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1 EINLEITUNG

1.1 DNA Reparatur

DNA Schaden tauchen héaufig in Sdugetierzellen auf, da der Organismus standig potentiell
DNA schadigenden Quellen sowohl endogener als auch exogener Natur ausgesetzt ist.
Endogene Quellen sind hierbei reaktive Sauerstoffspezies, die wahrend der oxidativen
Atmung oder aus Produkten des Lipidstoffwechsels entstehen. Zuséatzlich konnen
Basenfehlpaarungen durch hydrolytische Desaminierung von Basen und Fehlern wahrend der
Replikation entstehen. Als exogene Verursacher von DNA Schaden sind UV Licht,
ionisierende Strahlung und eine Vielzahl gentoxischer Medikamente, wie beispielsweise
Chemotherapeutika, zu nennen [81, 87, 168, 216].

DSBe stellen die schwerste Form der DNA Schadigung dar. Sie kénnen wahrend der
Replikation, durch Einzelstrangbriiche oder durch einen Kollaps der Replikationsgabel
entstehen. Sie treten aber auch wéhrend der V(D)J Rekombination und der Meiose auf [16,
96, 145]. Abhédngig von der Lasionsart wird durch die DNA Schéadigung einer der
verschiedenen Reparaturwege initiiert, mit dem Ziel, die genomische Integritat
wiederherzustellen. Betrifft der Schaden nur einzelne Basen, kann dieser entweder durch
Nukleotidexzisionsreparatur (NER), Basenexzisionsreparatur (BER) oder Mismatch
Reparatur (MMR) behoben werden. Mittels BER werden oxidierte, alkylierte und
desaminierte Basen sowie abasische Stellen und DNA Einzelstrangbriiche entfernt. Bei der
NER werden gezielt Pyrimidin Dimere und unférmige DNA Addukte Gber Exzision von bis
zu 32 Nukleotiden entfernt. Mit Hilfe der MMR werden Basenfehlpaarungen, Insertionen und
Deletionen erkannt und behoben. DSBe kdnnen entweder durch ein einfaches Ligieren der
DNA Enden (NHEJ) oder durch Homologie gerichtete DNA Reparatur (HDR) behoben
werden [216].

Fehler bei der DNA Reparatur fihren zu Zelltod, Mutationen und Krankheiten. Zu deren
Vermeidung benétigt ein verlassliches Reparatursystem nicht nur eine Koordination zwischen
den verschiedenen Reparaturformen, sondern auch die Aktivierung von Zellzyklus
Checkpoints und die Induktion der Apoptose [81, 145, 163, 168, 216].
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1.2 Mismatch Reparatur (MMR)

Die MMR umfasst die Wiederherstellung einer intakten DNA Doppelhelix nach dem
Auftreten von Basenfehlpaarungen bzw. Insertionen/Deletionen von bis zu acht Nukleotiden,
die wéhrend der DNA Replikation auftreten. Basenfehlpaarungen kénnen jedoch nicht nur
aufgrund einer fehlerhaften Replikation sondern auch durch Methylierung, Oxidation und
Desaminierung von Basen entstehen. In MMR defizienten Tumorzellen ist die Mutationsrate
im Vergleich zu normalen Zellen 100-1000fach erhéht [90, 120].

Diese Reparaturform wurde bereits in E.coli genau untersucht und es konnten die Proteine
MutH, MutL, MutS identifiziert werden [216]. Hierbei initiiert MutS als Homodimer den
Reparaturweg, indem es Basenfehlpaarungen erkennt und an diese bindet. Gemeinsam mit
dem MutL Komplex wird die nukleolytische Komponente des MMR Weges, das Protein
MutH, rekrutiert. Diese Endonuklease spaltet den unmethylierten Strang. An der Exzision
sind weiterhin auch eine Helikase und eine auf Einzelstrange spezialisierte Exonuklease
beteiligt. SchlieRlich folgt die DNA Synthese und Ligation [128].

Die MMR scheint in Sdugetieren &hnlich abzulaufen und bisher konnte eine Vielzahl von
Homologien zu E.coli gefunden werden (Abbildung 1). So wurden zwei Aquivalente des
MutS Homodimers (Muta, MutSB) und drei Aquivalente des MutL Komplexes (MutLa,
MutLp und MutLy) im Menschen identifiziert.

