und nicht-kohasiven Enden sind im in vitro EJ-
System Einschrankungen zu beachten. Sobald die linearen Plasmid-Monomere in den
Zellextrakt zur Reparatur gegeben werden, ist die Orientierung der Monomere und damit der
DNA-Enden (in der Folge als ,head"- oder ,tail*-Ende bezeichnet) zueinander willkurlich. Fur
zirkulare Plasmid-Monomere ist nur die ,Head to Tail*-Verknipfung (H:T; Hindlll/Pstl)
moglich. Beide Enden desselben Plasmids werden hierbei miteinander verbunden. Fur
lineare Multimer-Produkte bedeutet dies aber, dass sich genauso komplementdre Enden
(nur Pstl/Pstl, T:T; oder Hindlll/Hindlll, H:H) wie nicht-komplementare Enden (H:T)
aneinanderlagern kénnen (Abb. 15). Es ist bekannt, dass diese Verknupfungen auftreten
(Labhart, 1999b) und dass H:T-Verknupfungen den Grofteil der linearen Multimere
ausmachen (Kuhfittig-Kulle et al., 2007). Die theoretische Verteilung von H:T, T:T und H:H
liegt bei 2:1:1. Um die tatsachliche Verteilung der Verbindungsverhaltnisse zu untersuchen,
wurden PCRs mit den in der EJ-Reaktion entstandenen Produkten durchgefihrt. Durch die
unterschiedliche Kombination der Primer P1 und P2 im PCR-Ansatz kénnen spezifisch H:H-
(P1+P1), T:T- (P2+P2) und H:T-VerknlUpfungen (P1+P2) amplifiziert werden. Diese wurden
durch eine Agarosegel-Elektrophorese aufgetrennt und anhand ihrer Gréf3e unterschieden.
H:T-Produkte resultieren in Banden von ca. 598 bp, H:H-Produkte in ca. 386 bp und T:T-
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Produkte in ca. 810 bp (Abb. 15 und 16). Wie in Abb. 17 zu sehen ist, Uberwiegen die H:T-
Verknupfungen die T:T-Veknupfungen deutlich um durchschnittlich das 8-fache (Abb. 17).
H:H-Verbindungen wurden nicht amplifiziert. Das bedeutet, dass diese Kombination der
DNA-Enden in den durchgefihrten EJ-Reaktionen nicht oder allenfalls minimal auftritt
(unterhalb der Detektionsgrenze im Agarosegel). Das Fehlen der H:H Verbindung kénnte auf
den Umstand zuriickzufiihren sein, dass generell komplementére 5 -Uberhange (in unserem
Fall H:H) nicht so effizient verschlossen werden kénnen wie komplementare 3’-Uberhange
(in unsrem Fall T:T) (Baumann et al.,, 1998). AuBerdem ist damit gezeigt, dass im
vorliegenden System nicht einfache Ligationen sondern echte EJ-Prozesse analysiert

werden.

MCF7 CHO-K1 A549 HelLa

500 bp

M|HH T.T HT|HH TT HT| HH TT HT| HH T:T H:T| M

Abbildung 16: In CFE sind Head-to-Tail-Produkte vorherrschend.

Agarosegel der PCR-Produkte, die entstanden sind durch Amplifikation mit den Primern P1 + P1 (H:H;
386 bp), P2 + P2 (T:T; 810 bp) und P1 + P2 (H:T; 598bp). Die PCR wurde mit Produkten aus End-
Joining-Reaktionen mit CFE von MCF7, CHO-K1, A549 und HelLa durchgefiihrt (M = 1 kb-Leiter; Héhe
der 500 bp-Bande ist markiert).

In Arbeiten anderer Arbeitsgruppen werden die hier gemachten Beobachtungen bestatigt.
Dort wird darauf hingewiesen, dass H:H- oder T:T-Verbindungen besonders in CFEs gebildet
werden, in denen der klassische NHEJ-Apparat defekt ist, so z. B. in Ku80-defizienten CFEs.
In diesen Systemen ist die alleinige Ligationsfahigkeit nicht eingeschrankt, so dass
zueinander komplementare DNA-Enden durchaus verschlossen werden kénnen, nicht aber
nicht-komplementare Enden. Dies bedeutet, dass trotz defektem NHEJ noch immer die
Fahigkeit erhalten ist, Dimere oder hohere lineare Multimere durch Hybridisierung der
komplementaren Uberhdnge zu ligieren (Labhart, 1999b). Daher spiegeln multimere
Verknupfungen komplementarer Enden nicht ausschlieBlich die Aktivitdt des NHEJ wider, da
die Enden nicht prozessiert sondern nur ligiert werden muissen. Werden nicht-kohasive
Enden eingesetzt, lasst die Bildung von zirkuldren Produkten aber eine Aussage uUber

Qualitat und Quantitat des eigentlichen, vollstandigen EJ-Prozesses zu.
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Abbildung 17: Quantifizierung der PCR-Produkte zur Ermittlung der Verteilung auf H:H-, T:T- und
H:T-Verkniipfungen.

Nach Durchfiihrung der PCR mit Produkten aus End-Joining-Reaktionen mit CFE aus MCF7, CHO-K1,
A549 und Hela, wurden die Intensitdten der Produktbanden nach ihrer Auftrennung im Agarosegel
ausgewertet (Mann-Whitney, *p = 0,0203, **p = 0,0097).

3.1.4. Quantifizierung zirkularer End-Joining-Produkte

Der Vergleich von linearen und zirkularen Produkten legt nahe, dass nur zirkulare Produkte
einer kompletten EJ-Reaktion entsprechen, da lineare Multimere zu einem gewissen Teil aus
reiner Ligationsaktivitédt entstehen. Die Quantifizierung der Reparaturprodukte erfolgte Uber
die Analyse im Southern-Blot. Wie in Abb.18 zu sehen ist, ist diese Methode sehr gut
geeignet, um die Gesamteffizienz des EJs zu ermitteln und Unterschiede zwischen
verschiedenen Zellen anhand der Bandenintensitat darzustellen. Das Hauptaugenmerk
wurde auf die zirkuldaren Produkt-Formen gelegt. Open circles (oc-Produkte) entsprechen
den zirkularisierten Plasmiden mit noch einem Einzelstrangbruch (,nick®). Sie sind sehr gut
im Southern-Blot darzustellen und zu quantifizieren. Im Gegensatz dazu sind kovalent
geschlossene Plasmide (closed circles, cc) extrem seltene Ereignisse, die in den meisten
untersuchten Blots nicht dargestellt werden konnten (eine der Ausnahmen ist Abb. 18). Da
die zirkularen Formen die qualitativ wichtigste Produktgruppe darstellen, wurde die Methode
des quantitativen Transformationsassays entwickelt, die die Darstellung der closed circles
ermdglicht.
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Abbildung 18: Tumor-Zelllinien unterscheiden sich in der Bildungskapazitit zirkuldrer Produkte.
Die Bildung von oc-Plasmiden ist gut nachweisbar. Die Detektion von cc-Plasmiden ist ein seltenes
Ereignis. Der Southern-Blot zeigt die Produkte der End-Joining-Reaktionen in CFEs aus den angezeigten
Tumorzelllinien. Die Reaktionen wurden unter Standard-Bedingungen durchgeflihrt unter Verwendung
des Hindlll/Pstl-linearisierten Substrates pEJ. Zur Kontrolle wurde linearisiertes und unverdautes (unb.)
Plasmid aufgetragen. Derselbe Blot ist mit geringerer Belichtung unter Abb. 27 A abgebildet.

Nach Ende der EJ-Reaktion wurde eine bestimmte Menge des Produktgemisches mittels
Elektroporation nach Entsalzung durch Dialyse in elektro-kompetente E. coli transformiert
und diese dann ausplattiert. Auf dem Substrat-Plasmid ist als Selektionsmarker das
Kanamycin-Resistenzgen vorhanden, welches in Bakterien nur dann exprimiert wird, wenn
das Plasmid in seiner zirkuldaren Form vorliegt. Lineare Plasmid-Formen werden in Bakterien
degradiert und flhren nicht zu einer Kanamycin-Resistenz bzw. zu Bakterienwachstum. Die
Anzahl der resultierenden Bakterienkolonien spiegelt die Effizienz der Reparaturreaktion plus
der nachfolgenden Transformation wider (Abb. 19).

Um zu testen, wie hoch die Transformationseffizienz von oc-Produkten und cc-Produkten ist,
wurde unbehandeltes Plasmid Uber ein Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt. Die oc-
und die cc-Form des Plasmids sowie die linearisierte Form wurde aus dem Gel
ausgeschnitten und aufgereinigt (Abb. 20 A). Gleiche Mengen der linearen, genickten und
geschlossenen Plasmid-Form (je 4 pg) wurden transformiert. Anhand der Zahl der
entstandenen Kolonien ist abzuleiten, dass die kovalent geschlossene (cc) Plasmid-Form ca.
7,8-mal effizienter zu Kolonien flihrt als die genickte oc-Form (Abb. 20 B-D). Wie erwartet,

fuhrte die rein linearisierte Form nicht zu vitalen Bakterien, da diese Plasmide nicht repliziert
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werden und somit keine Antibiotikaresistenz aufgebaut werden kann. Durch die Auszahlung
der Kolonien, die pro ng Substrat-DNA entstehen, lasst sich also eine Aussage uber die
Effizienz treffen, mit der zirkuldre Produkte gebildet werden, ohne dass im Einzelfall auf die
jeweiligen Anteile von oc gegen cc im Reparaturgemisch geschlossen werden kann. Es
handelt sich um eine geeignete Methode, um spezifisch die EJ-Kapazitat individueller

Zelltypen zu betrachten und dabei reine Ligationseffekte auszuschlie3en.

‘ ‘ zellfreier

Extrakt

linearisiertes
Plasmid

n vitro End-Joining Transformation "
U 6 h,25°C in E. coli v

zirkularisiertes Bakterienkolonien

Produkt

Transformation

v

lineare Produkte/ . -
Substrat-Plasmid in E. coli

keine Bakterienkolonien

Abbildung 19: Schematische Darstellung von in vitro End-Joining und Transformationsassay.
Hindlll/Pstl-linearisiertes Plasmid (pEJSSA bzw. pEJ) wird fiir 6 h bei 25 °C im zellfreien Extrakt
inkubiert. Die Reparatur-Produkte (sowohl zirkularisierte als auch lineare Plasmide) werden nach kurzer
Dialyse direkt in E. coli transformiert. Nur Bakterien mit zirkuldrem Produkt kdnnen die Resistenz gegen
das Selektionsantibiotikum exprimieren. Resultierende Kolonien werden gezahlt, einzeln geerntet und
der Kolonie-PCR zugefiihrt.
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Abbildung 20: Sowohl die kovalent geschlossene cc-Plasmid-Form als auch die genickte oc-
Form fiihrt transformiert in E. coli zu Koloniebildung.

(A) Agarosegelelektrophorese des linearisierten und des unbehandelten Plasmids zur Isolation der
linearen, oc- und cc-Plasmidform. (B) Bakterienkolonien nach Transformation mit cc-Plasmid.
(C) Bakterienkolonien nach Transformation mit oc-Plasmid (linearisiertes Plasmid fuhrt nicht zu
Koloniebildung). (D) Quantitative Auswertung der Koloniezahlen nach Transformation gleicher Mengen
an cc-, oc- und linearisiertem Plasmid.

3.2. Quantitative und qualitative Validierung des in vitro End-Joinings

mithilfe von Reparaturmutanten

Die wichtigste Frage fiir das biologische Uberleben ist, ob das NHEJ effizient und
weitgehend korrekt ausgefiihrt wird. Um diese Frage zu untersuchen, wurden Mutanten
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verwendet, mit denen der Effekt eines beeintrachtigten NHEJ auf die Quantitat und Qualitat
der Reparatur beobachtet werden kann. Neben diesen beiden wichtigen Endpunkten sollte
untersucht werden, ob alternative Reparaturwege bei defektem NHEJ auch in vitro zum

Einsatz kommen.

3.2.1. Einfluss eines NHEJ-Defektes auf die Effizienz der Reparatur

Die bisher in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse legen nahe, dass nur ein intaktes NHEJ
in der Lage ist, zirkulare Produkte hervorzubringen. Um dies zu Uberprifen, wurden DNA-
Reparaturmutanten verwendet, die in genau diesen Schritten einen mdglichen Defekt
aufweisen. Die verwendeten Mutanten sind zum einen humane 180BR-Zellen, die einen
Defekt in LiglV aufweisen. MO59J sind defizient in DNA-PKcs und xrs5-Hamsterzellen sind
defizient in Ku80. Als Kontrollen wurden entsprechende Zellen ohne NHEJ-Defekt

verwendet.

Das Protein, welches als eines der ersten am DSB bindet, ist Ku80, das zusammen mit Ku70
eine heterodimere Ringstruktur um die DSB-Enden bildet und diese vor unkontrollierter
Degradation schutzt (Walker et al., 2001). In CFEs aus xrs5-Zellen fehlt Ku80. Beim EJ in
diesen CFEs wurde festgestellt, dass sich die Gesamteffizienz der Reparatur im Vergleich
zum Wildtyp (CHO-K1) nicht stark unterscheidet. Wie in Abb. 21 zu sehen ist, liegt die EJ-
Effizienz von CHO-K1 mit 16 % (Abb. 21, Spur 3) sogar geringfligig unter dem Niveau von
xrs5 mit 19 % (Abb. 21, Spur 4). Der wichtigste Unterschied liegt nicht in der
Gesamteffizienz, sondern in der Zusammensetzung der Reparatur-Produkte. Die zirkularen
Produkte, die im Wildtyp mit 3,5 % vorhanden sind und fir eine effiziente Reparatur tber
NHEJ stehen, fehlen im Ku80-defizienten CFE vollstandig. Hier bestehen die Produkte
ausschlief3lich aus linearen Di- und Multimeren, wobei Dimere mit 17,9 % den gréfiten Anteil
ausmachen. Dieses Ergebnis liefert einen Hinweis darauf, dass zirkulare Produkte ein
intaktes NHEJ voraussetzen. Da aber die Gesamteffizienz in xrs5 sogar leicht erhéht ist,
scheint die Reparatur Uber Ku-unabhangige, alternative Mechanismen zwar zu qualitativ
minderwertigen VerknUlpfungen, dafir aber zu einer erhéhten Produktmenge zu fihren. Weil
Ku80 fehlt, kénnen nachfolgende NHEJ-Komponenten wie DNA-PKcs nicht oder nur
schlecht zur Bruchstelle rekrutiert werden. Die DNA-Enden werden nicht durch Ku80
blockiert und koénnten fur alternative Reparaturwege zuganglich sein. Hierbei kann der
alternative Reparaturweg sogar effizienter sein als das klassische NHEJ, was bereits in

anderen Arbeiten beobachtet wurde (Mansour et al., 2008; Wang et al., 2003).
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Abbildung 21: Auswirkung der Ku80-Defizienz auf die Produktbildung im CFE.

Der Southern-Blot zeigt, dass eine Defizienz in Ku80 (xrs5, Spur 4) im in vitro End-Joining nicht zu einem
vollstdndigen Reparaturdefekt fuhrt, sondern zur Bildung von ausschlief3lich Di- und Multimeren (Spur 4).
Zirkulare Produkte (oc) werden nur im Wildtyp (CHO-K1) produziert (Spur 3).

In CFEs aus MO59J-Zellen liegt im Gegensatz zu den MO59K-Wildtypzellen keine DNA-
PKcs vor. Hier fihrte das EJ zu einer Gesamteffizienz von nur 2 %, wobei die Produkte
ausschlief3lich aus Dimeren bestanden (Abb. 22, Spur 2). Zirkuldare Monomere oder héhere
Multimere wurden nicht detektiert. Damit hat die Defizienz von DNA-PKcs einen starkeren
Effekt auf die Gesamteffizienz als Ku80. In den MOS9K-Extrakten fuhrte das EJ zu einer
Effizienz von 25 % (Abb. 22, Spur 5). Nur das intakte NHEJ in den Wildtyp-Zellen resultierte
in zirkularen Produkten (5,3 %), die in MO59J vollstandig fehlten.
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Abbildung 22: Die Defizienz in DNA-PKcs fiihrt zu stark verringerter in vitro End-Joining-Effizienz.
Der Southern-Blot zeigt die Produkte der End-Joining-Reaktionen in CFEs aus MO59J (Spur 1 — 3) und
MO59K (Spur 4 — 6). Die Reaktionen wurden unter Standard-Bedingungen (8 mM Mg2+, Spur 2 und 5)

bzw. erh6htem Mgz+-GehaIt (18 mM MgZ+, Spur 3 und 6) durchgefiihrt. Zur Kontrolle wurde linearisiertes
(lin) und unverdautes (unb.) Plasmid aufgetragen.

Kontr. 180BR
1 2 3
—dimer
ocC —
linear —
cc —
unb.| 8 18 mM Mg?*
0 15 % EJ

Abbildung 23: Die Defizienz in LiglV verhindert End-Joining.
Der Southern-Blot zeigt die Produkte der End-Joining-Reaktionen im CFE aus 180BR. Die Reaktionen

wurden unter Standard-Bedingungen (8 mM Mg®*, Spur 2) bzw. erhéhtem Mg®*-Gehalt (18 mM Mg?*,

Spur 3) durchgefiihrt. Zur Kontrolle wurde unverdautes Plasmid (unb.) aufgetragen.
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Die abschlieRende Verknipfung der DNA-Enden wird im NHEJ durch LiglV im Komplex mit
XRCC4 und XLF durchgefuhrt (Lees-Miller et al., 2003). Der Effekt der Defizienz in LiglV
wurde in CFEs aus der Fibroblasten-Zelllinie 180BR untersucht (Abb. 23). Obwohl im
Allgemeinen CFEs aus Fibroblasten generell eine eher geringe Effizienz im EJ aufwiesen
(ohne Abbildung und Abb. 24), konnte in 180BR unter Standardbedingungen gar keine
Reparatur im Southern-Blot detektiert werden (Abb. 23, Spur 2). Ein Grund dafur kann sein,
dass in diesen CFEs sowohl Ku70/80 als auch DNA-PKcs vorhanden sind, die zusammen
einen Komplex am DSB bilden und die DNA-Enden zusammenhalten. Die Reparatur wird in
Richtung des klassischen NHEJ geleitet. Diese kann nicht fortgesetzt werden, da LiglV fehlt.
Die DNA-Enden bleiben durch den DNA-PK-Komplex besetzt und sind somit auch fir den
Zugriff anderer Proteine, die potentiell die Ligation ausfliihren kénnten, blockiert (Perrault et
al., 2004).
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Abbildung 24: Einfluss eines NHEJ-Defektes auf die End-Joining-Effizienz.

Die relativen Gesamt-Effizienzen der Kontroll- und Mutanten-Reaktionen wurden Uber die Southern-Blot-
Analyse quantifiziert (Mittelwerte mit Standardfehler). CHO-K1: Wildtyp, xrs5: Ku80-def., MO59K:
Wildtyp, MO59J: DNA-PKcs-def., Fibroblasten: Wildtyp, 180BR: LiglV-def., +Mg: End-Joining-Reaktion
wurde unter erhéhtem Magnesiumgehalt (18 mM) durchgefiihrt, die Ubrigen Reaktionen unter
Standardkonzentration von 8mM MgZ+.
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Es konnte gezeigt werden, dass sich der Defekt des NHEJ in vitro auf die Quantitat der
Produkte auswirkt. Unabhangig davon, welcher Faktor des NHEJ fehlt, fallt das effiziente EJ
in Form von zirkularen Produkten vollstandig aus, lineare Produkte sind jedoch in
unterschiedlicher Menge nachweisbar. Dieses Ergebnis liefert einen weiteren Hinweis
darauf, dass es sich bei linearen Multimeren nicht um die Produkte eines intakten, effizienten
NHEJ handelt.

3.2.2. Die Rolle eines alternativen Reparaturweges im in vitro End-

Joining

In den vorherigen Ergebnissen wurde gezeigt, dass auf’er 180BR die Mutanten-Zelllinien
trotz nicht funktionsfahigem NHEJ einen nicht unerheblichen Anteil an Reparatureffizienz
aufwiesen.