Der MutSa Komplex wird von dem Heterodimer MSH2/MSH6 gebildet, MutSp besteht aus
den Proteinen MSH2/MSH3. Beide Komplexe erkennen kiirzere Einzelbasenfehlpaarungen
und kleinere Insertionen/Deletionen von ein bis zwei Basen Lange. Der MutSp Komplex
erkennt zusatzlich noch langere Fehlpaarungen von bis zu acht Nukleotiden. Hierbei scheint
der humane MutSo. Komplex der Hauptfaktor bei der Erkennung fehlgepaarter Basen zu sein;
der hMutSP Komplex fungiert eher als ,,Back-up System* [68, 119].
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Abbildung 1 Funktionsweise der humanen MMR Komponenten und weiterer beteiligter Proteine.
Die MutS Komplexe wandern das DNA Riickgrat entlang, wobei der MutSa Komplex v.a. Basenfehlpaarungen
und Insertions- bzw. Deletions-Loops (IDL) unter Beteiligung von ein bis zwei Basen erkennt. MutSp erfasst
zusétzlich auch grofRere IDLs. Nach Detektion einer Fehlpaarung rekrutieren MutSa oder MutSp MutLa, ein
MLH1/PMS2 Heterodimer. Nach Adenosintriphosphat (ATP) Hydrolyse bindet der replication factor C (RFC)
an das 5° Ende des fehlgepaarten DNA Abschnitts wodurch wiederum nachgeschaltete Proteine wie das
Proliferating-Cell-Nuclear-Antigen (PCNA), die Exonuclease 1 (EXO1), die Polymerase & (Pol 8) und die DNA
Ligase | (LIG1) aktiviert werden. Das replication protein A (RPA) stabilisiert Zwischenprodukte und reduziert
die Prozessivitat des MutSo/ EXO1 Komplexes auf ca. 250 Nukleotide. Sowohl die 5° gerichtete als auch die 3¢
gerichtete Exzision wird durch EXO1 in 5°-3"Orientierung ausgefuhrt. Fiir die 3¢ gerichtete MMR fligt der
MutLa Komplex, nach Aktivierung durch replication factor C (RFC), PCNA und ATP eine zweite, weiter 5°¢
gelegene Schnittstelle ein. Anschliefend wird die Exzision wie gewohnt durch EXO1 ausgefiihrt [89].
AnschlieRed werden die DNA Enden durch eine Ligase verbunden.

Das wichtigste MutL Homolog ist das Protein MLH1, welches Heterodimere mit den MutL
Homologen PMS2 (hMutLa), PMS1 (hMutLf), und MLH3 (hMutly) bildet. Hierbei scheint
MutLa, bestehend aus MLH1-PMS2, die wichtigste Rolle bei der MMR zuzukommen [119,
144]. hMutLy Ubernimmt Funktionen bei der meiotischen Rekombination; bisher konnte noch
keine spezifische biologische Funktion des hMutL3 Komplexes identifiziert werden [100].

Mittels MutLo wird die nukleolytische Komponente der MMR aktiviert. EXO1, eine 5°-3¢
Exonuklease reseziert, in Anwesenheit von MutSa, MutSp und RPA, die fehlgepaarten Basen
5¢ gerichtet. Lange war die 3° gerichtete Exzision bei der MMR ungeklért. In neuere Studien
konnte gezeigt werden, dass MutLa zusatzlich noch eine PCNA/replication factor C (RFC)-
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abhangige Endonukleaseaktivitit besitzt, die eine zentrale Rolle bei der 3° gerichteten MMR
einnimmt [93]. Hierbei inzidiert MutLa den DNA Abschnitt, der 5° zu der Fehlpaarung
gelegen ist. EXO1 entfernt anschlieend, ausgehend wvon dieser Schnittstelle, die
fehlgepaarten Basen in 5°-3° Richtung. Jedoch zeigen EXO1 Nullmutanten in der Hefe und
im Mausmodell nur einen leicht mutierten Phanotyp, sodass wahrscheinlich noch weitere,
bisher nicht identifizierte Exonukleasen Funktionen bei der MMR ubernehmen [8, 213].
Anschliefend werden die entstandenen Liicken durch die Polymerase 6 und ihre Kofaktoren
PCNA und RFC aufgefullt; die Ligation erfolgt mittels der DNA Ligase I.

Weitere Proteine, die an der MMR beteiligt sind, sind das Protein RPA und das high mobility
group box 1 Protein (HMGBL1). RPA (replication protein A) bindet die heteroduplexe DNA
noch vor MutSa und MutLa, stimuliert anschlielend die Exzision der Fehlpaarungen, schiitzt
die dabei entstehende einzelstrangige DNA und fordert die DNA Resynthese [49, 152, 222].
Das Protein HMGB1 bindet ebenfalls Basenfehlpaarungen und hat eine DNA entwindende
Aktivitat [109].

1.3 DSB Reparatur

DSBe sind die schwerste Art der DNA Schédigung. So kann ein einziger nicht reparierter
DSB den Tod der Zelle hervorrufen [206]. DSBe entstehen sowohl durch endogene als auch
exogene Quellen. In der Zelle selbst verursachen v.a. reaktive Sauerstoffspezies chemische
Veranderungen des DNA Rickgrates. Mdgliche exogene Quellen sind ionisierende Strahlung,
Chemotherapeutika und Topoisomerase Inhibitoren. Man nimmt an, dass DSBe auch durch
physikalischen Stress wahrend der Mitose entstehen, wenn die Chromosomen zu den
entgegengesetzten Polen gezogen werden. DSBe entstehen jedoch nicht nur akzidentiell,
sondern werden auch von der Zelle gezielt selbst, mittels spezifischer Endonukleasen,
induziert; beispielsweise wahrend der V(D)J Rekombination und der Class-Switch
Rekombination (CSR), im Rahmen der B-Zellreifung oder wahrend der Meiose [180].

Die zwei Hautpmechanismen der DSB Reparatur sind die HDR und das NHEJ [86].
Wahrend die HDR auf der Basis ausgedehnter Sequenzhomologien stattfindet, werden beim
NHEJ die DNA Enden im Bereich des Bruches aufgrund kurzer Mikrohomologiebereiche
ligiert. Die relative Verteilung dieser beiden Formen bei der Reparatur von DSB in
Séugetierzellen wird kontrovers diskutiert [92]. Das zur Verfligung stehende Template ist

hierbei ein wichtiger Schlisselfaktor. Daher ist es nicht verwunderlich, dass die HR bevorzugt
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in diploiden Zellen ablduft, und, dass die HR v.a. wéhrend der Meiose und der spaten S- und
G,-Zellzyklusphase stattfindet, wenn das Schwesternchromatid als Template verfiigbar ist
[111, 155]. Dagegen Uberwiegt die Reparaturform des NHEJs wahrend der G;. und frithen S-
Phase [108, 194]. Auch wéhrend der DNA Replikation scheinen DSBe v.a. mittels HR
behoben zu werden [77, 78].

Als Reaktion auf einen DSB kommt es zu einer raschen lokalen und globalen
Chromatindekondensation, ein VVorgang, der die DSB Reparatur unterstitzt, da so der Zugang
von Reparaturproteinen zur der Schadensregion gefordert wird. Diese Reparatur assoziierten
Chromatinveradnderungen werden durch verschiedene Chromatin Remodeling Komplexe
durchgefuhrt, die durch ATP Hydrolyse Histone entfernen oder ihre Konformation &ndern. So
beispielsweise der SWI/SNF Komplex, der MRN die Bindung an den DSB erleichtert. Durch
die Freilegung des Chromatingerists wird nicht nur der Zugriff auf das Chromatingerist
gefordert, vielmehr werden auch Reparaturfaktoren und Chromatin Remodeling Bestandteile
rekrutiert und Zellzyklus Checkpoints aktiviert [127].