Lag eine Defizienz in Ku80 vor, so zeigte sich der Ausfall des klassischen NHEJ im Fehlen
der zirkularen Produkte (Abb. 21, Spur 4). Allerdings bedeutete der Wegfall von Ku80 nicht
zwangslaufig eine Abnahme in der Effizienz des EJs. Wahrend CHO-K1 eine EJ-Effizienz
von 16 % aufwies, lag die Kapazitat bei xrs5 bei 19 %. Ein Grund fir diese Beobachtung
kann sein, dass der alternative Reparaturweg durch Ku80 unterdrickt wird. Ku80 bindet sehr
schnell nach Schadenserkennung an die DNA-Enden und bildet mit DNA-PKcs einen
Komplex, der den Zugriff alternativer Reparaturfaktoren verhindert. Ist Ku80 nicht vorhanden,
so sind die DNA-Enden frei fir alternatives EJ (Adachi et al., 2001).

Bei einem nicht funktionsfahigen NHEJ muss die Reparatur also Uber einen alternativen Weg
abgelaufen sein. Um speziell diesen Einfluss eines alternativen Reparaturweges zu
untersuchen, wurde die Magnesiumkonzentration von 8 mM (Standard-Bedingungen) auf
18 mM erhdht, was die Aktivitat von Liglll als alternatives Verknlpfungsenzym steigert.
MOS59J wies unter Standard-Bedingungen durch die Defizienz in DNA-PKcs eine um 23 %
geringere Effizienz als der Wildtyp MO59K auf (2 %; Abb. 22, Spur 2). Durch Erhéhung des
Magnesium-Gehaltes in der Reaktion konnte die Effizienz von MO59J von 2 % auf 16 %
gesteigert werden. Diese Steigerung bewirkte jedoch keine Anderung in der Art der
Produkte, d. h. dass weiterhin ausschliellich Dimere gebildet wurden (Abb. 22, Spur 3). Im
Wildtyp wirkte sich die Magnesium-Erhéhung so aus, dass die Effizienz nur leicht um 3 %
verringert war (22 %; Abb. 22, Spur 6). Hier wurde jedoch ein Einfluss auf die Art der
Produkte festgestellt. Es konnten nun keine zirkularen Produkte mehr detektiert werden. Es
wurden nur Di- und Multimere gebildet. Dieses Ergebnis zeigt, dass durch die Erhéhung des
Magnesium-Gehaltes die Reparatur durch das klassische NHEJ unterdriickt wird und

stattdessen ein alternativer Reparaturweg bevorzugt ablauft.
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Die Bedingungen von 8 mM Magnesium in der Standard-Reaktion lassen es also zu, dass
sowohl DNA-PK-abhéangiges (Abb. 22, Spur 5) als auch DNA-PK-unabhangiges NHEJ (Abb.
22, Spur 2), das sogenannte alternative oder ,Backup“-NHEJ auftritt (Kuhfittig-Kulle et al.,
2007; Wang et al., 2001). Durch die Anhebung des Magnesium-Gehalts auf 18 mM wird das
DNA-PK-unabhangige NHEJ Uber Liglll unterstitzt (Robins et al., 1996; Tomkinson et al.,
1997).

Dieser Effekt wurde auch in den LiglV-defizienten Extrakten beobachtet. Dort konnten wie
vorher beschrieben unter Standard-Bedingungen keine Produkte detektiert werden (Abb. 23,
Spur 2). Unter erhdhter Magnesium-Konzentration konnte eine sehr geringe Produktbildung
von ca. 1,5 % gemessen werden (Abb. 23, Spur 3). Im Gegensatz zu Liglll (alternativer
Reparaturweg) liegt LiglV (NHEJ) im pre-adenylierten Zustand vor und bleibt bei niedrigen
Magnesium-Konzentrationen aktiv (Robins et al., 1996; Tomkinson et al., 1997). Bei Liglll ist
das ohne vorliegendes Magnesium nicht der Fall. Sie benétigt Magnesium als Kofaktor, und
je héher der Magnesiumgehalt ist, desto héher ist ihre Aktivitdt. Die Bedingungen flr eine
alternative Reparatur sind zwar verbessert worden, jedoch sind die DNA-Enden weiterhin
durch den DNA-PK-Komplex besetzt und erschweren den Zugriff anderer Proteine (Perrault

et al., 2004). Es findet kompetitiv nur sehr wenig alternative Reparatur statt.

Es wurde also gezeigt, dass neben dem klassischen NHEJ ein weiterer Reparaturweg zur
Verknupfung von DSBs moglich ist, wenn eine Defizienz in einem der NHEJ-Faktoren
besteht. Diese alternative Reparatur wird durch eine Erhdhung des Magnesium-Gehaltes in
der Reparaturreaktion begunstigt. Diese Beglnstigung des alternativen EJs geht
wahrscheinlich auf eine erhdhte Aktivitat der Liglll zurtck.

Charakteristisch flir das klassische NHEJ sind zirkulare Reparaturprodukte. Durch
alternatives EJ werden ausschlieBlich lineare Multimere gebildet. Diese Ergebnisse werden
durch Arbeiten von Kuhfittig-Kulle et al. (2007) bestétigt, die gezeigt haben, dass nur in
Wildtyp-CFEs aus Hamster-Zellen zirkuldre Produkte gebildet werden. Die Defekt-Mutanten
fur Ku80-, XRCC4- und DNA-PKcs konnten aber jeweils Uber alternative Wege lineare

Multimere formieren.

3.2.3. Die Genauigkeit der Reparatur

Fir das biologische Uberleben ist nicht nur die Effizienz der Reparatur von Bedeutung,
sondern auch wie genau diese ablauft. Um eine korrekte Reparatur handelt es sich nur dann,
wenn die DNA-Sequenz so wiederhergestellt wurde, wie sie vor dem DSB war. Um zu

untersuchen, wie sich ein NHEJ-Defekt auf die Genauigkeit der Reparatur auswirkt, wurden
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zirkulare Produkte der EJ-Reaktion aus NHEJ-intakten CFEs nach Transformation in
Bakterien direkt durch Kolonie-PCR amplifiziert. Fur NHEJ-defekte Zellen wurde die
Gesamtheit der Reparaturprodukte (ausschlieRlich lineare Multimere) zunachst tUber PCR
amplifiziert. Die Amplifikate wurden Utber Topo-TA-Klonierung in Vektoren subkloniert und
diese in Bakterien transformiert. Einzelklone (mit nun individuellen Reparaturprodukten)
wurden dann erneut Uber PCR mit den Primern P1 und P2 Uber die Reparaturregion hinweg
amplifiziert, anschlieRend sequenziert und mit der Original-Sequenz verglichen.

Die Analyse der Reparatur-Sequenzen zeigte, dass in den CHO-K1 Extrakten 53 % der
DSBs korrekt ohne jeglichen Verlust von Basen zusammengefigt wurden. Die
einzelstrangigen Uberhdnge wurden im Rahmen des EJs vollstandig aufgefiillt und die
Enden verkniUpft. Bei 47 % der DSBs kam es zu Deletionen einzelner Basen, jedoch
beschrankten sich diese ausschlieRlich auf den Bereich der einzelstrangigen Uberhange
(Median 0,0 bp) (Abb. 25 A und 26). Fehlte Ku80 (wie in xrs5-Zellen), so wurde kein einziger
Bruch ohne Deletion verbunden. Hier lag der Median der Deletionslange bei 29,0 bp. Diese
Steigerung der Deletionsrate und -lange kann ein Hinweis darauf sein, dass Ku80 im
Verbund mit Ku70 als Schutzfaktor fur offenstehende DNA-Enden wirken kénnte. Dies steht
in Ubereinstimmung mit Beobachtungen, die Ku80 als eines der Reparaturproteine
kennzeichnen, die als erste am DSB binden und im Komplex mit DNA-PKcs eine
briickenbildende Funktion zwischen zwei benachbarten DNA-Enden einnehmen (DeFazio et
al., 2002). Ist Ku80 nicht vorhanden, kann sich das Heterodimer nicht bilden, DNA-PKcs wird
nicht rekrutiert und das klassische NHEJ kann nicht vollendet werden. Das bedeutet, dass
langere Zeit nukleolytische Degradation erfolgt, bevor es zur definitiven Endverknipfung
kommt.

Normale humane Fibroblasten zeigten &hnlich wie CHO-K1-Zellen eine sehr genaue
Reparatur mit einer Deletionslange von 0,0 bp im Median und 63 % korrekt reparierten
DSBs. Im Vergleich dazu wirkte sich der Defekt von LiglV sehr stark aus. Da die
Produktbildung unter Standard-Bedingungen ausblieb, konnte keine Analyse der
Reparaturereignisse auf ihre Reparaturgenauigkeit in 180BR erfolgen. Es wurden nur
Reparaturprodukte unter erhéhtem Magnesium-Gehalt gebildet, die untersucht werden
konnten. Keine einzige dieser Verknupfungen erfolgte korrekt, und in 25 % der Faélle traten
Deletionen Uber 200 bp auf. Die mittlere Deletionslange in 180BR-Extrakten lag bei 99,3 bp
(5 — 436 bp; Median 8,5 bp; Abb. 25 B und 26).
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Abbildung 25: Einfluss eines Defektes von Kernfaktoren des NHEJ auf die Reparaturgenauigkeit.
(A) Getestet wurden CFEs aus DNA-PKcs-, LiglV-, und Ku80-defizienten Zellen. AuRerdem wurden
NHEJ profiziente CFEs aus humanen Fibroblasten, CHO-K1, MO59K, HelLa, MCF7 und A549 verwendet.
Aufgrund zu geringer Produktbildung in 180BR konnten keine Delentionslangen ermittelt werden (n.v. =
nicht verfigbar). (B) Vergleich der Deletionslangen in CFEs aus MO59K, MO59J und 180BR unter
Reaktionsbedingungen mit Standard- (8 mM) oder hohem Magnesium-Gehalt (18 mM). Die
Reparaturstellen wurden entweder direkt mittels Kolonie-PCR oder durch vorangehende
Subklonierung/PCR amplifiziert und sequenziert (Mann-Whitney, ** p = 0,0055).
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Um den Einfluss der DNA-PKcs auf die Genauigkeit des EJs zu untersuchen, wurden
zellfreie Extrakte aus MO59K (NHEJ profizient) und MO59J (DNA-PKcs-defizient) hergestellt
und das in vitro End-Joining durchgefihrt. Die Extrakte aus MO59K zeigten nach
Sequenzanalyse der Reparaturstellen zu 50 % korrektes EJ mit einer Deletionslange von 0,5
bp Median (Mittelwert 5,3 bp). Das Fehlen von DNA-PKcs bewirkte in MO59J unter
Standardbedingungen (8 mM Mg?) keine Erhdhung der Deletionslénge. Sie lag ebenfalls bei
einem Median von 0,5 bp. Genau wie in MO59K waren die Verknlpfungen ohne DNA-PKcs
zu 50 % korrekt. Diese Beobachtung kann dadurch zustande kommen, dass im Extrakt Ku80

vorhanden war, welches die Enden vor Degradation schutzt.
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Abbildung 26: Einfluss eines Defektes von Kernfaktoren des NHEJ auf die Reparaturgenauigkeit.
In dieser Abbildung sind die Deletionslangen aus Abb. 25 A als Mittelwerte mit Standardfehler dargestellt
(Beschreibung siehe Abb. 25) (n.v. = nicht verfliigbar) (Mann-Whitney, * p = 0,0275; ** p = 0,0055).

Wie bereits weiter oben beschrieben, fuhrt eine Erhéhung des Magnesium-Gehaltes in LiglV-
und DNA-PKcs-defizienten Extrakten zu einer leichten Steigerung der EJ-Effizienz. Da davon
ausgegangen wird, dass diese Steigerung in der Effizienz auf eine Beglnstigung des
Backup-NHEJ zurlckzuflihren ist, wurde untersucht, ob die Erhéhung des Magnesium-

Gehaltes in der in vitro Reaktion zu einer Verringerung der Reparaturgenauigkeit flhrt. In
MO59J stieg die Deletionslange durch den erhdhten Magnesium-Gehalt von Median 0,5 bp
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auf 8,0 bp (Abb. 25 B), und nur 3 % (statt 50 % unter Standardbedingungen) der
Verknlpfungen wurden ohne Deletionen repariert. In MO59K zeigte sich, dass auch hier die
Deletionslange vom Median 0,5 bp auf 6,0 bp anstieg und nur noch 38 % der Verknipfungen

korrekt repariert wurden (im Vergleich zu 50 % unter Standard-Bedingungen).

Neben den NHEJ-defizienten Extrakten wurden auch Extrakte aus 3 verschiedenen
humanen Tumorzelllinien auf ihre Reparaturgenauigkeit untersucht. Dabei handelte es sich
um eine Zelllinie aus einem Cervix-Karzinom (HelLa), einem Lungen-Karzinom (A549) und
einem Brust-Adenokarzinom (MCF7). Diese Zellen tragen keinen bekannten Defekt im
klassischen NHEJ. Die Extrakte aus Hela zeigten die hochste Reparaturgenauigkeit mit
76 % korrekten Verknupfungen und einer Deletionslange 0 bp im Median. A549-Extrakte
wiesen eine Rate von 41 % korrekten Reparaturstellen und eine Deletionslange von 3,0 bp
im Median auf. MCF7-Extrakte reparierten zu 70 % korrekt und hatten eine Deletionslange
von ebenfalls 0 bp im Median.

Anhand dieser Ergebnisse ist zu erkennen, dass Reparaturstellen in NHEJ-profizienten
Extrakten nur geringe Deletionen innerhalb der einzelstrangigen Uberhénge und eine hohe
Rate an korrekter Reparatur aufweisen. Liegt ein Defekt im klassischen NHEJ vor, so ist
dieser im Falle von Ku80- oder LiglV-Defizienz anhand von hohen Deletionslangen zu
erkennen. Es findet keine korrekte Reparatur statt. In DNA-PKcs-defizienten Extrakten ist nur
ein leichter Effekt im Vergleich zu profizienten Extrakten erkennbar. Durch die hier
verwendeten Reaktionsbedingungen liegt im in vitro EJ ein Milieu vor, in dem sowohl
klassisches, DNA-PK-abhangiges NHEJ als auch Backup-NHEJ mdoglich sind. Beide
Reparaturwege konkurrieren um die DNA-Enden. Aus diesem Grund werden vermutlich
Verknupfungen in Normalzellen sowohl zu einem geringen Teil vom alternativen als auch
hauptsachlich vom klassischen NHEJ durchgefuhrt. Die Verwendung des alternativen EJs
kdnnte sich negativ auf die Deletionslangen in Normalzellen auswirken.

Der Test der Tumorzellextrakte hat gezeigt, dass auch bei intaktem NHEJ die
Deletionslangen an den DNA-Enden im Median zwischen 0 bp und 3 bp schwanken kénnen
(im Mittel zwischen 0,8 bp (HelLa) und 10,5 bp (MCF7); Abb. 26). Dies schliefl3t jedoch
korrekte Reparatur nicht aus. So wurde in MCF7-Extrakten die zweithdchste
Genauigkeitsrate mit 70 % korrekt reparierten Brichen trotz mittlerer Deletionslange von
10 bp ermittelt. Diese Beobachtung zeigt, dass Tumorzellen dhnlich wie Normalzellen ein
gewisses Spektrum an Deletionen aufweisen. Sie reparieren Uberwiegend korrekt, jedoch

gibt es auch einige Ausnahmen.
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3.3. In vitro Doppelstrangbruch-Reparatur in humanen Tumorzellen

Das in dieser Arbeit etablierte in vitro EJ-System ermdglicht es, signifikante Unterschiede im
DSB-Reparaturverhalten zwischen einzelnen Zelllinien zu erkennen. Um zu testen, ob damit
auch relevante Unterschiede in der Reparatur individueller Tumorzelllinien entdeckt werden
kénnen, wurden CFEs aus 8 verschiedenen Plattenepithelkarzinom-Zelllinien des Hals-
/Kopf-Bereiches hergestellt und untersucht. Als Substrate flr die Untersuchung des
klassischen End-Joinings wurden die linearisierten Plasmide pEJ und pEJSSA eingesetzt.
Das Substrat pEJSSA wurde aullerdem dazu verwendet, um festzustellen, ob die Zellen
SSA als alternativen Reparaturweg verwenden. Dies koénnte etwa in Fallen auftreten, in
denen das klassische NHEJ nicht zur Verfligung steht und die relative Effizienz der
Reparatur durch Ausweichen auf den zusatzlich moéglichen Reparaturweg gesteigert oder

ausgeglichen werden kann.

3.3.1. Kopf-/Hals-Tumorzellen: Gesamt-Effizienz des in vitro End-

Joinings

Um die Gesamt-Effizienz der Reparatur der acht Kopf-/Hals-Tumorzellen zu ermitteln, wurde
die Reparaturreaktion nach Standardbedingungen durchgefiihrt und die Produkte Uber
Southern-Blots analysiert. In Abb. 27 sind reprasentative Blots von EJ-Produkten der zwei
Plasmid-Substrate pEJ (Abb. 27 A) und pEJSSA (Abb. 27 B) dargestellt. Um sicherzustellen,
dass die Produkte ausschlief3lich durch Einwirkung des CFE entstanden sind, wurde zur
Kontrolle das linearisierte Substrat nach 0 h Reparaturzeit aufgetragen (Abb. 27; Spur1, lin 0,
Reaktion wurde direkt nach Zugabe des CFE gestoppt). Als Marker flir die Positionen der
zirkularen Plasmid-Formen wurden jeweils unbehandelte Plasmide aufgetragen (Abb. 27,
Spur 2, unb.).

Anhand der Bandenintensitaten in Abb. 27 ist zu erkennen, dass sich die Zelllinien in ihren
Produktbildungseffizienzen im Southern-Blot unterscheiden. Die einzigen Produkte, welche
in allen Extrakten gebildet wurden, sind Dimere. Sie bildeten das haufigste Produkt in den
EJ-Reaktionen. In den Effizienzen der Bildung dieser Dimere gab es leichte Schwankungen
zwischen den Zelllinien. Tri-, Tetra- und héhere Multimere wurden weniger haufig gebildet.
Der gréRte Unterschied war an der Bildungseffizienz der zirkuldren Produktformen
auszumachen (Abb. 27, oc). Hier gab es Zelllinien, die sehr wenig zirkulare Produkte
hervorbrachten (UTSCC8; UTSCCS5). Diese Zellen waren allgemein schlecht in ihrer
Reparatureffizienz. Andere Zellen bildeten dagegen sehr effizient zirkulare Produkte (FaDu,
SKX, UTSCC14, Cal33). Je effizienter deren Bildung desto wahrscheinlicher war auch das

Vorhandensein von hoheren Multimeren.
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Abbildung 27: Tumorzelllinien unterscheiden sich in ihrer in vitro End-Joining-Kapazitit.

Die Southern-Blots zeigen die Produkte der End-Joining-Reaktionen in CFEs aus den angezeigten Hals-
/Kopf-Tumorzelllinien. Die Reaktionen wurden unter Standard-Bedingungen durchgefuhrt unter
Verwendung des Hindlll/Pstl-linearisierten Plasmids pEJ (A) und pEJSSA (B). Zur Kontrolle wurde
linearisiertes (lin 0) und unverdautes (unb.) Plasmid aufgetragen. A zeigt den gleichen Blot wie in Abb. 18
mit weniger Belichtung.
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Im Vergleich der beiden Plasmid-Substrate pEJ und pEJSSA lieferten die Zellen mit beiden
Substraten im Grunde ahnliche Gesamteffizienzen. Aus diesem Grund wird im Folgenden

auf das Plasmid pEJSSA nur in Bezug auf die Wahl des Reparaturwegs eingegangen.

X - °
N 80 X 80
N N
s c
2 o 701
N ‘N
= 72977 =
£ 77 &
1 55%% L Z
RRRZ [ 144944
(=2} 5555 555
195%%: =] 1995%:
g i = 5%
194444 — 'I"
£ 5% c 5
[} 5555 = 5955
55%% [} 5555
] 9555 5555
%555 ? 9555
- 9% o 7
c % .
w o g o
$955%: w 7995
. 555 9555
° 95%% - %555
o 14992 Q 199994
1 SRRRR 124444
9% = %
555%: 7555
5555 %555
7727 %555,
9555 5%
SRRRZ 4444
144944 'I“
%5%%; 2555
122224 452524

Abbildung 28: Unterschiede in der Gesamteffizienz des End-Joinings in CFE aus Hals-/Kopf-
Tumorzelllinien.

Es wurden in vitro End-Joinings mit 8 verschiedenen Hals-/Kopf-Tumorzelllinien unter Verwendung der
Plasmid-Substrate pEJ (A) und pEJSSA (B) durchgefilhrt. Die relative Gesamteffizienz des End-
Joinings wurde ermittelt aus dem Quotienten des Produkt-Signals im Southern-Blot und dem
Gesamtsignal (Produkte + Input). Bei diesen Daten handelt es sich um normierte Mittelwerte aus je 5
Southern-Blot-Analysen pro Plasmid.