Durch direkte Interaktion mit dem MRN Komplex werden die DNA Enden von diesem als
DSB erkannt und gebunden. Dieser Komplex, bestehend aus den Proteinen MRE11, Rad50
und NBS1, bernimmt neben der Erkennung des Bruches weitere wichtige Funktionen: Er
prozessiert die DNA in diesem Bereich und beeinflusst Uber verschiedene Proteine auch
Checkpoint- und Signalkaskaden. So rekrutiert und aktiviert er die ATM Kinase [74, 107,
118, 143], welche wiederum eine Vielzahl anderer Proteine phosphoryliert, darunter auch das
H2A/H2AX Histon und weitere Effektorkinasen, die die Schadensantwort propagieren. Das
phosphorylierte YH2AX scheint hierbei eine zentrale Rolle einzunehmen: Es interagiert mit
dem Mediatorprotein MDC1, welches wiederum ATM und MRN im Sinne eines positiven
Feedbacks aktiviert und so zu einer weiteren Verstarkung des Signals fuhrt [187]. Hierdurch
kommt es zu einer stabilen Aktivierung von MRN, MDC1 und ATM und weiteren Proteinen
im Rahmen der Schadensantwort. Dabei werden die HR und das NHEJ gleichermafen

gefordert.

1.4 Homologie gerichtete DNA Reparatur

Die Reparaturform der HDR ist ein sehr exakter Reparaturmechanismus, wobei die DSB
Reparatur auf der Grundlage von Sequenzhomologien stattfindet. Der HDR kann in zwei
Gruppen unterteilt werden: In die konservative Form der Homologen Rekombination (HR),
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die zellzyklusabhangig stattfindet und bei der der DSB Bruch durch Stranginvasion und -
austausch mit einem homologen Doppel behoben wird, und in die nichtkonservative Form des
sog. Single Strand Annealings (SSA). Bei dieser Reparaturform werden repetitive Sequenzen
durch Stranganlagerungsaktivitaten verknipft. Beiden Reparaturformen gemeinsam ist die
initiale Erkennung und Bindung des DSBes durch den MRN Komplex [11].

1.4.1 Homologe Rekombination

Der Hauptschritt bei der HR ist die Invasion eines DNA Einzelstranges in das homologe
Doppel. Da diese Reparaturform von dem Vorhandensein einer homologen Sequenz abhéngig
ist, erfolgt die Reparatur vorwiegend in der spéten S- und G,-Phase des Zellzyklus, wenn das
Schwesternchromatid als Matrize verwendet werden kann [155, 214]. Solch eine
zellzyklusabhangige Restriktion der DSB Reparatur ist sehr wichtig; findet die HR wéhrend
der G;- Phase statt, kann es zu schwerwiegenden chromosomalen Rearrangements kommen,
da dann falsche homologe Sequenzen als Template verwendet werden. Ein wichtiger Schritt
bei der zellzyklusabhangigen Regulation der HR ist die Resektion des DSBes, wodurch
einzelstrangige DNA Uberhénge entstehen, die fiir die Stranginvasion unverzichtbar sind. Die
Resektion des DSBes findet wahrend der S/G,-Phase des Zellzyklus statt und wird von dem
Protein CDK beeinflusst, welches u.a. das Protein CtIP reguliert. [12, 35, 83, 85]. Im
Gegensatz dazu werden fir die Reparaturform des NHEJs keine einzelstrangigen DNA
Abschnitte benétigt.

Die beschadigten DNA Enden werden zunédchst durch nukleolytische Aktivitat in 5°-3¢
Richtung resiziert, sodass einzelstringige 3° Uberhiinge entstehen, wodurch die
Stranginvasion erst ermdoglicht wird (Abbildung 2). Auch das Protein CtIP und die
Exonuklease EXO1 scheinen in die Prozessierung der DSB Enden involviert zu sein [142,
221]. Die einzelstrangigegn DNA Enden werden durch RPA stabilisiert, wobei die
Rekrutiertung und Phosphorylierung von RPA ebenfalls durch CtIP unterstiitzt wird [83].
Sowohl BRCAL als auch BRCAZ2 férdern die HR, auch wenn nur fir BRCA2 eine direkte
Interaktion mit Rad51 detektiert wurde. Nach Ldsen des Proteins RPA von der DNA,
rekrutiert BRCA2 das Protein Rad51, eukaryotes Homolog des E.coli Proteins RecA, in den
Bereich der Einzelstrang DNA, wo dieses ein Nukleoprotein-Filament um die einzelstrangige
DNA bildet [157]. Wie wichtig seine Funktion fur die HR ist, zeigt sich nach Verlust von
BRCAZ2. Ohne BRCA2 kommt es zu einer Verschiebung der DNA Reparatur in Richtung der
mutagenen Reparaturformen des SSAs und des NHEJs [130, 204]. Anschlielend erfolgt