In Abb. 28 ist die Quantifizierung (Mittelwerte aus jeweils 5 Versuchen) der relativen Gesamt-
Effizienzen des EJs mit pEJ gezeigt. Die Extrakte variieren mit einer Bandbreite von der
niedrigsten Reparatureffizienz bei UTSCC5 von 27 % bis zur hdchsten Effizienz von 63 %
gemessen bei FaDu. Im Gegensatz zur Gesamtreparatur unterscheiden sich die Zelllinien
auffallig wenig in der Effizienz, mit der Dimere verknlpft werden (Abb. 29). Sie liegt bei allen
Zellen bei ca. 24 %.
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Abbildung 29: Quantifizierung der Dimere, welche als haufigste Produkte des End-Joinings in
CFE aus Hals-/Kopf-Tumorzelllinien auftreten.

Es wurden in vitro End-Joinings mit 8 verschiedenen Kopf/Hals-Tumorzelllinien unter Verwendung der
Plasmid-Substrate pEJ (A) und pEJSSA (B) durchgefiihrt. Die relative Dimer-Bildungseffizienz wurde
ermittelt aus dem Quotienten des Southern-Blot Produkt-Signals (Dimere) und dem Gesamtsignal
(Produkte + Input).

Obwohl die zirkularen Produkte nicht den Hauptteil des EJs ausmachen, sind besonders an
ihrer Bildungskapazitat die grolen Unterschiede zwischen den Zellen zu erkennen. Wie
vorher bereits in dieser Arbeit erldutert wurde, sind die zirkuldren Produkte
ausschlaggebend, da nur sie den komplexen Mechanismus des EJs und nicht nur reine
Ligase-Aktivitat darstellen. Die Quantifizierung dazu (Abb. 30) deckt deutliche
Kapazitatsunterschiede auf. Die niedrigste Effizienz weisen UTSCC8 (1,9 %) und UTSCC5
(1,8 %) auf. Eine mittlere Effizienz ist bei XF354 (9,9 %), SKX (10,6 %) und Cal33 (12,9 %)
zu finden. SAS und UTSCC14 bilden im Mittel zu 17,8 % zirkuldre Produkte, und FaDu ist mit
24,1 % am effizientesten.

Diese Ergebnisse zeigen, dass sich die Tumorzelllinien deutlich in ihren Effizienzen
unterscheiden, mit denen sie zirkulare Produkte bilden. Wenig oder keine Unterschiede sind
bei der Bildung von Dimeren zu erkennen. Daraus lasst sich folgern, dass sich
Reparaturkapazitaten verschiedener Zellen nur anhand von zirkuldaren Monomeren messen

lassen.
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Abbildung 30: Die Unterschiede in den End-Joining-Kapazitaten der Tumorzelllinien zeigen sich
in der Bildungseffizienz fiir zirkulare Produkte.

Die Abbildung zeigt die Quantifizierung nur der zirkuldren Produktsignale im Southern-Blot aus 5 in vitro
End-Joining-Reaktionen mit den Substraten pEJ (A) und pEJSSA (B).

3.3.2. Single-Strand Annealing als Reparaturmoglichkeit

Die Effizienzen flr zirkulare Produkte sind bei der Verwendung von pEJSSA im Southern-
Blot insgesamt niedriger als bei pEJ (Abb. 30 A und B). Bei SAS, UTSCCS8 und FaDu ist
diese Verringerung nur minimal. Bei den Ubrigen Extrakten fallt die Abnahme der zirkularen
Produkte starker aus. Bei Cal33, UTSCC5, XF354 und SKX werden sogar nur noch halb so
viele Zirkel gebildet. Was der Grund fir die unterschiedlichen Bildungseffizienzen zwischen
pEJ und pEJSSA sein kann, ist zurzeit nicht geklart. Allerdings ist der einzige Unterschied
zwischen den beiden Plasmiden, dass pEJSSA homologe Sequenzen beidseitig des DSBs
besitzt. Es koénnte sein, dass diese Einfluss auf die Reparatur haben, etwa indem sie die
Regulation der Reparaturwege beeinflussen, denn nur mit diesen homologen Abschnitten
kommt SSA als zusatzliche Reparaturmaéglichkeit in Frage.

Die Verwendung von pEJSSA als Substrat bewirkte nur bei XF354 und FaDu eine
Steigerung der Dimer-Bildung (XF354: + 1,9 %; FaDu: + 8,5 %). Bei allen anderen kam es zu
einer Verringerung der Dimer-Bildung (Abb. 29). Sie war am starksten bei UTSCC5
ausgepragt (- 8,3 %). Die grofite Wirkung der Verwendung von pEJSSA war auf die

zirkularen Produkte zu erkennen. lhre Bildungskapazitat verringerte sich bei Cal33,
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UTSCC5, XF354 und SKX um die Halfte oder mehr. Auch die Kapazitaten aller anderen
Zellen verringerten sich (Abb. 30 B).

Es lasst sich also festhalten, dass diese zusatzliche Option des SSA insgesamt nicht zu
einer Steigerung in der EJ-Effizienz der Tumorzell-Extrakte fuhrt. Es ist sogar eher
umgekehrt, dass es gerade bei den wichtigen zirkularen Produkten zu einer Verringerung der

Effizienz kommt.

3.3.3. Kopf-/Hals-Tumorzellen im Transformationsassay:

Bildungskapazitat zirkularer Reparaturprodukte

Wie in dieser Arbeit bereits beschrieben wurde, fihren die zirkularen Produkte aus der in
vitro EJ-Reaktion zur Koloniebildung im Transformationsassay. Es sollte Uberprift werden,
ob die quantitativen Unterschiede, die sich im Southern-Blot so klar darstellen, auch im
Transformationsassay zu bestatigen sind. Der in dieser Arbeit entwickelte
Transformationsassay ist eine hervorragende Methode, um sehr spezifisch zirkulare
Produkte aus dem in vitro EJ zu messen. Diese direkte Transformation der
Reparaturprodukte in Bakterien wurde mit den 8 Tumorzelllinien durchgefihrt. Dabei
entspricht eine hohe Anzahl an Bakterienkolonien einer hohen Bildungskapazitat fur high-
fidelity Produkte. In Abb. 31 sind die Koloniezahlen aufgetragen, die aus 1 ng eingesetztem,
linearem Substrat hervorgegangen sind.

Es zeigt sich deutlich, wie unterschiedlich effizient die einzelnen Zelllinien high-fidelity
Produkte bilden kénnen. SAS (247 Kolonien), UTSCC14 (288 K.) und FaDu (282 Kolonien)
weisen eine sehr hohe Koloniebildungskapazitat auf. Eine mittlere Effizienz zeigt sich bei
Cal33 (141 K.), XF354 (134 K.) und SKX (104 K.). Am schlechtesten kdnnen UTSCC5 (29
K.) und UTSCCS8 (16 K.) zirkulére Produkte bilden. Aufgrund der Ahnlichkeit der Ergebnisse
aus Southern-Blot (Abb. 28) und Transformationsassay (Abb. 31) wurden beide Methoden
direkt quantitativ verglichen. Abb. 32 zeigt, dass beide signifikant miteinander korrelieren
(p = 0,0087). Das bedeutet, dass die individuelle EJ-Gesamteffizienz, die sich in der Bildung
zirkularer Reparaturprodukte spiegelt, sowohl iber die Southern-Blot-Analyse als auch Uber
den Transformationsassay bestimmt werden kann. Die linearen Produkte sind allerdings
nicht fir diese Korrelation verantwortlich, da zwischen ihnen und der
Transformationseffizienz kein signifikanter Zusammenhang besteht (p = 0,3212, Abb. 32 B).
Werden sie in die Korrelation mit einbezogen, schwachen sie also den Zusammenhang.
Tatsachlich sind die zirkularen Produktformen ausschlaggebend. Im direkten Vergleich der

Effizienz flr Zirkel aus dem Southern-Blot mit der Transformationseffizienz zeigt sich eine
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erhdhte Signifikanz von p = 0,0006 (Abb. 33) im Gegensatz zur Gesamteffizient mit
p = 0,0087.
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Abbildung 31: Mit Hilfe des Transformationsassays lassen sich klassische NHEJ-Kapazitidten
quantitativ messen.

Nach dem in vitro End-Joining mit den Plasmid-Substraten pEJ (A) und pEJSSA (B) wurden die
Reparaturprodukte dem Transformationsassay unterzogen. Dargestellt ist die Anzahl an
Bakterienkolonien, die 1 ng Substrat entsprechen. Fir jedes CFE und Plasmid-Substrat wurden jeweils
3 End-Joining-Reaktionen durchgefiihrt und fur jede Reaktion mindestens zwei Transformationsassays.
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Abbildung 32: Korrelationen der End-Joining-Effizienzen ermittelt durch Southern-Blot und
Transformationsassay.

(A) Die End-Joining-Effizienzen fir die Gesamtheit der Produkte aus den Southern-Blot-Analysen sind
aufgetragen gegen die Koloniebildung im Transformationsassay (pEJ: p = 0,0087, r’ = 0,7093; pEJSSA:
p = 0,0022, = 0,8125). (B) Die End-Joining-Effizienzen fir die linearen Multimere aus den Southern-
Blot-Analysen sind aufgetragen gegen die Koloniebildung im Transformationsassay (pEJ: p = 0,3212,
r? = 0,1630; pEJSSA: p = 0,1955, I* = 0,2612).
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Abbildung 33: Korrelation der End-Joining-Effizienzen aus Southern-Blot und Transformations-
assay.

Die End-Joining-Effizienzen fir zirkuldare Produkte aus Southern-Blot-Analysen sind aufgetragen gegen
die Koloniebildung im Transformationsassay. Fur beide Plasmidsubstrate pEJ (A) und pEJSSA (B) zeigt
sich ein signifikanter Zusammenhang (pEJ: p = 0,0006, r? = 0,8764; pEJSSA: p = 0,0066, = 0,7338).

3.3.4. Reparaturgenauigkeit humaner Kopf-/Hals-Tumorzellen in vitro

Wie schon in Abschnitt 3.1.4 beschrieben wurde, ist die Bildung von Bakterienkolonien im
Transformationsassay ein Hinweis darauf, dass im CFE nicht nur Ligation sondern der
Reparaturprozess des NHEJ mit all seinen Komponenten stattfindet. Die CFEs aller
getesteten Tumorzellen zeigten Koloniebildung. Allerdings gab es Unterschiede in der
Effizienz der Bildung zirkularer Produkte. Es sollte Uberpriift werden, ob sich diese Effizienz-
Unterschiede auch in der Genauigkeit der Reparatur widerspiegeln. Dazu wurden Kolonie-
PCRs direkt aus den Kolonien nach dem Transformationsassay durchgefiuhrt. Es wurden
insgesamt 421 Amplifikate sequenziert und im Vergleich zur Original-Sequenz an der
Bruchstelle ausgewertet. Die mittleren Deletionslangen der Tumorzellen lagen zwischen 0,67
bp (UTSCC5) und 6,1 bp (FaDu) (Abb. 34). Das bedeutet, dass Enddegradation nur selten
Uber den Bereich der 4 Basen der einzelstrangigen Uberhdnge am DSB hinausgeht. Sie
stellt zumeist die Prozessierung der DNA-Enden im Rahmen des klassischen NHEJ dar, um
die Enden ligierbar zu machen. Eine hohe Genauigkeit weisen UTSCC5 mit 74 % und XF354
mit 72 % korrekter Reparatur ohne jeglichen Basenverlust auf. Bei SAS und Cal33 zeigen
51 % der Enden-Verknipfungen keine Deletionen, bei UTSCC8 sind dies 53 %, bei
UTSCC14 41 % und bei SKX 37 %. Das hochste Mal an unkorrekter Reparatur zeigt sich in
FaDu-Zellen mit einer mittleren Deletionslange von 6,1 bp. Nur 7% der Junktionen zeigen
keinen Basenverlust. Allerdings liegen auch in FaDu-Zellen 88 % der Deletionen

ausschlieRlich im Bereich der einzelstrangigen Uberhange.
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Diese Ergebnisse zeigen, dass die DNA-Enden in den Tumorzellen generell stabil sind. Eine
Korrelation zwischen der EJ-Effizienz und der Reparaturgenauigkeit besteht nicht (ohne
Abbildung). Das bedeutet, dass trotz teilweise niedriger Effizienz die Reparatur immer sehr
genau ist. Vorherige Beobachtungen, dass Tumorzellen generell ungenau reparieren
(Bentley et al., 2004; Bentley et al., 2009; Shin et al., 2006), kann hier nicht bestatigt werden.
Die Genauigkeit der Reparatur betrifft in diesem Fall speziell die des NHEJ. Die Verwendung

anderer Reparaturmechanismen soll im folgenden Kapitel betrachtet werden.
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Abbildung 34: Die Deletionsldngen an reparierten DSBs aus in vitro End-Joinings in Hals-/Kopf-
Tumorzelllinien sind gering und beschrinken sich auf die Uberhinge an den DSBs.
Die mittleren Deletionslangen wurden ermittelt durch Kolonie-PCR der Reparaturstelle nach

Transformationsassay und anschlielender Sequenzierung.

62



Resultate

P N XF354 M UTSCCS
A
~598 bp = NHEJ
430 bp = SSA
B
1001 —
—r
1
°\°_‘ 757
o) 4
o
S
-
=
© 504
—
©
Q.
Q
14
25
c 1 1 1 1 1 1 1 1
9 D D 5 & N\
F L N L Qngo 6{1\' S
O &7

Abbildung 35: Wahl des Reparaturweges.

(A) Unter Verwendung des Plasmids pEJSSA in der End-Joining-Reaktion wurde durch Kolonie-PCR
und Agarosegel-Analyse die Verteilung der Reparaturwege ermittelt. Ein iber NHEJ verknlpfter DSB
fuhrt im in vitro End-Joining zu einem ca. 598 bp groflien PCR-Produkt. Wurde SSA als Reparaturweg
verwendet, entsteht ein exakt 430 bp groRes PCR-Produkt. Reprasentativ sind je 7 Kolonie-PCRs von
XF354 und UTSCC5 dargestellt (SAS n=67, Cal33 n=66, UTSCC8 n=46, UTSCC14 n=50, UTSCC5
n=58, XF354 n=56, SKX n=84, FaDu n=84). P = Positivkontrolle, N = Negativkontrolle, M = Marker,
1 kb-Leiter. (B) Prozentuale Auswertung der Verwendung von NHEJ oder SSA im in vitro End-Joining.

3.3.5. Die Wahl des Reparaturweges (Pathway-Choice)

Tumorzellen weisen haufig eine erhéhte Anzahl an chromosomalen Aberrationen auf. Der
Mechanismus, der zu diesen chromosomalen Veranderungen flhrt, ist jedoch nicht bekannt.
Weil durch das EJ (umfasst klassisches und alternatives NHEJ) in vitro keine grofen
Reparaturfehler beobachtet werden konnten, sollte Uberprift werden, ob stattdessen die
Verwendung von SSA der Grund fur das Auftreten von Fehlern ist. SSA geht immer mit
grofien Deletionen einher, die haufig in klinischen Tumoren gefunden werden (Bentley et al.,

2004). Daher wurde in der vorliegenden Arbeit getestet, ob in den Tumorzellen haufig das
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fehlerhafte SSA eingesetzt wird. Dazu wurde in den Reparatur-Reaktionen wie beschrieben
das Plasmid pEJSSA verwendet, welches sowohl Gber NHEJ als auch tUber SSA repariert
werden kann. Dieses Plasmid wurde in unserem Labor konstruiert (Mansour et al., 2008). In
dem Plasmid liegen beidseitig der Restriktionsschnittstelle homologe Sequenzen von 50 bp
Lange vor. Kommt es zum SSA, so werden die 5-Enden des DSBs reseziert. Die langen,
Uberhdngenden 3°-Einzelstrange paaren im Bereich der Homologie. Die Uberstehenden
Einzelstrange (flap ends) werden entfernt und die bestehenden Licken aufgefillt. Es wird so
eine Deletion von definierter GroRe (168 bp) generiert. Wird die Reparaturstelle mittels PCR
amplifiziert, ist der Unterschied zwischen einem NHEJ-Ereignis und einem SSA im
Agarosegel optisch anhand der Bandengrofle klar auszumachen (Abb. 35 A). Zur
Bestatigung des SSA wurden diese Banden zusatzlich aus dem Gel ausgeschnitten, die
DNA aufgereinigt und sequenziert. Alle Extrakte zeigen SSA mit einer Haufigkeit zwischen 0
und 9 % (Abb. 35 B). Die SKX-Zelle weist einen aulergewdhnlich hohen SSA-Anteil von
25 % auf (siehe auch Kasten-Pisula et al., 2009).

3.4. Strahlenempfindlichkeit humaner Kopf-/Hals-Tumorzellen in vivo

Der in dieser Arbeit vorgestellte in vitro EJ-Assay stellt einen funktionellen Ansatz dar, um zu
erkennen, wie stark und warum Tumorzellen in ihrer Antwort auf ionisierende Strahlung
variieren. Damit kdnnen genomische und proteomische Analysen relevant erganzt werden.
Als Methode, um die gesamte zelluldre Strahlenantwort zusammenfassend zu beurteilen,
wurde der Koloniebildungstest gewahlt.

Dazu wurde in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Dr. U. Kasten-Pisula das
Zelliberleben der acht Tumorzelllinien nach Bestrahlung mit 3 und 6 Gy Rdntgen im Kolonie-
Test bestimmt. Die Zellen wurden kultiviert bis sie konfluent waren und wurden anschlie3end
mit 0, 3 und 6 Gy bestrahlt. Nach Bestrahlung wurden sie fir 14 h weiterkultiviert und erst
danach in definierten Zellzahlen neu ausgesat. Nach einer weiteren Inkubation von ca.
14 Tagen wurden Kolonien, mehr als 50 Zellen aufwiesen, als Uberlebende Kolonien
ausgezahlt. Abb. 36 zeigt, dass die Strahlenempfindlichkeit der Tumorzellen stark variiert.
SKX ist extrem strahlensensibel und zeigte bei 6 Gy Bestrahlung bereits keine
Koloniebildung mehr. XF354 ist ebenfalls strahlensensitiv. UTSCC5, UTSCC8 und Cal33
zeigen eine mittlere Strahlenempfindlichkeit und SAS, UTSCC14 und FaDu sind relativ

resistent.

Zur Untersuchung der DSB-Reparatur in vivo eignet sich der indirekte Nachweis eines DSBs

uber die immunologische Anfarbung von yH2AX. Die Isoform H2AX macht ca. 10 % des
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Histons H2A aus, eines der flnf Haupt-Histon-Proteine, und ist im Chromatin gleichmafig
verteilt (van Attikum et al., 2005). Nachdem ein DSB entstanden ist, werden einige Tausend
H2AX-Proteine innerhalb von Minuten am Ser139 U(ber einen Bereich von mehreren
Megabasen phosphoryliert (Rogakou et al., 1998). Das phosphorylierte Histon wird yH2AX
genannt. Es kann mit spezifischen Antikdrpern angefarbt und fluoreszenzmikroskopisch als
Fokus sichtbar gemacht und ausgewertet werden. Bei der Auswertung ist der DNA-Gehalt zu
beachten, der je nach Zelllinie variieren kann. Eine Zelle mit hdherem DNA-Gehalt kann
aufgrund ihrer GroRRe durch die Bestrahlung mehr Schaden erlitten haben, als eine kleinere
Zelle mit geringerem DNA-Gehalt. Aus diesem Grund wird auf gleichen DNA-Gehalt
normiert. Mit Hilfe dieser yH2AX-Foci-Technik wurde untersucht, wie hoch die Kapazitat der

Zellen in vivo ist, DNA-DSBs zu reparieren.
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Abbildung 36: Zelliiberleben von Hals-/Kopf-Tumorzelllinien nach Bestrahlung.
Die Uberlebensfraktionen wurden anhand des Koloniebildungstests ermittelt. Die Zellen wurden im
konfluenten Zustand mit den angezeigten Dosen bestrahlt, nach 14 h in definierter Zellzahl neu ausgesat
und nach 14 Tagen ausgewertet (Daten in Zusammenarbeit mit Kasten-Pisula et al.).

Die Zellen wurden mit 3 Gy bestrahlt und nach 24 h Reparaturzeit fixiert. Durch
Immunfluoreszenz-Farbung wurden die residuellen YH2AX-Foci in rot angefarbt und die DNA
des Kerns mit DNA-Farbstoff in blau gegengefarbt, so dass die einzelnen Foci ausgezahit
werden konnten (Abb. 37 A). Abb. 37 B zeigt die durchschnittliche Anzahl von residuellen
YH2AX-Foci pro Zelle 24 h nach Bestrahlung mit 3 Gy. Obwohl den Tumor-Zellen durch die

gleiche Dosis ionisierender Strahlung die gleiche Anzahl von Schaden zugefligt wurde, ist zu
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erkennen, dass nicht alle Zellen in der Lage waren, samtliche Schaden zu beheben. Am
effektivsten haben UTSCC14 mit 1,8 und FaDu mit 2,1 residuellen Foci repariert. Es folgen
UTSCCS8 (2,7 Foci), Cal33 (2,8 Foci), UTSCC5 (3,5 Foci), SAS (4,3 Foci) und XF354 (4,6
Foci). Die meisten unreparierten Schaden liegen nach 24 h bei SKX vor (9,3 Foci).

residuelle YH2AX-Foci
(24h nach 3Gy)

Abbildung 37: Zelluldre Strahlenantwort von Hals-/Kopf-Tumorzelllinien.

(A) Reprasentative Abbildung von yH2AX-Foci in der Immunfluoreszenz. Das obere Bild zeigt die
unbestrahlte Kontrolle. Auf dem unteren Bild sind residuelle Foci nach 6 Gy zu sehen. Rot: yH2AX-Foci;
blau: Gegenfarbung des Kerns mit DAPI. (B) Reparatur von DSBs in vivo. Residuelle DSBs wurden
durch die YH2AX-Foci-Technik 24 h nach Bestrahlung ermittelt. (Daten in Zusammenarbeit mit Kasten-
Pisula et al.).

Der Vergleich von DSB-Reparatur und Zelliberleben zeigt in Abb. 38 den signifikanten
Zusammenhang (p = 0,0077) zwischen der Uberlebensfraktion (3 Gy) und den residuellen
YH2AX-Foci (3 Gy). Diese Korrelation wird mafgeblich durch die Zelllinie SKX bewirkt, da
diese eine besonders hohe Strahlenempfindlichkeit und hohe Anzahl von residuellen Foci

aufweist.
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Abbildung 38: Korrelation von Zelliiberleben und residuellen YH2AX-Foci nach 3 Gy Bestrahlung.
Es wurde die Uberlebensfraktion der Zellen nach Bestrahlung mit 3 Gy (ermittelt durch den
Koloniebildungstest) gegen die Anzahl der residuellen YH2AX-Foci pro Zelle aufgetragen (p = 0,0077,
r?=0,7205).

3.5. Korrelation von zellularer Strahlenantwort und in Vvitro

Reparaturkapazitat

Nachdem das Zelliberleben und die residuellen yH2AX-Foci nach Bestrahlung als
Endpunkte fur die in vivo Strahlenantwort vorlagen, haben wir gefragt, ob die DSB-Reparatur
im zellfreien System der zellularen Strahlenantwort entspricht. Dazu wurde die Bakterien-
Transformationseffizienz mit dem Zelliberleben verglichen (Abb. 39). Es ist ein Trend zu
erkennen, der zeigt, dass je hoher die Reparatur-Kapazitat im Transformationsassay ist,
umso hoéher ist auch das Zelliberleben nach Bestrahlung. Dieser Trend ist nicht signifikant
(Abb. 39, grau gestrichelte Gerade). Die zwei Zelllinien UTSCC5 und UTSCCS8 zeigen eine
auffallig hohe Uberlebensrate nach Bestrahlung. Ohne diese Zelllinien ist der
Zusammenhang zwischen beiden Endpunkten signifikant (p = 0,0216 fur pEJ; p = 0,0196 fur
pEJSSA; Abb. 39 schwarze Gerade).
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Abbildung 39: Korrelation der Uberlebensfraktion nach 3 Gy mit der Bakterien-

Transformationseffizienz aus dem in vitro End-Joining-Assay.

Die graue Gerade zeigt die lineare Regression aller acht Zelllinien (grau gestrichelte Gerade; pEJ:

p = 0,2464, r? = 0,2156; pEJSSA: p = 0,1921, = 0,2646). Werden die Zellen UTSCC5 und UTSCC8

aus der linearen Regression ausgeschlossen, besteht ein signifikanter Zusammenhang zwischen der

Uberlebensfraktion nach Bestrahlung und der Transformationseffizienz des in vitro End-Joining-Assays

(schwarze Gerade, pEJ: p = 0,0216, = 0,7699; pEJSSA: p = 0,0196, = 0,7802).
Der Grund fir die hohe Strahlenresistenz kdnnte sein, dass diese Zellen ein besonders
hohes Erholungsvermdégen in der Ruhephase haben (sogenanntes ,potentially lethal damage
repair‘, PLDR in der Konfluenz), wahrend in der exponentiellen Wachstumsphase, in der die
Proteinextrakte gewonnen wurden, das Erholungsvermdgen nur gering ausgepragt ist. Um
das zu testen, wurde ein Koloniebildungstest durchgefihrt, bei dem die beiden Zelllinien im
konfluenten oder im exponentiellen Zustand bestrahlt wurden (Abb. 40). Der Unterschied der
Uberlebensfraktionen von konfluenten und exponentiell wachsenden Zellen ist nur gering.
Nach 6 Gy Bestrahlung zeigen die konfluent bestrahlten Zellen eine minimal hdhere
Strahlenresistenz. Offenbar existieren Mechanismen, die Einfluss auf Zelliberleben und
Reparaturkapazitat austben, die aber in diesen Systemen noch nicht erfasst werden

konnen.
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Abbildung 40: Vergleich des Zelliiberlebens von konfluent und exponentiell wachsenden UTSCC8
und UTSCC5 nach Bestrahlung mit 3 und 6 Gy.

Die Uberlebensfraktionen wurden anhand des Koloniebildungstests ermittelt. Die Zellen wurden im
exponentiellen und konfluenten Zustand mit den angezeigten Dosen bestrahlt und nach 14 h in
definierter Zellzahl neu ausgesat. Nach 14 Tagen wurden die Kolonietests ausgewertet.

Als nachstes sollte untersucht werden, ob die in vivo Reparaturkapazitat der Zelle der in vitro
Reparatureffizienz entspricht. Dazu wurden die residuellen YH2AX-Foci gegen die Anzahl der
Bakterienkolonien aus dem Transformationsassay aufgetragen (Abb. 41). Die lineare
Regression der Daten ist mit p = 0,4762 (pEJ) und p = 0,5478 (pEJSSA) nicht signifikant.
Auch in diesem Fall sind die Zelllinien UTSCC5 und UTSCCS8 auffallig, da sie trotz niedriger
Anzahl an residuellen Foci eine extrem schwache Bakterien-Transformationseffizienz

aufweisen.
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Abbildung 41: Korrelation von residuellen YH2AX-Foci 24 h nach 3 Gy mit der Bakterien-
Transformationseffizienz aus dem in vitro End-Joining-Assay.

Die graue Gerade zeigt die lineare Regression aller acht Tumor-Zelllinien (grau gestrichelte Gerade, pEJ:
p=0,4762, r?= 0,08774; pEJSSA: p = 0,5478, = 0,06330). Auch nach Ausschluss von UTSCC5 und UTSCC8
aus der linearen Regression besteht kein signifikanter Zusammenhang zwischen residuellen yH2AX-Foci und
der Transformationseffizienz des in vitro End-Joining-Assays (schwarze, durchgezogene Gerade, pEJ:
p =0,1077, r* = 0,5163; pEJSSA: p = 0,2166, = 0,3494).

3.6. Korrelation zwischen der Wahl des Reparaturweges und der Anzahl

residueller Foci

Eine hohe Anzahl an nicht reparierten DSBs in der Zelle bedeutet, dass die Reparatur nicht
stattfinden konnte. Die Grinde fir die unterschiedlich hohen Zahlen an residuellen Foci sind
nicht ausreichend bekannt. Da die Reparatur tber das klassische NHEJ eigentlich sehr
schnell ablauft, war es im Falle der residuellen Foci offenbar nicht erfolgreich. Eine hohe
Rate an Enddegradation kann ein klassisches End-Joining verhindern, da lange
Einzelstrange kein adaquates Substrat fir NHEJ darstellen. In vivo kann diese anfangliche
Resektion der DNA-Enden zu unreparierten DSBs fihren, wenn keine geeigneten
homologen Sequenzen fir die Reparatur Uber SSA vorliegen. Durch die homologen
Sequenzen in pEJSSA kann in vitro SSA als Reparaturmdglichkeit genutzt werden. Ob das
fehlgeschlagene NHEJ oder eine erhohte Enddegradation Ausléser flir eine vermehrte

Nutzung des SSA sind, ist nicht bekannt.
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Es sollte also untersucht werden, ob ein Zusammenhang besteht zwischen der Anzahl an
nicht reparierten DSBs und der Haufigkeit der Verwendung des SSA. Dazu wurden die
Haufigkeiten des SSA gegen die Anzahl der residuellen Foci aufgetragen (Abb. 42). Der
Zusammenhang, der sich daraus ergibt, ist signifikant mit p = 0,0034.
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Abbildung 42: Korrelation der Verwendungshaufigkeit von SSA in vitro mit der Anzahl an
residuellen YH2AX-Foci 24 h nach 3 Gy.

Die Verwendungshaufigkeit von SSA wurde durch Sequenzierung der Reparaturstellen im Plasmid
pEJSSA ermittelt. Es besteht ein signifikanter Zusammenhang mit p = 0,0034, r? = 0,7840.
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4. Diskussion

In dieser Arbeit wurde die Hypothese verfolgt, dass humane Tumore sowohl in ihrer
Gesamtreparaturkapazitat variieren als auch im Grad der Reparaturgenauigkeit z. B. durch
haufigen Gebrauch von ,ungeeigneten Reparaturwegen, die in der Folge sowohl die
genomische Instabilitdt als auch die Tumorempfindlichkeit (Sensitivitat) bestimmen kdnnen.
Das Ziel dieser Arbeit war es, einen ex vivolin vitro DSB-Reparatur-Assay aufzustellen und
zu validieren, mit dem die Reparatur-Quantitat, Qualitdt und Wahl des Reparatur-Pfades in
einer Reihe von humanen Kopf-/Hals-Tumor-Zelllinien untersucht werden kann. Mithilfe
dieses Werkzeugs sollte getestet werden, ob Tumorzellen haufig Reparatur-Wege einsetzen,
die zu fehlerhafter Reparatur fihren wie alternative End-Joining-Mechanismen oder SSA.
Auflerdem sollte verglichen werden, ob die Effizienz und die Genauigkeit der in vitro

Reparatur mit der zellularen Strahlenempfindlichkeit in vivo zu korrelieren ist.

4.1. Zirkulare Produkte sind spezifisch fiir klassisches NHEJ

Mit Hilfe der Methode des in vitro End-Joining-Assays konnten viele Einblicke in den Ablauf
des NHEJ und das Zusammenspiel seiner Kernfaktoren gewonnen werden. Die ersten
funktionellen Reparaturuntersuchungen wurden in vitro mit Extrakten aus Xenopus laevis-
Eiern vorgenommen. Es folgten Extrakte aus etablierten Sdugerzelllinien. Diesen ersten in
vitro End-Joining-Methoden ist gemeinsam, dass die Extrakte eine grole Masse an Zellen
als Ausgangsmaterial bendtigten. So mussten Kulturen von mehr als 8 x 10° Zellen
herangezogen werden, um daraus Extrakte herstellen zu kénnen (Baumann et al., 1998). Die
sogenannte ,micro-scale“ Praparation ermdglichte es, die benétigte Zellzahl auf ca. 1 x 10°
Zellen zu verringern (Diggle et al., 2003). Allerdings erbrachten Extrakte, die nach dieser
Methode gewonnen wurden, meist nur maRige Reparatureffizienzen. Die Produkte aus
diesen Reaktionen bestanden aus linearen, hauptsachlich dimeren Verknipfungen der
Substrate. Es konnten keine rezirkularisierten Substrate festgestellt werden (Bentley et al.,
2009; Diggle et al., 2003; lliakis et al., 2004; Liang et al., 2008; Pastwa et al., 2005; Wang et
al., 2003). In seltenen Fallen wurden Zirkel zwar beobachtet, aber weder separat quantifiziert
noch auf ihre Verknlpfungsgenauigkeit untersucht (Baumann et al., 1998; Cheong et al.,
1998; Perrault et al., 2004; Wang et al., 2001). Es wurde nicht und konnte nicht
unterschieden werden zwischen linearen Multimerprodukten und zirkuldren, monomeren
Produkten. Mit den in der vorliegenden Arbeit verwendeten zellfreien Extrakten konnte neben
linearen Produkten eine effiziente Bildung zirkularer Produkte nachgewiesen werden. In der

Southern Blot-Analyse der Reparaturreaktion konnte die Kapazitat der EJ-Reaktion
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insgesamt beurteilt werden. Auflerdem war es mdglich, die Effizienz zu quantifizieren, mit
der die einzelnen Produkttypen (zirkuldre Produktformen, Dimere, Multimere) gebildet

wurden.

Um festzustellen, welche dieser verschiedenen Produkte tatsachlich von funktioneller
Relevanz fir das klassische NHEJ sind, wurden Reaktionen mit Extrakten durchgefihrt, die
in Kernfaktoren des NHEJ defekt waren. Es konnte gezeigt werden, dass die Defizienz in
Ku80, DNA-PKcs und LiglV dazu fiihrte, dass keine zirkularen Produktformen mehr gebildet
werden konnten. Die Verknipfung zu linearen Dimeren und Multimeren wurde weiterhin
detektiert. Lineare Multimere kdnnen also nicht verlasslich fur die Effizienzbestimmung des
klassischen NHEJ herangezogen werden, da sie auf alternative Reparaturwege zurlickgehen
mussen. Dieses Resultat wird bestatigt durch die Arbeit an Hamster-Zelllinien von Kuhfittig-
Kulle et al., in der gezeigt wurde, dass lineare Multimere sowohl in NHEJ-defizienten als
auch in NHEJ-profizienten Extrakten gebildet werden kénnen. Zirkulare Produkte konnten
auch dort ausschliefdlich in Extrakten mit voll funktionsfahigem, klassischem NHEJ detektiert
werden (Kuhfittig-Kulle et al., 2007). Das bedeutet, dass Dimere und hdhergradige
Multimere, die in Defektmutanten zu finden sind, auf alternative EJ-Wege zurlickzuflihren
sind. Der Grund, warum Uber diese alternative Reparatur keine Zirkel gebildet werden, ist
bisher nicht geklart. Wenn die freien DNA-Enden desselben Plasmids durch Diffusion in
direkte Nahe zueinander gelangen, ist es mdglich, dass sie nur gegen eine gewisse
Torsionsspannung, die durch die zirkulare ,Verkrimmung“ des Plasmids entsteht, von den
Reparaturproteinen zusammengehalten werden kdnnen. Vermutlich ist dies nur durch die
Bindung klassischer NHEJ-Komplexe mdoglich, wahrend die Bindung durch alternative EJ-
Proteine nicht in der Lage ist, die Enden unter dieser Strukturspannung zusammen zu
halten, so dass sie vor der Ligation zu instabil ist. Zirkuldre Produkte entstehen unter den
hier verwendeten Bedingungen nur durch klassisches NHEJ. AuRerdem wurde durch
Auswahl von DSB-Enden, die nicht einfach ligierbar waren, sondern nur durch komplizierte
vorhergehende Prozessierung wieder verknupft werden konnten, sichergestellt, dass es sich
um klassisches End-Joining handeln musste, wenn es zu zirkuldren Reparaturprodukten
kam. Durch reine Ligation konnte es nicht zu zirkularen Produkten kommen. Dies wird
bestatigt durch Arbeiten, in denen inkompatible DNA-Substrate nur mit T4-Ligase behandelt
wurden. Diese nicht-komplementaren Enden konnten dort nur zu linearen Produkten

verschlossen werden (Thode et al., 1990).

Diese Bruchreparatur wurde in vitro hier erstmalig sowohl quantitativ als auch qualitativ
erfasst und analysiert. Da nur zirkulare Produkte klassisches NHEJ widerspiegeln, wurde fur

deren Quantifizierung und qualitative Analyse ein Transformationsassay entwickelt. Ohne
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weitere Auftrennung oder Reinigung wurden alle Reaktionsprodukte — sowohl lineare als
auch zirkulare — nach kurzer Dialyse in Bakterien transformiert. Diese haben die Eigenschaft,
dass sie zirkulare Plasmide replizieren bzw. deren Gene exprimieren kdnnen. Lineare DNA
wird degradiert. Der in dieser Arbeit verwendete Bakterienstamm ist defizient in
RekombinaseA1 (recA17), so dass lineare Plasmide im Bakterium nicht durch Rekombination
homologer Sequenzen verknlpft werden konnten. Nur die Aufnahme zirkularer Produkte
fuhrte dazu, dass die Bakterien die Resistenz gegen das Selektionsantibiotikum ausbilden
konnten. Lineare Produkte flhrten nicht zur Resistenzbildung. Mit Hilfe dieses
Transformationsassays konnte also die Effizienz des klassischen NHEJ gemessen werden,
da nur zirkulare Produkte spezifisch fir klassisches NHEJ sind und zu quantifizierbaren
Kolonien fiihrten. Uber Sequenzierung nur dieser zirkuldren Verknipfungen aus den
entstandenen Bakterienkolonien konnte eine prazise Aussage Uber die Genauigkeit des

NHEJ gemacht werden.

Die Reparatur Uber alternative Wege in den NHEJ-defekten Zellextrakten konnte in der
vorliegenden Arbeit durch Erhéhung des Magnesium-Gehaltes von 8 mM auf 18 mM in der
EJ-Reaktion gesteigert werden. In LiglV-defizienten 180BR-Extrakten, die unter
Standardbedingungen keine Reparatur zeigten, konnte unter erhdhtem Magnesiumgehalt
eine schwache Bildung von Dimeren detektiert werden. Auch in Extrakten von MO59J, die
DNA-PKcs-defizient sind, filhrte die Erhéhung der Magnesium-Konzentration zu einer
Steigerung der EJ-Effizienz von 2 % auf 16 %. Die Produkte bestanden ausschlieflich aus
linearen Di- und Multimeren. In Wildtyp-Extrakten mit funktionsfahigem, klassischem NHEJ
fuhrte die Magnesium-Erhéhung dazu, dass sich zwar die Effizienz nicht wesentlich
veranderte (Verringerung um 3 %), jedoch zirkulare Produkte vollstandig ausblieben. Das
bedeutet, dass ein erhdhter Magnesium-Gehalt hemmend auf die Bildung zirkularer Produkte
wirkt und/oder induzierend auf alternatives EJ. Wie genau Magnesium in diesem
Zusammenhang wirkt, ist bisher nicht vollstandig geklart. Als Faktoren, die am alternativen
EJ beteiligt sind, konnten bisher Liglll, XRCC1 und PARP1 identifiziert werden (Audebert
2004; Wang, 2005 #1867, Wang 2006), die in der Basen-Exzisions-Reparatur (BER)
involviert sind (Kubota et al., 1996; Lindahl et al., 1999; Wilson et al., 1997; Wilson, 1998).
Liglll benétigt im Gegensatz zu LiglV, die bereits in pre-adenyliertem Zustand vorliegt
(Robins et al., 1996), Magnesium als Kofaktor flr ihre Aktivitat. Bei niedrigen oder fehlenden
Magnesium-Konzentrationen liegt sie offenbar in unzureichend oder nicht aktiver Form vor.
Die gesteigerte Aktivitat des alternativen NHEJ unter Anwesenheit von Magnesium ist jedoch
keine Erklarung dafir, dass das klassische NHEJ regelrecht zuriickgedrangt wird bzw. dass
keine zirkuldren Produkte mehr gebildet werden, wie es in MO59K-Extrakten zu beobachten

war. Wahrend des Zellzyklus schwankt die Magnesium-Konzentration im Nukleus. Strick et
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al. haben beobachtet, dass die Magnesium-Konzentration in der Mitose-Phase des
Zellzyklus, in der die DSB-Reparatur neben NHEJ tiber homologe Rekombination stattfindet,
erhoht ist (Strick et al., 2001). In Zellen mit beeintrachtigten Kernfaktoren des NHEJ konnte
durch Wu et al. in dieser Zellzyklusphase eine erhdhte Rate an alternativer Reparatur
beobachtet werden (Wu et al.,, 2008b). Dies bestatigt die in dieser Arbeit gemachte
Beobachtung, dass das alternative EJ unter erhohter Magnesium-Konzentration aktiver ist.
Dazu ist die Arbeit von Hochegger et al. interessant, die PARP1 als Schutzfaktor der
Homologen Rekombination vor der Interferenz durch Ku und LiglV beschreibt (Hochegger et
al., 2006), indem Ku durch PARP1 poly-ADP-ribosyliert wird. Diese Modifikation soll die
Bindung von Ku an die DNA behindern und damit die Affinitdt dieses Proteins zu DSBs
senken. Es stellt sich die Frage, ob diese PARP1-Aktivitat Magnesium-abhangig ist, was
bisher nicht ausdricklich untersucht worden ist und genauer Klarung bedarf.
Zusammengenommen kénnte dies ein Grund fir den Rickgang zirkularer Produkte in NHEJ-
profizienten Zellen unter erhéhter Magnesium-Konzentration sein. Um zu Uberprifen, ob
PARP1 die Zirkelbildung unter erhéhten Magnesium-Konzentrationen hemmt, mussten die

EJ-Reaktionen unter Einfluss eines PARP-Inhibitors wiederholt werden.

4.1.1. Alternatives End-Joining wird durch Ku70/80 behindert

In dieser Arbeit wurden sowohl NHEJ-profiziente als auch —defiziente CFEs auf ihre EJ-
Effizienz und -Genauigkeit getestet. Es sollte untersucht werden, ob mit der Methode des in
vitro EJ-Assays verlasslich die Reparatur Uber klassisches NHEJ dargestellt und die
Verwendung alternativer EJ-Varianten nachgewiesen werden kann. Auflerdem sollte die
Auswahl des Reparaturweges zwischen NHEJ und SSA analysiert werden.

Die quantitative und qualitative Bestimmung des EJs in verschiedenen CFEs konnte Uber
Southern-Blot-Analyse den Einfluss des Fehlens von Kernfaktoren des NHEJs auf die
Gesamt-Effizienz des EJs darstellen. So fuhrte die Abwesenheit des Faktors DNA-PKcs zu
einer Reduktion der Gesamt-Effizienz um 33 % (von 46 % im MOS59K-CFE (Wildtyp) auf
13 % im MO59J-CFE (DNA-PKcs-def.). Diese Beobachtungen werden bestatigt durch
Arbeiten, in denen mit DNA-PKcs-defizienten CFEs oder mit Inhibitoren gegen DNA-PKcs
gearbeitet wurde (Baumann et al.,, 1998; Kuhfittig-Kulle et al., 2007). Jedoch zeigt die
13 %ige Reparatureffizienz in den MO59J-CFEs, dass ein DNA-PKcs-unabhangiger
Reparaturweg existiert, der auch dann EJ zuldsst, wenn klassisches NHEJ nicht arbeiten
kann. In der Literatur wird diese Art der Reparatur als ,alternatives End-Joining“ bezeichnet
(back-up, B-NHEJ) (lliakis et al., 2004; Wang et al., 2003).
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Die Wichtigkeit der DNA-Enden flr die in vitro Reparatur bzw. fir die Aussage, die Uber
deren Produkte getroffen werden kann, wird haufig nicht ausreichend beachtet. In einigen
Arbeiten anderer Arbeitsgruppen wurde beschrieben, dass entgegen der hier gewonnenen
Erkenntnis trotz NHEJ-Defektes nicht immer eine Reduktion der EJ-Effizienz beobachtet
werden konnte (lliakis et al., 2004; Perrault et al., 2004; Wang et al., 2003; Wang et al.,
2001). Dort wurde mit Extrakten aus 180BR und MOS59J gearbeitet, welche auch in dieser
Arbeit verwendet wurden. Jedoch wurde das Plasmid-Substrat mit nur einem
Restriktionsenzym linearisiert, so dass kompatible, Uberhdangende DSB-Enden entstanden.
Fir die Verknupfung dieser Enden sind nicht alle NHEJ-Faktoren erforderlich, sondern im
Prinzip nur Ligase-Aktivitat, die effizient zu Produktbildung fuhrt. Belegt wird dies dadurch,
dass die Verknlpfung solcher Enden allein durch T4-Ligase-Aktivitat moglich ist (Thode et
al., 1990). Dies ist eine Bestatigung daflir, dass es sich bei einem Grofdteil der linearen
Produkte in diesen Arbeiten mit kohasiven DNA-Enden nicht ausschliellich um NHEJ-
Ereignisse handeln kann sondern um Produkte, die durch Ligase-Aktivitat entstanden sind.
Um diese rein auf Ligation beruhende Reparatur in der vorliegenden Arbeit ausschliel3en zu
kénnen, wurden im Hauptteil der Experimente 5- und 3°-Uberhénge an den Bruchenden
kombiniert, so dass diese einzelstrangig aneinanderstielen, also nicht Uberhdngend und

nicht komplementar waren.

In vielen Arbeiten mit zellfreien Systemen wird in Zellen mit Defekten des klassischen NHEJ
immer noch EJ beobachtet. Diese Verknipfungen fiihren (bei inkompatiblen DSB-Enden)
ausschlieBlich zu linearen Produkten (Feldmann et al., 2000; lliakis et al., 2004; Kuhfittig-
Kulle et al., 2007; Liang et al., 2008). So ist der Unterschied zwischen einem Ku80-
defizienten (xrs5) und Wildtyp-CFE (CHO-K1) in der vorliegenden Arbeit nicht allein anhand
der EJ-Effizienz erkennbar, sondern vor allem an der Art der entstandenen Produkte.
Tatsachlich war die Effizienz im Ku80-defizienten CFE gegenuber der im Wildtyp-CFE nicht
zwangslaufig reduziert wie in DNA-PKcs-defizienten CFEs, sondern sogar leicht erhdht (Abb.
24), was auch in Arbeiten anderer Arbeitsgruppen beobachtet werden konnte (Kuhfittig-Kulle
et al.,, 2007; Labhart, 1999a, Labhart, 1999b; Mansour et al., 2008; Wang et al., 2003).
Zirkulare Produkte blieben jedoch aus. Das bedeutet, dass die Effizienz in diesen CFEs auf
einen alternativen, Ku-unabhangigen Reparaturweg zuriickgeht. Allein die Fahigkeit zur
Bildung zirkularer Produkte fehlt.

Der Unterschied zwischen den Effizienzen von DNA-PKcs- (MO59J) und Ku80-defizienten
(xrs5) Extrakten zeigt, dass bei Anwesenheit von Ku80 (MO59J) alternative Reparaturwege
offenbar schlechter ablaufen und behindert werden. Ist Ku nicht vorhanden ist die EJ-
Effizienz in NHEJ-defekten Extrakten erhoht. Diese Beobachtung wird bestatigt durch

Plasmid-basierte in vivo EJ-Analysen in Ku-pro- und —defizienten Zellen sowie in DNA-PKcs-
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defizienten Zellen, in denen mit PARP1-Inhibitoren gearbeitet wurde (Wang et al., 2006).
Diese Inhibitoren hatten in Ku-profizienten Zellen keinen Einfluss auf die EJ-Effizienz, da die
Zellen die enzymatischen DSBs Uber klassisches NHEJ reparierten. Ku-defiziente Zellen
waren in ihrer Gesamteffizienz verringert, was auf die geringere Effizienz des alternativen
EJs zuruckgefuhrt werden kann. Diese verringerte Effizienz konnte durch PARP1-Inhibitoren
um weitere 60 % reduziert werden, was die Beteiligung von PARP1 an dieser Reparatur
impliziert. In Zellen mit einem Defekt in DNA-PKcs, in denen aber Ku vorhanden ist, konnte
keine weitere Reduktion des EJs durch die Inhibitoren erreicht werden. Dies spricht fur einen
spezifischen inhibitorischen Effekt von Ku auf PARP1 vermitteltes EJ. Dies geht darauf
zuruck, dass Ku eine ca. 10fach hdhere Affinitdt zu DSB-Enden aufweist als PARP1 (Ariumi
et al., 1999; Wang et al.,, 2006) und so die Rekrutierung von PARP1 fiir alternative

Reparaturwege limitiert wird.

Mit LiglV-defizienten CFEs (180BR) konnte in der vorliegenden Arbeit so gut wie keine EJ-
Aktivitat nachgewiesen werden (Abb. 23 und 24). Erst nach Erhéhung des Magnesium-
Gehaltes in der EJ-Reaktion konnte eine minimale Effizienz von 1,5 % erreicht werden. Da
LiglV in diesem Extrakt nicht vorliegt, missen andere Ligasen fir die minimale EJ-Aktivitat
verantwortlich sein. Neben LiglV existieren in Saugetieren die DNA-Ligasen Ligl und Liglll.
Ligl ist hauptsachlich beteiligt an der finalen Verknlpfung der diskontinuierlichen Strange, die
wahrend der DNA-Replikation entstehen (Okazaki-Fragmente) und an der Ligation des neu
synthetisierten Bereichs wahrend der Basen-Exzisions-Reparatur (Prigent et al., 1994;
Timson et al., 2000). Liglll wurde in Zusammenhang mit XRCC1 beschrieben (Caldecott et
al., 1994) und versiegelt Einzelstrangbriche wahrend der Basen-Exzisions-Reparatur
(Timson et al., 2000). Daneben ist sie wie oben bereits beschrieben ein Faktor des
alternativen EJs (Wang et al., 2005). Wang et al. konnten zeigen, dass die EJ-Effizienz in
LiglV"-Zellen um 70 % reduziert wird, wenn zuséatzlich Liglll herunterreguliert wird. Dies
weist darauf hin, dass nicht Ligl sondern Liglll die fehlende NHEJ-Aktivitat ersetzt.

Die niedrige EJ-Effizienz in 180BR-Extrakten steht im Gegensatz zu Beobachtungen einer
anderen Arbeitsgruppe mit LiglV-defizienten Extrakten (Wang et al., 2001). Dort konnte eine
ahnliche Effizienz wie in Wildtyp-Extrakten bei Reaktionsbedingungen von 10 mM
Magnesium erzielt werden. Allerdings handelte es sich beim dort verwendeten Substrat um
ein mit dem Restriktionsenzym Sall linearisiertes Plasmid. Die komplementaren DNA-Enden
konnten ohne weitere Prozessierung auch ohne LiglV ligiert werden. Durch die Reduktion
des Magnesium-Gehalts auf 0,5 mM konnte dort die Beteiligung anderer Ligasen
ausgeschlossen werden, da kaum noch EJ-Aktivitat detektierbar war. Fir die in dieser Arbeit
erzielte niedrige EJ-Aktivitat in 180BR-CFEs ist nicht die Magnesium-Konzentration sondern

die Struktur der DNA-Enden ausschlaggebend. Durch die Anwesenheit von Ku und DNA-
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PKcs am DSB-Ende wurde die Reparatur bereits in Richtung NHEJ geleitet. DNA-PK
rekrutiert Nukleasen zu den Bruchenden, die ligierbare Strukturen schaffen sollen. Nach
Prozessierung der Enden sollte LiglV diese verknipfen (Budman et al., 2007). Die
Rekrutierung von LiglV bleibt jedoch erfolglos, so dass die DNA-Enden offen bleiben, durch
Ku, DNA-PKcs und andere prozessive Enzyme besetzt sind und somit nur schlecht
zuganglich fur Komponenten des alternativen Reparaturwegs sind. Adachi et al. konnten in
vivo zeigen, dass sich eine Defizienz in LiglV dramatischer auf das Zelliberleben nach
Bestrahlung auswirkt als eine Defizienz in Ku70 (Adachi et al., 2001). Interessanterweise
konnte die Reparatur von LiglV-defizienten Zellen sogar verbessert werden, wenn
gleichzeitig Ku70 fehlte. Das kann so interpretiert werden, dass Ku im Komplex zusammen
mit DNA-PKcs in LiglV” Zellen die DNA-Enden durch seine héhere Bindungsaffinitat
blockiert und keine Reparatur madglich ist. Erst wenn Ku depletiert oder herunterreguliert
wird, steht der Weg in alternatives EJ offen (Wang et al., 2006). Im in vitro EJ-Assay wirkt
sich dieser Effekt als niedrige bzw. fehlende Effizienz aus (Abb. 23, Spur 2). Adachi folgerte
in seiner Arbeit, dass Ku-abhangiges NHEJ spezifisch LiglV benétigt, die bei Vorhandensein
von Ku nicht durch andere Ligasen (I und Ill) ersetzt werden kann. Dies bestatigt die
Beobachtungen im vorliegenden in vitro EJ-Assay, dass auch die Anhebung des
Magnesium-Gehaltes in 180BR-CFEs nur zu einer geringfligigen Steigerung der Effizienz
fuhrt. Dieses Resultat zeigt neben dem Umstand, dass in Anwesenheit von Ku kein
effektives alternatives EJ mdglich ist (s.0.), auch dass im klassischen Weg LiglV nicht durch
andere Ligasen ersetzbar ist (Folie 18 Spur 3). Die Funktion von LiglV ist also essentiell fur
klassisches NHEJ.

Trotz funktionierendem NHEJ in normalen humanen Fibroblasten bleibt deren EJ-Effizienz
weit unter der der Nagetier-Fibroblasten CHO-K1 (Abb. 24; 4,5 % im Vergleich zu 27 % in
CHO-K1-CFEs). In einigen Arbeiten wurde beschrieben, dass humane Zellen typischerweise
héhere Raten an DNA-Reparatur aufweisen als Nager-Zellen (Anderson et al., 1996; Ayene
et al., 2005; Daza et al., 1996; Lieber et al., 2004; Ludwig et al., 1997). Auch die DNA-PK-
Aktivitat wird in menschlichen Zellen als 50-mal hoher beschrieben als in Hamster- und
anderen Nager-Zellen (Anderson et al., 1992; Finnie et al., 1995; Labhart, 1999b; Walker et
al., 1985). Man hatte also erwartet, dass humane Fibroblasten zumindest eine ahnlich hohe
EJ-Effizienz aufweisen wirden wie CHO-K1. Es gibt zurzeit keine Erklarung fir diese
Beobachtung. Moglicherweise herrscht in  den CHO-K1-Extrakten ein besseres
stochiometrisches Verhaltnis zwischen den einzelnen EJ-Faktoren, das das NHEJ besser

balanciert und somit effektiver ablaufen lasst als in humanen Fibroblasten.
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4.1.2. Das Fehlen klassischer End-Joining-Komponenten beeintrachtigt

die Reparaturgenauigkeit

Fir die Effizienz der DSB-Reparatur ist nicht nur der quantitative Aspekt, wieviele Briche
repariert werden, von Bedeutung, sondern auch der qualitative Aspekt mit welcher
Genauigkeit/Sequenztreue sie wieder verschlossen werden. Im zellfreien System entspricht
eine korrekte Reparatur der Wiederherstellung der Basensequenz des Substrates wie sie vor
dem DSB war. In dieser Arbeit konnte durch den Vergleich von verschiedenen Reparatur-
profizienten und -defizienten CFEs gezeigt werden, in welchem Umfang sich die Defizienz
des NHEJ im in vitro EJ-Assay auf die Reparaturgenauigkeit auswirkt.

Die Abwesenheit von Ku beglinstigt offenbar den Zugang alternativer Reparaturwege zu den
DNA-Enden, da die Reparatureffizienz nicht wesentlich vermindert war (Abb. 24). Diese
alternative Reparatur zeigte jedoch eine hohe Fehleranfalligkeit. Die Deletionslange lag im
Median bei 29 bp im Vergleich zu 0 bp im Wildtyp. Dieses Ergebnis wird bestatigt durch
Arbeiten in vivo. Schulte-Uentrop et al. konnten in Ku80”-MEFs eine mittlere Deletionslénge
von 30 bp ermitteln (Schulte-Uentrop et al., 2008). Die ungenaue Reparatur wurde auch in
vitro beobachtet. So wurde in Extrakten aus xrs6-Zellen (Ku70™) kein einziger Bruch korrekt
verknUpft im Vergleich zu 17 bis 45 % korrekten Verkntpfungen im Wildtyp (Kuhfittig-Kulle et
al., 2007).

Das Fehlen einer funktionellen DNA-PKcs hatte einen milderen Effekt. Trotz Reduktion in der
EJ-Effizienz zeigte sich kaum ein Unterschied in der Reparaturgenauigkeit im Vergleich zum
Wildtyp (Abb. 25 A und B). Dieses Ergebnis wird bestatigt durch Untersuchungen in DNA-
PKcs” XR-C1-Extrakten, die im Vergleich zum Wildtyp-Extrakt aus CHO-K1 nur eine leicht
verringerte Genauigkeit aufwiesen (Kuhfittig-Kulle et al., 2007). Dort wird angenommen, dass
DNA-PKcs nur einen geringen Einfluss auf die Genauigkeit des EJs hat. Ein weiterer Grund
fur die geringfiigige Degradation der Enden kann sein, dass das vorhandene Ku die Enden in
gewissem Rahmen vor Nukleasen schiitzen kann, bis (weitere) Reparatur einsetzt, etwa
indem Ku auch ohne die Anwesenheit von DNA-PKcs den XRCC4/LiglV-Komplex an die
DNA-Enden rekrutieren und so die Verknupfung stattfinden kann (Nick McElhinny et al.,
2000). Somit ist DNA-PKcs nicht essentiell ausschlaggebend fir die Reparaturgenauigkeit.
Die Anhebung des Magnesium-Gehalts fiihrte sowohl in den DNA-PKcs-profizienten als
auch -defizienten Extrakten zu einer Erhéhung der medianen Deletionslange von 0,5 bp auf
6 bp (MO59K) bzw. 8 bp. (MO59J). Das bedeutet, dass trotz Ku-Anwesenheit in beiden
Fallen die Reparatur weniger korrekt ablief. Das zeigt, dass die glinstigeren Bedingungen fir
Liglll-abhéngige Reparatur in den DNA-PKcs™-CFEs zu einer Erhéhung der Degradation
geflhrt haben und die alternative Reparatur fehleranfallig ist. Die Zunahme der Deletionen in

den DNA-PKcs-profizienten CFEs ist dagegen unerwartet. Obwohl das klassische NHEJ als
79



Diskussion

eine sehr schnelle und akkurate Reaktion gilt, wird sie durch den erhdéhten Magnesium-
Gehalt offenbar in der Weise beeinflusst, dass alternative Reparaturwege verstarkt Zugriff
auf die DNA-Enden erlangen kénnen (Baumann et al., 1998; Wang et al., 2003; Zhong et al.,
2002). Wie beschrieben, kdnnte unter diesen Bedingungen die Affinitat von Ku70/80 zur
DNA herabgesetzt sein, weil dieser Komplex von PARP1 poly-ADP-ribosyliert wird
(Hochegger et al., 2006; Li et al., 2004).

Die Defizienz in LiglV zeigte die groRten Auswirkungen auf die Effizienz des in vitro EJs. Es
wurden so gut wie keine Enden verknupft (Abb. 23 und 24), so dass unter
Standardbedingungen keine Reparaturereignisse auf ihre Genauigkeit untersucht werden
konnten. In DT40-Zellen konnte gezeigt werden, dass die LiglV-Defizienz eine hohe
Strahlenempfindlichkeit bewirkt. Die geringe Uberlebensrate nach Bestrahlung kénnte durch
die hohe Anzahl an unreparierten DSBs oder ein hohes Mal} an fehlerhafter Reparatur
bedingt sein. Die hohe Anzahl unreparierter DSBs konnte im zellfreien Extrakt als nicht
vorhandene EJ-Reaktion bestatigt werden. Die wenigen Verknipfungsereignisse, die unter
erhdhtem Magnesium-Gehalt erzielt wurden, wiesen eine hohe Degradation der DNA-Enden
auf (Abb. 25 B und 26). Es ist also davon auszugehen, dass in diesem Fall Ku keine Enden-
stabilisierende Funktion hat, die zu genauer Reparatur fihrt. Die Bindung von Ku und die
erfolglose Rekrutierung von LiglV zu den DNA-Enden fuhren zu dauerhaft unverschlossenen
Enden. Weder die uberstehenden einzelstrangigen Enden koénnen durch fill-in durch
Polymerase A aufgefillt werden, noch kann es zur finalen Ligation kommen (Lee et al., 2004;
Lee et al., 2003). Nur ein Bruchteil von unbesetzten Enden steht der Prozessierung durch
alternative Reparaturwege offen. Dies ist in guter Ubereinstimmung mit Beobachtungen
anderer Arbeitsgruppen, die zeigten, dass in LiglV"-Extrakten nur minimales EJ stattfand
(Kuhfittig-Kulle et al., 2007), welches unterbunden werden konnte, indem Liglll depletiert
wurde (Wang et al., 2005).

4.1.3. Transformationsassay zur Effizienzbestimmung des klassischen
NHEJ

In  dieser Arbeit wurden 2zwei verschiedene Methoden vorgestellt, um die
Reparaturkapazitaten von CFEs zu untersuchen. Der Southern-Blot hat die Eigenschaft, die
Gesamtkapazitat der Reparatur widerzuspiegeln. An ihm lassen sich sowohl die Effizienz der
Reaktion wie auch die Qualitdt in Bezug auf die verwendeten Reparaturwege ablesen.
Ausschlaggebend fiir eine korrekte Reparatur sind nur die zirkularen Produkte, die spezifisch

mit dem Transformationsassay nachgewiesen konnten. Es wurde gezeigt, dass eine

80



Diskussion

Korrelation zwischen der Gesamteffizienz der Southern-Blot-Ergebnisse und dem
Transformationsassay besteht, diese sich aber hauptsachlich durch die exzellente
Ubereinstimmung zwischen der open circle (oc) Produktform und der Anzahl an
Bakterienkolonien im Transformationsassay ergibt. Im Southern-Blot hat sich gezeigt, dass
es schwierig ist, die kovalent geschlossenen (cc) Produktformen deutlich darzustellen. Im
Gegensatz dazu zeigt sich die oc-Form klar sichtbar. Die Testung der
Transformationseffizienzen der kovalent geschlossenen und der offenen Zirkel zeigte fur
beide Plasmid-Formen gute Ergebnisse (Abb. 20 B - D). Dabei lag die Effizienz der cc-Form
deutlich Uber der der oc-Form. Obwohl im Southern-Blot nur selten die cc-Produktbande zu
detektieren war, zeigte sich im Transformationsassay trotzdem immer eine gute
Transformationseffizienz. Es ist deshalb davon auszugehen, dass die tUberwiegende Anzahl

der Bakterienkolonien auf die oc-Produkte zuriickzufiihren ist.

4.2. Das Verhaltnis von in vitro End-Joining-Kapazitat und zellularer

Strahlenempfindlichkeit

Neben chirurgischen MalRnahmen stellt die Strahlentherapie flir viele Tumorentitaten die
entscheidende therapeutische Option dar, um eine lokale Tumorkontrolle zu erreichen. Bei
Plattenepithelkarzinomen des Kopf- und Halsbereiches, die aufgrund ihrer Lokalisation oder
wegen des Zieles ,Organerhalt® inoperabel sind, ist die Strahlenbehandlung die bevorzugte
Therapie. Diese  Tumorentitdt ist im  Allgemeinen durch eine moderate
Strahlenempfindlichkeit gekennzeichnet. Jedoch zeigt sich trotz gleicher Entitat und gleichem
Behandlungsprotokoll eine sehr heterogene Strahlenantwort der Tumoren. Unter den
Faktoren, die die Strahlenantwort bestimmen, wird die zellulare Strahlenempfindlichkeit
generell als einer der wichtigsten Parameter erachtet (Deacon et al., 1984; West et al.,
1997). Bisher konnte die zellulare Strahlenempfindlichkeit Gber den sehr zeitintensiven
Koloniebildungstest in Zellkultur bestimmt werden. Es sollte an Kopf-/Hals-Tumorzellen
untersucht werden, ob die Methode des zellfreien in vitro EJ-Assays die zellulare

Strahlenantwort widerspiegeln kann.

4.21. In vivo - Die zellulare Strahlenempfindlichkeit der Hals-/Kopf-

Tumorzellen hangt von der Anzahl der residuellen yH2AX-Foci ab

Nach Bestrahlung in Zellkultur zeigten die getesteten Tumorzellen sehr unterschiedliche

Uberlebensraten. So bewegte sich die Uberlebensfraktion nach 3 Gy zwischen 1,5 % (SKX)
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und 49,7 % (SAS; Abb. 36). Vergleichbare Unterschiede fanden sich fur die DSB-
Reparaturkapazitat, gemessen als residuelle YH2AX-Foci 24h nach Bestrahlung (1,8 yH2AX-
Foci in UTSCC14 bis 9,3 Foci in SKX). Beide Faktoren als Parameter fir die Strahlenantwort
zeigten zueinander eine signifikante, negative Korrelation (p = 0,0077, Abb. 38). Das
Zelliberleben sank mit steigender Anzahl an residuellen DSBs. Das deutet also wie in vielen
Voruntersuchungen darauf hin, dass die Effizienz, DSBs zu reparieren, ein
ausschlaggebender Faktor fliir die Strahlenempfindlichkeit ist.
Dieser Zusammenhang zwischen der Anzahl residueller DSBs und der zellularen
Strahlenempfindlichkeit wurde bestatigt durch Untersuchungen an konfluent wachsenden
Fibroblasten (Dikomey et al.,, 2000a). Dort wurden verschiedene experimentelle
Bedingungen beschrieben, die die Empfindlichkeit auf Strahlung stark beeinflussen, wie
Aussaatbedingungen wahrend der Tests und nach der Bestrahlung sowie
Zellzyklusverteilung. Der Zusammenhang zwischen Uberlebensfraktion und residuellen
DSBs erreichte nur dann Signifikanz, wenn fir den Koloniebildungstest wie in der
vorliegenden Arbeit die Methode des ,delayed Platings anstatt des ,immediate Platings®
verwendet wurde. Das bedeutet, dass die Zellen nach Bestrahlung nicht sofort, sondern erst
nach 14 h Kulturzeit neu ausgesat wurden. Die experimentellen Bedingungen haben also
einen bedeutsamen Einfluss auf die Ergebnisse der Strahlenempfindlichkeit. Analog wurde
festgestellt, dass ein deutlicher Unterschied zwischen den Uberlebensfraktionen exponentiell
oder konfluent wachsender Zellen bestand. So wurde durch Dikomey et al. beschrieben,
dass die Uberlebensfraktionen von Fibroblasten im exponentiellen Wachstum und im
konfluenten Zustand nicht korrelierten (Dikomey et al., 2000b; Johansen et al., 1994). Zellen,
die in der exponentiellen Phase bestrahlt wurden, waren empfindlicher als Zellen, die durch
die Kontaktinhibition in der G1-Phase bestrahlt wurden. Der Grund fir die erhdhte
Sensitivitat exponentiell wachsender Zellen liegt darin, dass unreparierte DSBs wahrend der
Mitose dazu flihren kénnen, dass die Segregation der beschadigten Chromosomen gestort
ablauft und es zur mitotischen Katastrophe kommt, so dass die Zellen inaktiviert werden
(Castedo et al., 2004; Vakifahmetoglu et al., 2008). Dieser Aspekt ist fir die vorliegende
Arbeit von Bedeutung, da das Wachstum von Tumorzellen im Gegensatz zu dem von
Fibroblasten nicht der Kontaktinhibition unterliegt (Abercrombie, 1979) und Tumorzellen
deswegen nicht zwangslaufig durch Konfluenz in der G1-Phase des Zellzyklus so wie
Normalzellen synchronisiert werden kénnen. Es wurde flr die hier durchgefliihrten Arbeiten
davon ausgegangen, dass durch die Konfluenz sich lediglich der Uberwiegende Teil der
Tumorzellen in der G1-Phase befindet.
In der Literatur scheint es jedoch nicht eindeutig geklart zu sein, ob in jedem Fall ein
signifikanter Zusammenhang zwischen Zellliiberleben und residuellen DSBs besteht. Es gibt
Arbeiten, die die Korrelation von Strahlenempfindlichkeit und residuellen DSBs bestatigen
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(Kasten-Pisula et al., 2005; Kelland et al., 1988; Klokov et al., 2006; Schwartz et al., 1988)
und wiederum andere, die dem widersprechen (Olive et al., 1994; Yoshikawa et al., 2009). In
dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass mit der Anzahl residueller DSBs ein MaR fur die

zellulare Strahlenempfindlichkeit besteht.

4.2.2. In vitro - Zirkulare Produkte als Indikator fiir effizientes NHEJ

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die zellfreien Extrakte der Tumor-
Zellen unterschiedliche Gesamt-Effizienzen des EJs von 26 % (UTSCCS5) bis 63 % (FaDu)
aufwiesen (Abb. 28) und sich dabei vor allem in der Menge bestimmter Reparaturprodukte
unterschieden. Im Southern-Blot konnten neben linearen Dimeren, die in allen Extrakten das
Hauptprodukt darstellten, auch lineare Multimere quantifiziert werden. Als die
entscheidenden Produkte, die ein effizientes EJ darstellen, konnten allerdings die zirkularen
Monomere identifiziert werden. Nur diese Produktform ist charakteristisch fur klassisches
NHEJ da EJ-Mutanten etwa Uber einen alternativen Ku-unabhangigen Reparaturweg keine
zirkularen Produkte bilden kdnnen. Separate Quantifizierung von zirkuldren Produkten und
linearen Multimeren im Southern-Blot zeigte, dass sich die Unterschiede zwischen den
Tumor-Zelllinien genau in der Fahigkeit, zirkulare Produkte zu bilden, manifestieren (Abb. 30)
und nicht in der Bildung von Dimeren. Zwar stellten Dimere mit 24 % das Hauptprodukt der
EJ-Reaktion dar, die Unterschiede zwischen den Zelllinien waren jedoch extrem klein (Abb.
29). Dagegen zeigten sich bei der Zirkel-Bildung groRere Differenzen. Die effizienteste
Bildung von Zirkeln fand in FaDu mit bis zu 24 % statt. Eine sehr geringe Kapazitat fur
klassisches NHEJ zeigten UTSCC5 und UTSCCS, die Effizienzen zwischen 0,95 und 1,87 %
aufwiesen, was einer gewissen Defizienz des klassischen NHEJ entspricht. Das bedeutet,
dass sich die Tumorzellen nicht in ihrer Fahigkeit fur alternatives EJ, sondern in ihrer
Kapazitat fur klassisches NHEJ unterscheiden. Da in allen Tumorzellen zirkulare Produkte
gebildet wurden, liegt jedoch kein absoluter Defekt im klassischen End-Joining vor, wie er in

Ku-defizienten Zellen zu finden ist.

Es existieren keine vergleichbaren Arbeiten, in denen Kopf-/Hals-Tumorzellen mit der hier
verwendeten zellfreien Methode untersucht wurden. Allerdings gibt es Arbeiten, in denen
Tumorzellen oder —Gewebe anderer Entitdten mit zellfreien Systemen untersucht wurden.
Dort bezieht sich haufig die Quantifizierung der Produkte nur auf lineare Multimere, da
zirkulare Produkte so gut wie nicht gebildet bzw. nachgewiesen werden konnten (Bentley et
al., 2004; Diggle et al., 2003; Pastwa et al., 2005; Shin et al., 2006). Es wird dort nicht

zwischen beiden Produkttypen unterschieden. Aufierdem kann nicht ausgeschlossen
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werden, dass die Reparaturprodukte nur durch Ligation gebildet wurden. Es werden
Plasmide mit komplementaren oder blunt-Enden verwendet, die nicht eindeutig ein
klassisches NHEJ widerspiegeln. Eine Ausnahme ist die Arbeit von Bentley et al. (Bentley et
al., 2004). Dort wurden neben kompatiblen, 3'-Uberhangenden Enden auch nicht-kompatible
Enden verwendet. Die Quantifizierung erfolgte dort jedoch nur indirekt Gber PCR, da die
Effizienzen sehr gering waren und unterhalb der Sensitivitdt der Detektion mit Sybr Green im
Agarosegel lagen. Auch mit dieser Methode konnte nicht zwischen zirkularen und linearen
Produkten unterschieden werden.

Um spezifisch das klassische NHEJ ohne Beeinflussung durch alternative Reparaturwege
sowohl quantitativ als auch qualitativ erfassen und beurteilen zu kénnen, wurde in der
vorliegenden Arbeit die Methode des Transformationsassays entwickelt. Es konnte gezeigt
werden, dass dieser Assay vergleichbare Ergebnisse flr die EJ-Effizienzen liefern konnte
wie die Detektion Uber einen Southern-Blot. Beide Methoden zeigten eine signifikante
Korrelation (Abb. 32 A). Diese Korrelation wurde nicht durch lineare Multimer-Produkte
bestimmt (Abb. 32 B), sondern durch die zirkuldre Produktform (Abb. 33). Der
Transformationsassay stellt also eine gute Alternative zum Southern-Bot dar, um die
Effizienz des NHEJ im zellfreien Extrakt zu bestimmen.

Ein Transformationsschritt wahrend der Aufarbeitung der EJ-Produkte wurde auch in
friheren Arbeiten durchgeflihrt (Kuhfittig-Kulle et al., 2007; North et al., 1990). Jedoch diente
die Transformation bei Kuhfittig-Kulle et al. nur der Vorbereitung der Reparaturprodukte auf
die anschlieRende Restriktionsanalyse und Sequenzierung, um qualitativ eine Aussage Uber
die Reparaturgenauigkeit treffen zu kénnen. Es wurde keine Quantifizierung der zirkularen
Produkte vorgenommen. Bei North et al. fand eine Quantifizierung der zirkularen Produkte
durch Transformation der EJ-Produkte und Auszahlen der Bakterienkolonien statt. Vor der
Transformation wurden dort die Reparaturprodukte tber Phenol/Chloroform aufgereinigt. Es
kann nicht ausgeschlossen werden, dass dabei gréRere Multimerkomplexe vollstandig
prazipitieren, kleinere zirkuldare Monomere im geringeren MafRe und sich damit das Verhaltnis
zwischen den Reparaturprodukten zu Ungunsten der ,korrekten® Reparatur verschieben
kann. Da fir die Reparatur in diesem Fall ausschliel3lich komplementare Enden erzeugt
wurden, kénnte die Endverknipfung allein auf Ligation beruhen und damit ebenfalls kein

klassisches NHEJ widerspiegeln.
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4.2.3. Humane Kopf-/Hals-Tumorzelllinien zeigen uiberwiegend

hochgradig korrekte Reparatur

Durch die Untersuchung der Hals-/Kopf-Tumorzellen auf ihre Reparaturgenauigkeit konnte in
dieser Arbeit gezeigt werden, dass sich die Deletionslangen an den DNA-Enden wahrend
der DSB-Reparatur maximal auf die Lange der Uberhangenden einzelstrangigen Enden
beschranken. Sie lagen im Mittel zwischen 0,67 bp bei UTSCC5 und 6,1 bp bei FaDu. Damit
zeigten die Tumorzellen keine Auffalligkeiten ihrer DSB-Reparatur dahingehend, dass sie
etwa ungenauer als in Normalzellen ablauft. Diese Beobachtung steht im Gegensatz zu der
Auffassung, dass Tumorzellen im Allgemeinen eine fehleranfalligere Reparatur aufweisen.
So zeigte eine frihere Arbeit, dass Tumorzellen im Vergleich zu Normalzellen einen hohen
Grad an Deletionen aufwiesen (Shin et al., 2006). Normalzellen zeigten dort keine anormale
Produktbildung. Die dort untersuchten Hals-/Kopf-Plattenepithelkarzinom-Zellen (HNSCC)
zeigten mit 2 - 72,8 % eine geringere Rate an korrektem NHEJ im Vergleich zu normalen
humanen oralen Keratinozyten. Die verwendeten Substrate enthielten enzymatisch erzeugte
DSBs mit kohasiven oder blunt-Enden. Anders als in der vorliegenden Arbeit konnten also
Verknupfungen nur durch Ligation nicht ausgeschlossen werden. Die Quantifizierung der
Produkte wurde mittels PCR-Amplifikation und Quantifizierung der Produktbanden im
Agarosegel durchgefuhrt. Dadurch konnte keine Unterscheidung zwischen zirkularen und
linearen Produkttypen getroffen werden. Wie in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden
konnte, sind die am haufigsten gebildeten Produkte in einer in vitro EJ-Reaktion Dimere. So
wurden in der Shin-Arbeit wahrscheinlich hauptsachlich diese Dimer-Verknipfungen
amplifiziert und ausgewertet. In der vorliegenden Arbeit konnte jedoch gezeigt werden, dass
Dimere nicht eindeutig dem NHEJ zugeordnet werden kdénnen und eher alternativen
Reparaturwegen entsprechen, die als fehleranfallig gelten. Nur die zirkularen Produkte sind
relevant flr die Aussage Uber ein effizientes und korrektes NHEJ. In der Shin-Arbeit wurde
gezeigt, dass ein Mikrohomologie-vermitteltes End-Joining (MEJ) ausschliefllich in den
Tumorzellen in 3 — 65 % der Reparaturereignisse, nicht aber in normalen Zellen stattfand.
Diese Beobachtung ungenauer Reparatur wirde zu der Annahme passen, dass dort
hauptsachlich Dimere, also alternative Reparatur und nicht klassisches NHEJ untersucht
wurde. Daraus kann man schlief3en, dass die untersuchten Tumorzellen in héherem Mafe
alternative Reparaturwege verwenden als Normalzellen. Eine Aussage Uber die Genauigkeit
des klassischen NHEJ konnte dort nicht eindeutig getroffen werden. Die Genauigkeit und
Effizienz dieses Reparaturwegs ist jedoch entscheidend fiir das Uberleben der Zelle, da er
fur die Reparatur des Grofiteils der in der Zelle auftretenden DSBs verantwortlich ist.

In einer weiteren Arbeit wurde gezeigt, dass die Reparatur von kohasiven und glatten DNA-

Enden in Hirn- und Blasen-Tumor-Zellen fehleranfalliger als in normalem Gewebe ablauft
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(Diggle et al.,, 2003). Auch hier konnten trotz kohasiver DNA-Enden keine zirkuldren
Produkte nachgewiesen werden. Die Untersuchung der Reparaturgenauigkeit erfolgte durch
Verdau der Produkte mit genau dem Restriktionsenzym, mit welchem auch das
Reparatursubstrat zuvor linearisiert worden war. In vielen Fallen konnte das
Reparaturprodukt nicht vollstdndig geschnitten werden, was auf einen Fehler bei der
Ligation, etwa durch Deletion von ein oder mehr Basen hinweist. Eine Aussage uUber die
Deletionslangen wurde nicht getroffen.

Ein ahnliches Resultat wurde in der Arbeit von Bentley et al. beschrieben. Dort wurde die
Reparatur in humanen Blasentumor-Zellen untersucht. Es wurde festgestellt, dass diese
fehlerhafter reparierten und MEJ nutzten (Bentley et al., 2004). Auch dort konnten keine
zirkularen Produkte erfasst werden. Die ausschlief3lich linearen Produkte der Blasentumor-
Extrakte zeigten keine einzige, korrekte Verknlpfung inkompatibler DNA-Enden. Auch bei
dieser Reparatur handelte es sich moglicherweise nicht um klassisches NHEJ, da die
Effizienz sich nicht durch Einsatz von Wortmannin oder durch Depletion von Ku80 oder
XRCC4-Protein reduzieren lie. Die Reparatur war also DNA-PKcs-, Ku- und XRCC4-
unabhangig.

Diese Arbeiten konnten zeigen, dass in Tumorzellen ein gewisses Mall an fehlerhafter
Reparatur stattfindet. Bei den dort untersuchten Reparaturwegen, handelte es sich
vermutlich nicht um klassisches NHEJ, sondern eher um alternative Reparaturwege. Fir das
Zelliberleben ist jedoch vor allem ein effizientes und korrektes klassisches NHEJ
ausschlaggebend, da hierliber der Grofiteil der DSBs repariert wird. NHEJ zeigt sich nur
durch die Bildung zirkularer Produkte, die bisher in keiner der vorherigen Arbeiten untersucht

und quantifiziert wurden.

Neben der Reparatur Uber End-Joining spielen Homologie-vermittelte Reparaturwege wie die
homologe Rekombination bei der Beseitigung von DSBs eine grol3e Rolle. Diese lauft immer
fehlerfrei ab. Dagegen ist das Single-Strand Annealing (SSA) ein mutagener Prozess, der zu
groRen Deletionen und Translokationen fuhren kann, die vielfach mit humanen
Krebserkrankungen in Zusammenhang stehen (Elliott et al.,, 2005; Strout et al., 1998;
Weinstock et al., 2006). Um zu prifen, ob neben dem klassischen NHEJ das fehlerhafte SSA
in Hals-/Kopf-Tumorzellen von Bedeutung ist, wurde in der vorliegenden Arbeit das in vitro
EJ mit pEJSSA durchgefihrt. Mit Ausnahme einer Zelllinie lag die Rate an SSA zwischen 0
und 9,1 %, wahrend Uber 90% der Reparatur Uber EJ ablief. Damit spielte SSA eine eher
untergeordnete Rolle in den Tumorzellen, vergleichbar mit der Rate von 2 - 6 % in anderen
Normalzellen (Belmar-Campos, 2010; Mansour et al., 2008). Klassisches NHEJ blieb der
Haupt-Reparaturweg zur Entfernung der DSBs. SKX zeigte eine erhdhte SSA-Rate mit

24,7 %. Solche Werte wurden in anderen Arbeiten in vivo bisher nur dann gemessen, wenn
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Beeintrachtigungen der Reparaturmechanismen vorlagen. In xrs5-Zellen, die defizient in
Ku80 sind, wurde von Mansour et al. eine Verwendung von SSA von 20,1 % gemessen.
Dieser Wert war um das 8-fache hoher als in den Wildtyp-Zellen CHO-K1 mit 2,4 %
(Mansour et al., 2008). Diese Daten lassen vermuten, dass in SKX ein Defekt eines
Reparaturweges vorliegen konnte. Tatsachlich konnte die Defizienz in einem wichtigen
Faktor der DNA-Schadenserkennung, der Serin-Proteinkinase ATM, in dieser Zelllinie
nachgewiesen werden, die auf die Uberexpression der gegen ATM-gerichteten microRNA
miR421 zuruckgeht (Mansour et al., unverdffentlichte Daten). Obwohl SKX in vivo eine
extrem hohe Strahlenempfindlichkeit aufweist, scheint die ATM-Defizienz quantitativ wenig
Auswirkungen auf das klassische NHEJ in vitro zu haben. SKX-Zellen zeigen eine normale
Expression der NHEJ-Kernfaktoren und in vitro ein effizientes EJ. Eine mdgliche Erklarung
konnte sein, dass das Fehlen von ATM in vivo dazu fihrt, dass Briiche im Heterochromatin
nicht repariert werden koénnen. Die notwendige Chromatin-Relaxation bleibt durch die
fehlende ATM-vermittelte Phosphorylierung von KRAB assoziiertem Protein 1 (Kap1) aus
(Ziv et al., 2006). Dies fuhrt zur Steigerung der Strahlenempfindlichkeit in vivo. Im zellfreien
System liegt die Substrat-DNA jedoch ,nackt®, also nicht Chromatin-assoziiert vor. Es
besteht keine Notwendigkeit der Relaxation, da der DSB auch ohne ATM frei zuganglich flr
die Reparaturproteine vorliegt. Somit kann diese Komponente des ATM-defektes in vitro
nicht erfasst werden. Kirzlich konnte jedoch gezeigt werden, dass ATM zusammen mit
XRCC4 und dem ,XRCC4-like Factor® (XLF oder ,Cernunnos®) die Genauigkeit des
klassischen EJ reguliert (Bennardo et al., 2010; Zha et al., 2011). Ohne ATM wird die Rate
der End-Degradation erhoht, was der vermehrten Nutzung des SSA-Weges in vitro durch
SKX-Zellextrakte entsprechen wirde und dieses Resultat gut erklaren kénnte.

Zusammenfassend bedeuten die hier erzielten Resultate, dass die in dieser Arbeit
getesteten Tumorzellen sich zwar in ihrer Effizienz des klassischen NHEJ unterscheiden,
dass aber auch eine geringe Effizienz nicht dazu fihrt, dass ein fehlerhafter alternativer
Reparaturweg benutzt wird. Anderenfalls missten in diesen Zellen mehr Dimere/Multimere
sowie langere Deletionen auftreten. Dies ist bis auf die Ausnahme SKX, die vermehrt SSA

benutzt (s. 0.), nicht der Fall.

4.2.4. Korrelation von Strahlenempfindlichkeit und in vitro End-Joining-

Effizienz

Basierend auf den Resultaten dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass es mit Hilfe des in
vitro EJ-Assays moglich ist, die Qualitadt und Quantitat des klassischen NHEJ zu bestimmen.

Dabei sind nur zirkuldre Produkte von Bedeutung, da nur sie die relevanten Produkte des
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NHEJ widerspiegeln. Es wurde nachfolgend die Hypothese geprift, dass die Effizienz zur
Bildung zirkularer Produkte mit der DNA-Reparatur und dem Zelluberleben in vivo nach
Bestrahlung vergleichbar ist. Daher wurden die Uberlebensfraktionen der Zellen in vivo mit
den Transformationseffizienzen aus dem in vitro Assay gegenibergestellt. Es ergab sich ein
nicht-signifikanter Trend (Abb. 39). Dieser wurde negativ beeinflusst durch zwei Zelllinien,
UTSCC5 und UTSCCS, die bei mittlerer Strahlenempfindlichkeit eine sehr geringe Effizienz
zur Bildung zirkularer Produkte im EJ-Assay aufwiesen. Werden diese beiden Zellen aus der
Berechnung der Korrelation ausgeschlossen, so ist der Zusammenhang zwischen dem in
vivo Zelluberleben nach Bestrahlung und der Bildung zirkularer EJ-Produkte in vitro
signifikant.

Es wurde vermutet, dass in diesen Zellen die Reparatureffizienz eventuell von der
Zellzyklusphase abhangig sein kénnte und G1-Phase-Zellen deutlich effizienter reparieren
als S-/G2-Phase-Zellen. Die in vivo Strahlempfindlichkeit wurde in dieser Arbeit in konfluent
wachsenden Zellen ermittelt. Die CFEs wurden dagegen aus exponentiell wachsenden
Kulturen hergestellt. Um also zu untersuchen, warum die beiden Zelllinien ein so schlechtes
EJ im Verhaltnis zu ihrem Zelliberleben aufwiesen, wurden UTSCC5 und UTSCC 8 auch im
exponentiell wachsenden Zustand dem Koloniebildungstest zur Ermittlung der
Uberlebensfraktionen unterzogen. Es zeigte sich jedoch kein Unterschied im Zelliiberleben
konfluent oder exponentiell wachsender Zellen, so dass das relativ gute Uberleben der
beiden Zellen nicht allein auf den konfluenten Wachstumszustand zurlickzufihren ist
(Abb. 40).

Eine Eigenschaft, die die Strahlenempfindlichkeit beeinflusst und mit Hals-/Kopf-Tumoren in
Zusammenhang steht, ist ihr HPV-Status (humanes Papillomavirus). Fur die beiden Zelllinien
UTSCC5 und UTSCCS8 kann eine mogliche HPV—Infektion aber nicht die erhdhte Resistenz
erklaren, da HPV-positive Karzinome gewdhnlich strahlenempfindlicher sind als HPV-
negative. Der einzige Unterschied dieser beiden Zelllinien gegeniber den anderen
Tumorzellen ist, dass es sich bei UTSCC5 und UTSCC8 nicht um Zelllinien aus
Primartumorgewebe sondern aus Fernmetastasen handelt. Ob dies die offensichtlich relativ
hohe Strahlenresistenz der beiden Zelllinien gegentber der schlechten EJ-Effizienz erklaren
kann, konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht untersucht werden.

Neben dem Zelliberleben wurde auch die Anzahl residueller DSBs nach Bestrahlung mit
den Ergebnissen aus dem in vitro EJ-Assay verglichen. Hier zeigte sich kein signifikanter
Zusammenhang. Die in vitro EJ-Effizienz konnte also nicht dazu verwendet werden, um die
DSB-Reparatur-Effizienz in vivo vorherzusagen. Dies kann verschiedene Griinde haben. Die
enzymatisch erzeugten DSBs in vitro sind nicht mit denen zu vergleichen, die durch
ionisierende Strahlung in der DNA im chromosomalen Verbund verursacht werden. Sie sind

in den seltensten Fallen so einfach aufgebaut wie enzymatische Bruche. Vielmehr beinhalten
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sie chemisch modifizierte DNA-Enden (3 -Phosphoglykolate und 5’-hydroxylierte Termini)
und bestehen zum Teil aus hochkomplexen Mehrfachschaden (,bulky lesions®), die
schwieriger zu reparieren sind, langer unverknlpft bleiben oder gar nicht verschlossen
werden kénnen. AulRerdem ist bisher nicht bekannt, in wie weit der Anteil der S-Phase-
Proteine im Extrakt die Gesamtreparatur beeinflusst. Solche Proteine kénnen etwa durch
cyclin-abhangige Kinasen (CDKs) oder Checkpointkinasen in ihrem Reparaturvermégen
modifiziert sein, was die Korrelation mit GO/G1-Phase-Zellen stéren wirde. Residuelle DSBs
in der Zelle stammen mdglicherweise auch daher, dass sie aufgrund ihrer Konformation kein
geeignetes Substrat fir klassisches NHEJ dargestellt haben. Anderenfalls waren sie schnell
verschlossen worden. Werden durch erhéhte Enddegradation der 5-DSB-Enden durch
Nukleasen lange 3’-Einzelstrang-Enden hervorgebracht, so kénnten auch diese Strukturen
nicht erfolgreich durch klassisches NHEJ verknupft werden. Die Einleitung einer Homologie-
vermittelten Reparatur kdnnte eine letzte Mdglichkeit zum Verschluss des DSBs bedeuten.
Liegt jedoch keine Homologie in Bruchnahe vor, so kénnen die DNA-Enden nicht
verschlossen werden. Im zellfreien System finden diese Vorgange unter anderen
Bedingungen statt. Hier wird eine Vielzahl gleicher Plasmide als DSB-Substrat zur Reaktion
gegeben. Werden die DNA-Enden in Vorbereitung auf die HR degradiert, bleiben dann aber
unverschlossen, so gehen sie nicht messbar im linearen Substrat-Pool unter. Zwar kénnte
theoretisch HR stattfinden, indem mit der identischen Sequenz eines zweiten, bereits
reparierten Plasmids im Extrakt homolog rekombiniert wird, jedoch ist das entstehende
Produkt nicht als solches zu erkennen und nicht von einem EJ-Produkt zu unterscheiden.
Wird durch Verwendung des Substrat-Plasmids pEJSSA die Homologie bereitgestellt, so
koénnte Uber SSA Reparatur stattfinden. Aber auch hier kénnte Gber die Homologien zweier
Plasmide homolog rekombiniert werden, was wiederum nicht von einem SSA oder EJ zu
unterscheiden ware.

Die in dieser Arbeit untersuchten Hals-/Kopf-Tumorzelllinien zeigten unterschiedliche Raten
an SSA. Diese wurden verglichen mit der Anzahl an residuellen DSBs, um zu untersuchen,
ob diese mit der Verwendung mutagener Reparaturwege in Verbindung stehen. Es zeigte
sich, dass ein signifikanter Zusammenhang besteht. Das kénnte bedeuten, dass Uber
langere Zeit unreparierte DSBs offen stehen, an denen unspezifische oder auch gezielte
Enddegradation stattfinden kann, was letztlich zu einer alternativen Reparatur (alternatives
EJ oder hier SSA) fihren kann. Jedoch besagt die in vitro beobachtete Reparatur Gber SSA
nicht automatisch, dass es auch in vivo tatsachlich zu erfolgreichem SSA kommen wirde, da
nicht in jedem Fall geeignete repetitive Sequenzen in Bruchnéhe verfugbar waren. Um diese

Beziehung aufzuklaren sind zukinftige Arbeiten nétig.
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4.3. Methodische Grenzen des in vitro End-Joinings

Die Schwierigkeit der Fragestellung in der vorliegenden Arbeit war einzuschatzen, ob und in
wie weit die DNA-Reparatur in zellfreien Extrakten mit der in vivo Reparatur gleichzusetzen
ist. Fur die Aufklarung biochemischer Zusammenhange und Wechselwirkungen zwischen
Proteinen und DNA waren in vitro EJ-Assays in den vergangenen Jahrzehnten sehr hilfreich.
Jedoch kann nicht die gesamte Komplexitdt des Zusammenspiels von Zellzyklus,
Chromatinmodulation und Schadenssignal-Weitergabe in vitro widergespiegelt werden.

Zu allererst hangt die Qualitdt des Extraktes vom Zustand der Zellpopulation und der
Erfahrung des Experimentators ab. Die in dieser Arbeit erzeugten CFEs wiesen durchweg
gute EJ-Effizienzen auf, sofern sie nicht aus einer NHEJ-defizienten Zelllinie gewonnen
wurden und deshalb in dieser Hinsicht grundsatzlich in ihrer Effizienz beeintrachtigt waren.
Der Fortschritt des Zellzyklus, sein Effekt auf die DNA-Reparatur und die Beteiligung
unterschiedlicher Reparaturwege kann in humanen Extrakten nicht so, wie es in denen von
Xenopus laevis mdglich ist, simuliert werden. Es ist nur mdglich, spezifisch einzelne
Zeitpunkte des Zellzyklus zu betrachten, indem Extrakte aus entsprechend synchronisierten
Populationen gewonnen werden. Dazu kommt die Bereitstellung eines geeigneten
Substrates. Wie in dieser Arbeit beschrieben wurde, kann nicht nur die Struktur des DSB-
Substrates entscheidend fur den Ablauf oder die Effizienz der Reparatur sein. Es ist zwar
moglich spezielle Substrate zu generieren, die es ermdglichen, NHEJ, SSA, beide
Reparaturwege simultan wie in dieser Arbeit oder auch die Verwendung von HR zu messen
(Kucherlapati et al., 1985; Oppliger et al., 1993; Srivastava et al., 2007). Es musste versucht
werden, die Komplexitat der in vivo Chromatin-gebundenen DNA zu imitieren. Gerade flr die
Untersuchung des Zusammenhangs zwischen der geschwindigkeitsbestimmenden
Chromatinmodulation fir die Rekrutierung der Reparaturproteine und der Regulation der
Reparaturwege sind zellfreie Reparatursysteme nur begrenzt aussagefahig. Zukulnftig
kénnten jedoch bestimmte DNA-Substrate, welche mit Histon-Proteinen assoziiert sind,
solche Bedingungen besser imitieren. Eine andere vielversprechende Alternative kénnte der
Einsatz von genomischer DNA sein (Cheong et al., 1998), in die zuvor gezielt Substrate flr
einzelne Reparaturwege, etwa pEJ, pEJSSA oder pGC fir die homologe Rekombination

integriert wurden.

Auch die Unterscheidung zwischen klassischem und alternativem EJ ist nicht einfach zu
bewerkstelligen. Da in der vorliegenden Arbeit die NHEJ-defizienten Extrakte ausschlief3lich
lineare Produkte hervorbrachten, wurde daraus geschlossen, dass diese Produkte einem
alternativen EJ entstammen. Zur Prifung, ob diese Annahme den Tatsachen entspricht,

konnten die CFEs vor der EJ-Reaktion mit Inhibitoren behandelt werden. So sollte die
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Inhibition z. B. von PARP1, einem Protein, welches sowohl in der Einzelstrangbruch-
Reparatur wie auch im alternativen EJ beteiligt ist, dazu flihren, dass in NHEJ-defizienten

Zelllinien keine Reparatur mehr stattfindet.

Nicht vollstandig aufgeklart ist die Wirkung von Magnesium im CFE. Unbestritten ist der auch
in der vorliegenden Arbeit beobachtete Effekt, dass die Bildung von linearen Produkten unter
erhdhtem Magnesium-Gehalt sowohl in NHEJ-profizienten als auch —defizienten Extrakten
effizienter ablauft. Vermutet wird, dass dies an einer durch Magnesium erhdhten Aktivitat der
Liglll liegt. Nicht ausgeschlossen ist aber die Moglichkeit, dass auch andere Enzyme wie
etwa die Nukleasen CtIP, MRN oder Exo1 durch Magnesium eine Aktivitatssteigerung
erfahren koénnten und dadurch die DNA-Enden starker degradiert werden. Sollten dadurch
lange einzelstrangige Uberhénge entstehen, so sind diese Strukturen keine geeigneten
Substrate, um Uber klassisches NHEJ verschlossen zu werden. Es wurde beschrieben, dass
Mre11 allein oder im Komplex mit Rad50 als Exonuklease in vitro nur in Mangan- und nicht
in Magnesium-haltigen Puffern aktiv ist (Paull et al., 1998; Sartori et al., 2007). lhre
Endonuklease-Aktivitat wird durch Magnesium teilweise inhibiert (Sun et al., 2012). CtIP
allein zeigte in vitro weder unter Magnesium noch unter Mangan Aktivitat. Nur zusammen mit
Mre11 und Rad50 konnte unter Magnesium Endonuklease-Aktivitat beobachtet werden
(Sartori et al., 2007). Exo1 zeigte Exonuklease-Aktivitat unter Magnesium und wurde
teilweise durch Mangan inhibiert (Sun et al., 2012). Die in diesen Arbeiten verwendeten
Magnesium-Konzentrationen lagen bei maximal 5 mM und damit unter den in dieser Arbeit
eingesetzten Konzentrationen. Es wurde dort nicht getestet, ob die Aktivitat der Nukleasen
unter erhdhten Mg?**-Konzentrationen gesteigert oder inhibiert wird. Daher ist die Beteiligung
von CtIP, Mre11, Rad50 und Exo1 an der Degradation der DNA-Enden nicht auszuschlief3en

und bedarf weiterer Untersuchungen.

44. In vitro End-Joining als Instrument zur Pradiktion der

Strahlenempfindlichkeit

Plattenepithelkarzinome aus dem Hals-/Kopf-Bereich gelten als Tumorentitdt mit
intermediarer Strahlenempfindlichkeit. Die primare Behandlung Ilokal fortgeschrittener
Tumore beinhaltet eine Kombination aus Radiotherapie und Chirurgie oder Chemo-Radio-
Therapie. Im klinischen Alltag ware die akkurate Vorhersage der Tumorantwort auf die
Strahlentherapie und eventuell nachfolgende Chemotherapie ein wichtiger Parameter, der
den behandelnden Arzt darin unterstirzen konnte, die individuell am besten geeignete

Therapie fur den Patienten zu planen und Nebenwirkungen zu reduzieren. Aus diesem
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Grund wird permanent nach neuen Methoden gesucht, um zuverlassig den Effekt einer
Strahlentherapie auf den Tumor vorhersagen zu kénnen. Die meisten solcher Methoden
basieren auf molekularbiologischen, zytogenetischen oder zellularen Techniken. Dabei
werden im Zellsystem Endpunkte betrachtet wie das Uberleben nach Bestrahlung, Apoptose,
Chromosomenabberationen, Genexpression oder die Reparaturkinetik von DSBs.

In dieser Arbeit stellen wir einen funktionellen Assay zur Einschatzung der
Strahlenempfindlichkeit von Kopf-/Hals-Tumorzellen vor, der in der Lage ist, sowohl die
Effizienz des EJs zu messen als auch die Qualitat der Reparatur und die Wahl des
Reparaturweges. Es konnte gezeigt werden, dass mit dem in vitro EJ-Assay und dem
Transformationsassay spezifisch die Effizienz des klassischen NHEJ in den acht Hals-/Kopf-
Tumorzelllinien gemessen werden konnte. Die Tumorzellen zeigten keine Anzeichen eines
Defektes im NHEJ und wiesen keine grof3en Deletionen an den Reparaturstellen auf. Die EJ-
Effizienz zeigte unter Ausschluss von zwei Zelllinien eine signifikante Korrelation mit den in
vivo gemessenen Uberlebensraten nach Bestrahlung. Es stellt sich also fir die hier
gemessenen Zelllinien dar, dass allein durch die Analyse der Effizienz des klassischen NHEJ
in vitro die Strahlenantwort in vivo vorhergesagt werden kann. Um zu bestatigen, dass die
beiden Zelllinien UTSCC5 und UTSCCS8 eine Ausnahme darstellen, sollte die Untersuchung
an weiteren Hals-/Kopf-Tumorzelllinien durchgefihrt werden. Sollte dieser Assay in der Klinik
Anwendung finden, so ist dabei zu beachten, dass gerade solche Ausnahmen zu
Fehleinschatzungen fuhren kénnen. Die beiden Zelllinien UTSCC5 und UTSCCS8 zeigten
eine geringe EJ-Effizienz. Ihre Strahlenresistenz war jedoch vergleichsweise hoch. Die
therapeutische Ausrichtung am EJ-Ergebnis wirde in diesem Fall zu einer niedrigen
Dosisverschreibung fiilhren und damit das Risiko beinhalten, keine Tumorkontrolle zu
erreichen. Unter Umstanden wiirde eine solche Konstellation dazu fihren, dass ein Patient
mit zu niedriger Dosis bestrahlt wirde und es nicht zu einer Tumorkontrolle kame. Es sind
also noch einige Untersuchungen nétig, um die Aussagekraft des in vitro EJ-Assays auch z.
B. fur Extrakte aus Tumor-Gewebe zu sichern. Zukulnftig kdnnten Patienten Tumorproben
entnommen und daraus direkt CFEs hergestellt werden, mit denen das individuelle
Reparaturvermégen funktionell getestet werden koénnte. Als Schwierigkeit ist zu beachten,
dass Tumorgewebe nicht homogen aus Tumorzellen besteht, sondern zu veranderlichen
Teilen Normalzellen und Bindegewebe enthalt. Um die Auswirkungen des Verhaltnisses von
Tumor- zu Normalzellen auf die Reparaturkapazitat einschatzen zu koénnen, sind jedoch
extensive Untersuchungen notwendig. Zusammengefasst lasst sich sagen, dass dieser
Assay ein groRRes Potential flr die klinische Anwendung und die individuelle

Charakterisierung von Tumoren bietet.

92



Zusammenfassung

5. Zusammenfassung

Die Antwort individueller, humaner Tumore auf Chemo- und Strahlentherapie variiert
erheblich trotz gleicher Behandlungsprotokolle. Der Grund daflir ist derzeitig nicht vollstandig
aufgeklart. Ein Konzept, diese Heterogenitat zwischen den Tumoren zu erklaren, ist die
unterschiedliche Kapazitat, mit der DNA-Schaden repariert werden. Unter diesen sind DNA-
Doppelstrangbriiche (DSBs) die schwerwiegendsten. Es wird vermutet, dass humane
Tumore neben den beiden Hauptreparaturmechanismen Nicht-Homologes End-Joining
(NHEJ) und Homologe Rekombination (HR) auch vermehrt fehlerhafte Reparaturwege
nutzen, die vermutlich ausschlaggebend flr Strahlenempfindlichkeit und genomische
Instabilitat sind.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein in vitro End-Joining-Assay etabliert, der eine wichtige
Licke zwischen multiparametrischer Testung von Genom und Proteom eines Tumors und
der funktionellen Analyse in etablierten Zelllinien schlieRen kann. Es wurden drei zentrale
Fragen behandelt: (1) Wie genau und effizient werden DNA-DSBs von humanen
Tumorzellen repariert? (2) Zeichnen sich humane Tumorzellen durch eine haufige Nutzung
fehlerhafter Reparaturwege aus? (3) Ist die in vitro DSB-Reparatur in der Lage, die zellulare
Strahlenantwort wiederzugeben?

Der in vitro End-Joining-Assay wurde anhand von zellfreien Extrakten (CFE) aus
verschiedenen NHEJ-Defektmutanten und Wildtypzellen etabliert und validiert. Der DSB
wurde dem CFE in Form von enzymatisch linearisierten Plasmiden hinzugefiigt, wobei mit
dem Plasmid pEJ NHEJ und mit dem Plasmid pEJSSA neben NHEJ auch Single-Strand
Annealing (SSA) gemessen werden konnte. Der zentrale Unterschied der Reparatur in
Defektmutanten zu der in Wildtyp-Zellen zeigte sich im Ausbleiben zirkularer End-Joining-
Produkte, die spezifisch effizientes, klassisches NHEJ anzeigten. Um die Effizienz des
klassischen NHEJ gezielt messbar zu machen, wurde der Transformationsassay entwickelt.
Die durch diesen Assay gemessenen End-Joining-Effizienzen korrelierten signifikant mit den
wopen circle“-Produktformen, die anhand der Southern-Blot-Analyse aus dem Pool der
Gesamtprodukte sichtbar gemacht werden konnten.

Der Defekt in DNA-PKcs wund LiglV bewirkte einen starken Rickgang der
Gesamtreparatureffizienz. Der Defekt in Ku80 fuhrte nicht zu einem Rickgang der End-
Joining-Effizienz, was auf den Gebrauch anderer, alternativer Reparaturwege als dem
klassischen NHEJ hinweist. Diese sind vordergrindig fehleranfallig und fliihren beim Ku80-
und LiglV-Defekt zu 100 % unkorrekter Reparatur sowie grolRen Deletionen an den
Verknupfungsstellen im Vergleich zu Wildtyp-Zellen, in denen Deletionen maximal im
Rahmen der einzelstrangigen Uberhdnge des Substrat-Plasmids lagen. Die Deletionslangen

an Reparaturstellen, die in CFEs mit DNA-PKcs-Defekt gebildet wurden, entsprachen denen
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des Wildtyps. Dies weist darauf hin, dass das vorhandene Ku-Protein einen schiitzenden
Effekt auf DNA-Enden ausubt. Unter Standardbedingungen, bei denen 8 mM Magnesium
vorliegt, findet im in vitro End-Joining-Assay sowohl Reparatur Uber klassisches NHEJ als
auch uber alternative Reparaturwege statt. Durch Anhebung des Magnesium-Gehalts in der
End-Joining-Reaktion auf 18 mM konnte die Reparatur in Richtung des alternativen End-
Joinings verschoben werden. Dies zeigte sich zum einen durch Anstieg der End-Joining-
Effizienz in DNA-PKcs- und LiglV-defekten CFEs, zum anderen fuhrte dies zum Ausbleiben
zirkularer Produkte auch im Wildtyp. In der Reparaturgenauigkeit wirkte sich die
Magnesiumerhéhung negativ auf die Deletionslange aus, sodass sowohl in DNA-PKcs-
defekten Zellen als auch in Wildtyp-Zellen die Lange der Deletionen zunahm, was ein
Beweis fir die Fehlerhaftigkeit alternativer Reparaturwege ist.

Die untersuchten humanen Tumorzelllinien stammen aus Plattenepithelkarzinomen des
Kopf-/Hals-Bereiches. Im in vitro End-Joining-Assay zeigte sich, dass diese Zellen in ihrer
Reparatur-Effizienz variieren und sich besonders in der Bildungskapazitat zirkularer Produkte
unterscheiden. Jedoch zeichnete sich ihre Reparatur auch bei niedriger End-Joining-
Effizienz als hochgradig préazise aus und bewegte sich stets innerhalb der Uberhénge der
DSB-Enden. Uber SSA reparierten die Tumorzellen in unterschiedlicher, aber geringer
Haufigkeit, sodass NHEJ der Hauptreparaturweg blieb.

In vivo wurde die Strahlenempfindlichkeit der Tumorzellen anhand ihrer Uberlebensrate nach
Bestrahlung und ihre Reparaturkapazitat anhand der Zahlung residueller YH2AX-Foci nach
Bestrahlung gemessen. Es zeigte sich eine breite Varianz der Strahlenempfindlichkeit und
der Reparaturkapazitat. Beim Vergleich der in vitro End-Joining-Effizienz mit der in vivo
Uberlebensrate der Tumorzellen zeichnete sich ein Trend ab, der Signifikanz erreichte,
nachdem zwei Zelllinien ausgeschlossen wurden, die sich durch eine auferordentlich
niedrige in vitro Reparatur auszeichneten. Zwischen der SSA-Rate und der Anzahl
residueller Foci lie3 sich ein signifikanter Zusammenhang nachweisen, der DSBs, die in vivo
Uber langere Zeit unrepariert bleiben, mit der Verwendung alternativer Reparaturwege in
Verbindung bringt.

Insgesamt lassen diese Daten die Folgerung zu, dass die untersuchten Kopf-/Hals-
Tumorzelllinien zwar in unterschiedlicher Effizienz DSBs reparieren, dass sie aber auch bei
verminderter Effizienz dennoch eine hohe Prazision der Verknlpfungen beibehalten und
nicht auf alternative Reparaturwege ausweichen. Der in vitro End-Joining-Assay ist in der
Lage, die in vivo Strahlenempfindlichkeit wiederzugeben und beinhaltet das Potential der
klinischen Anwendung in der Tumortherapie. Fur die Zukunft ist es von besonderem
Interesse, den Assay auf humane Tumorproben auszuweiten, um so die Mdglichkeit zu
haben, die Strahlenempfindlichkeit individueller Tumoren besser charakterisieren und
einschatzen zu kénnen.
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7. Anhang

7.1. Materialien

7.1.1. Laborausstattung

Hersteller

Beckman Instruments GmbH, Miinchen

Deutschland

Beckman Coulter, Krefeld, Deutschland

Binder, Tuttlingen, Deutschland

Biometra, Deutschland

Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA

Carl Zeiss Werk, Gottingen, Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Gulmay Medical LTD, Oxford, UK

Johanna Otto GmbH, Hechingen, Deutschland

Gerat

Kuhlzentrifuge Microfuge R
pH-Meter 300

Coulter Counter Model Z1
Ultrazentrifuge Optima LE-80K
SW 60 Ti Rotor, Swinging Bucket

Heraeus B50/60EK/CO, Brutschrank
Inkubator B

BioDoc Il, Geldokumentation

Duo-Therm-Hybridisierungsofen OV5

E. coli Pulser
Vacuum Pump 206BR
Vacuum Blotter Model 785

Axioplan 2 Imaging Fluoreszenz-

Mikroskop

Bio-Photometer

Eppendorf Zentrifuge 5415 D
Zentrifuge 5810R
Thermo-Block Thermostat 5320

X-Strahl Generator Typ RS225 Research
System

Edmund Buhler Schittler KM-2
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Kendro, Hanau, Deutschland

Mettler-Toledo GmbH, Giessen, Deutschland

MWG Biotech, Ebersberg, Deutschland

Olympus Optical Co., Japan

Oxford Optronix, Oxford, UK

Sarstedt, Niumbrecht, Deutschland

Stratagene, Amsterdam, Niederlande

Thermo Scientific, Rockford, IL, USA

7.1.2. Kits, Reagenzien, Chemikalien

Amersham, GE Healthcare

Biotium, Hayward, CA, USA

Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf

Deutschland

Fermentas, Thermo Fisher Scientific,
St. Leon-Rot, Deutschland

Edmund Bulhler Schiittler TH30 SM-30

Control
Hera Cell 240 CO,, Brutschrank
Heraeus Typ B15 Brutschrank

Thermo Herasafe HS12 Sterile Werkbank

Analytical balance P1200 Waage
Analytical balance AE160 Waage

Primus 25 Thermal Cycler

Invers-Mikroskop (Olympus CK2)

ColCount Kolonie-Zahler

Zellkultur-Flaschen 25 bis 175 cm?

Petrischalen

Robocycler Gradient 40

BCA Protein Assay
CL-XPosure Roéntgen-Film

Hybond-N Membran

AlkPhos Direct Labeling and Detection
System

GelRed Nucleic Acid Gel Stain

Elektroporationskiivetten

Fast Digest Restriktionsenzyme
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GE Healthcare, Miinchen, Deutschland

Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Lonza, Rockland, ME, USA

Millipore, Billerica, MA, USA

Nalgene Labware, Thermo Fisher Scientific
Rochester, NY, USA

New England Biolabs GmbH,

Frankfurt am Main, Deutschland

PeQ Lab Biotechnology GmbH, Erlangen

Deutschland

Promega Corporation, Madison, WI, USA

Qbiogene

Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland

Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg,

Deutschland

Exo-SAP-IT DNA-Aufreinigungskit

Topo-TA Cloning Kit fur Sequenzierung
destilliertes Wasser

1 kb DNA-Leiter

Dialyseschlauch

SYBR Gold Nucleic Acid Gel Stain
Molecular Probes Alexa Fluor 594 goat

anti-mouse IgG

GelStar Nucleic Acid Gel Stain

VSWP 0,025 um Microdialyse-Filter

Mr. Frosty

Restriktionsenzyme

PeQLab PCR Master-Mix Y

Wizard SV Gel und PCR Clean-up

System

4' 6-Diamidino-2-
phenylindoldihydrochlorid (DAPI)

Plasmid Mini Kit
Plasmid Maxi Kit

DNeasy Blood and Tissue Extraction Kit
Leupeptin

PepstatinA
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)

105



Literatur

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,

Deutschland

Agarose

Ammoniumsulfat (NH4).SO,)

Aprotinin

Borsaure

Bovine serum albumin (BSA)
Bromophenol Blau

Bromphenol Blau (BPB)

Calciumchlorid CaCl2

CDP-STAR Chemiluminescent Substrate
Soution

Dimethylsulfoxid (DMSO)
Di-Natriumhydrogenphospat (Na2HPO4)
Dithiothreitol (DTT)

Ethanol absolut

Ethidiumbromid
Ethylene-diamin-tetracetic-acid (EDTA)
Ethylene-glycol-tetraacetic-acid (EGTA)
Glucose

Glycerol

Kaliumchlorid (KCI)
Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO,)
Kanamycinsulfat

Kristallviolett

Magnesiumchlorid (MgCI2)
B-Mercaptoethanol

Methanol

Natriumchlorid (NaCl)
Natriumdihydrogenphosphat (NaH2PO4)
B-Natrium-Glycerophosphat
Natriumhydroxid (NaOH)

2-Propanol

Proteinase K

Sodium Dodecyl Sulfat (SDS)

Sucrose

Trizma-base

Urea

Xylene Cyanol (XC)
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7.1.3. Reagenzien und Medien fur Zellkultur

Gibco Cell Culture, Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Deutschland

Biochrom AG, Berlin, Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland
auf 1 | mit didest.H,0)

7.1.4. Bakterienkultur

Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland
Bakterien

Epicentre Biotechnologies, Madison, WI, USA

Dulbecco's Modified Eagle Medium
(DMEM)

Antibiotika: Penicillin, Streptomycin
Trypsin-EDTA

FCS Superior

a-Medium (MEM-a-Pulver, 0,22 % (w/v)
NaHCO;3; 1 % (v/v) Penicillin-Streptomycin

One Shot TOP10 Electrocompetente

TransforMax EC100 Electrocompetent
E. coli

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen LB-Medium (10 g/l Trypton, 5 gl
Deutschland Hefeextrakt, 5 g/l NaCl)
Agar
7.1.5. Antikorper
Primarantikorper
Anti-Phospho-Histon = H2AX-Antikérper, monoclonal, anti-mouse, Upstate, 1:100-

Verdinnung in 1 % BSA/1 x PBS

Sekundarantikorper

Alexa Flour 594 goat anti-mouse, Molecular Probes/Invitrogen, 1:400-Verdinnung in 1 %

BSA/1 x PBS
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7.1.6. Plasmide

pEJ
pEJSSA

7.1.7. Oligonukleotid-Sequenzen

(Primer von MWG Biotech, Ebersberg, Deutschland)

P1: 5-GGC AAA TGG GCG GTA GGC GTG-3°
P2: 5-GTC GGG CAT GGC GGA CTT GAA-3

7.1.8. Software

Graphpad Software Prism 4.03
DNA Star Lasergene
Silk Scientific Un-Scan-It Gel 6.1

7.1.9. Puffer und Losungen

Hypotonischer Puffer

10 mM Tris-HCI, pH 8,0

1 mM EDTA

5 mM Dithiothreitol (DTT)

Protease-Inhibitoren

100 mM (200x) Phenyl-methyl-sulfonyl-fluorid (PMSF) in Isopropanol

1 mM (1000x) Leupeptin in didest. H,O
1 mM (1000x) Pepstatin A in Methanol

Hochsalz-Puffer

50% Glycerol

25% Sucrose

50 mM Tris-HCI, pH 8,0
10 mM MgCl,
2mMDTT

geséattigte Ammoniumsulfat-Losung

10,3 g Ammoniumsulfat in 20 ml didest. H,O, pH 7,0
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Dialyse-Puffer
20 % Glycerol

30 mM Tris-HCI pH 8,0

90 mM KCI

10 mM B-Natrium-Glycerophosphat, pH 7,0,
2 mM EGTA, pH 8,5

1 mM EDTA pH 8,0

1mMDTT

2 mM MgCl,

MOPSO-Puffer

50 mM MOPSO-NaOH, pH 7,5
40 mM KCI

10 mM MgCl,

5 mM B-Mercaptoethanol

10 x LNB-Puffer

10 mM Tris-HCI, pH 8,0
1,2 mM MgCl,

10 mM KCI

1 mM B-Mercaptoethanol
10 mM ATP, pH 7,0

2 mM dNTPs (je 0,5 mM)
0,5 mg/ml BSA

2 x TE-Stop/SDS-Lésung

40 mM Tris-HCI, pH 7,5

2 mM EDTA

2 % Natriumdodecylsulfat (SDS)

Ladepuffer (End-Joining-Gel)
2,5 mM Tris-HCI, pH 8,0

50 mM EDTA, pH 8,0

77 % Glycerol

0,01 % BPB

0,01 % XC
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Agarose-Gel
1 g Agarose in 100 ml 1 x TBE-Puffer (1 %iges Standard-Gel)

0,7 g Agarose in 100 ml 1 x TAE-Puffer (0,7 %iges End-Joining Gel)

Proteinase K
20 mg/ml in didest. H,O

Transfer-Puffer (TS)
0,6 M NaCl
0,4 M NaOH

Neutralisierungs-Puffer (TN)
1 M NaCl
0,5 M Tris-HCI, pH 7,2

DNA Lade-Puffer

30 % Glycerol

0,25 % Bromophenol Blau
0,25 % Xylen-Cyanol

PBS (phosphate buffered saline)
140 mM NaCl

3 mM KCI

8 mM Na,HPO,

1,5 mM KH,PO,

10 x TBE-Puffer (Elektrophorese-Puffer)
1,8 M Tris-base

1,8 M Borsaure

20 mM EDTA

50 x TAE-Puffer (Elektrophorese-Puffer)
2 M Tris-base

100 mM EDTA

pH 8,5
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Waschpuffer 1
120 g Urea

19 SDS

100 ml 0,5 M Na-Phosphat pH 7,0 (NaH,PO,4 x H,O)
8,7 g NaCl

1.0 M MgCl; 1 ml

2 g Blocking Reagenz

auf 1 | mit didest. H,O

20 x Waschpuffer 2
121 g Tris base

112 g NaCl

pH 10,0

auf 1 | mit didest. H,O
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7.2. Abkilirzungsverzeichnis

A Lambda

M Mikro (10°®)

A Adenin

Abb. Abbildung

ATM Ataxia Telangiectasia Mutated

ATP Adenosin-5-Triphosphat

BCA Bicinchoninsaure

BER Basen-Exzisions-Reparatur

bp Basenpaare

BPB Bromphenolblau

BSA Bovines Serum Albumin

C Cytosin

CDK cyclin-abhangige Kinase

CFE Cell-free Extract/Zellfreier Extrakt

CHO Chinese Hamster Ovary

CtIP C-terminal binding protein interacting protein

DAPI 4'.6-Diamidino-2-phenylindoldihydrochlorid

didest. didestilliert

DMEM Dulbecco's Modified Eagle's Medium

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsaure

DNA-PKcs DNA-abhangige Protein Kinase

DSB Doppelstrangbruch

DTT Dithiothreitol

E. coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

EJ End-Joining

ERCC1 Excision repair cross-complementing rodent repair
deficiency, complementation group 1

Exo1 Exonuklease 1

FCS Fotales Kalberserum

G Guanin

Gy Gray

h Stunden

Hg Quecksilber

HNSCC Hals-/Kopf-Plattenepithelkarzinom

HPV Humanes Papillom-Virus

HR Homologe Rekombination

Ig Immunglobulin

Kap1 KRAB assoziiertes Protein 1

kb Kilobasen

kV Kilovolt

I Liter

Liglll DNA-Ligase 3
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LiglV
LNB

MEM
min

miR
MOPSO
Mre11
MRN

Nbs1
NHEJ
nt

PARP1
PBS
PCR
PE
PMSF
Re
RecA
ROS
RPA
rpm
SDS
SF

Ss
SSA

TAE
TBE
TE
TN
TS
uv
viv
w/v

XC
XLF
XRCCA4
Xrs

DNA-Ligase 4

Lade-NTP-BSA

Molar (mol/l)

Minimum Essential Medium
Minuten

Mikro-RNA
2-Hydroxy-4-morpholinpropansulfonsaure
Meiotic recombination 11 (3'-5' exonuclease)
Mre11/Rad50/Nbs1

Nano (107)
Nijmegen-Breakage-Syndrom 1/Nibrin
Nicht-homologes End-Joining
Nukleotide

Piko (107%)
Poly-(ADP-Ribose)-Polymerase 1
Phosphate-buffered Saline
Polymerasekettenreaktion
Plattierungseffizienz
Phenylmethylsulfonylfluorid
Restriktionsenzym

Rekominase A

reaktive Sauerstoffspezies
Replikationsprotein

Rotationen pro Minute
Sodiumdodecylsulfat
Uberlebensfraktion
Einzelstrang/einzelstrangig
Single-Strand Annealing

Thymin

Tris-Acetat-EDTA-Puffer
Tris-Borat-EDTA-Puffer
Tris-EDTA-Puffer
Neutralisierungspuffer
Transferpuffer

Ultraviolet

volume per volume

weight per volume

Wildtyp

Xylen Cyanol

XRCC4-like Factor

X-ray repair cross-complementing protein 4
X-ray-sensitive
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