mittels des Rad51 Nukleoproteinfilamentes die Stranginvasion in das homologe Doppel.
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Wichtige Kofaktoren, die Rad51 wéhrend der HR unterstiitzen, sind die Rad51 Paraloge
XRCC2, XRCC3, Rad51B, C, D sowie Rad52 und Rad54. Sie unterstiitzen den Rad51
vermittelten Strangaustausch indem sie den heterotetrameren Rad51B-C-D-XRCC2- und den
heterodimeren Rad51C-XRCC3- Komplex bilden. Weiterhin erhéht XRCC2 die ATPase
Aktivitat von Rad51 [192]. Rad52 fordert die Rad51 vermittelte Ablosung von RPA. Rad54,
eine DNA abhéngige ATPase und Mitglied der SNF2/SWI2 Familie, interagiert direkt mit
Rad51 und stimuliert dessen Aktivitat indem es das Protein bei der Suche nach homologen
DNA Abschnitten und bei der Verknipfung dieser Abschnitte unterstitzt. Zusatzlich scheint
es auch Funktionen als Chromatin-Remodeling Komplex zu Gbernehmen, indem es die DNA
entwindet und oOffnet. Gleichzeitig fordert es ebenfalls die Duplexinvasion des Rad51
Filaments [9, 206]. Indem Rad54 die HR unterstiitzt und gleichzeitig das mutagene SSA
inhibiert fungiert es als eine Art Wegweiser zwischen der konservativen und der
nichtkonservativen Form der HDR [47]. Im Gegensatz zur Hefe scheint das Protein Rad52 in
Eukaryoten keine Funktionen bei der HR zu tbernehmen [182].

Durch die Paarung des einzelstrangigen DNA Uberhanges mit dem homologen Duplex
kommt es zur DNA Synthese sowie nachfolgender Verlangerung des invadierten DNA
Stranges. Die sich bei der Stranginvasion bildende D-Loop kann sich mit der anderen Seite
des DSBes paaren, sodass das 3° Ende des nichtinvadierenden DNA Stranges ebenfalls
mittels DNA Synthese verlangert wird, wobei es zur Ausbildung einer Double Holliday
Junction kommt. Hierbei gibt es zwei Mdglichkeiten der Fortfiihrung der HR, die entweder
zur Bildung von Noncrossover Produkten oder zur Bildung von Crossover Rekombinanten
flhrt [193]. Verlauft die DNA Reparatur ohne Crossover, kann sich die neugebildetete DNA
von der Matrize ablésen und zuriickklappen. In Sdugetierzellen scheint dies der favorisierte
Weg zu sein [91]. Entstandene Licken werden durch Polymerasen aufgefillt und
abschlieBend werden die DNA Enden ligiert.

Viele der Proteine, die bei der HR Funktionen ubernehmnen, spielen auch bei der
Krebsentstehung eine wichtige Rolle, insbesondere Keimbahnmutationen in dem Brustkrebs
Suszeptibilitatsgenen BRCAL1 (Breast Cancer 1) und BRCA2 (Breast Cancer 2) [66, 196].
Das Lebenszeitrisiko an Brustkrebs zu erkranken betragt fir Tragerinnen einer BRCAL
Mutation ca. 65%, fiir Betroffene mit BRCA2 Mutation ca. 45 % [10], gleichzeitig ist das
Risiko fir die Entwicklung ovarieller Tumoren ebenfalls deutlich erhéht [217]. Aber auch
Mutationen in den Rad51 Paralogen sind mit einem vermehrten Auftreten von Mamma- und
Ovarialtumoren assoziiert. So pradisponieren mono-allelische Mutationen von RAD51C und
RADS51D fur Tumoren der Brust und der Ovarien. Mutationen des XRCC2 Proteins konnten
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in ,,Brustkrebsfamilien* detektiert werden, allerdings konnte noch keine genaue Assoziation
zwischen verschiedenen XRCC2 Varianten und dem Risiko an Brustkrebs zu erkranken
gefunden werden. Ebenfalls deuten neuere Daten auf ein erhohtes Risiko fir Brust- und
Ovarialkarzinome bei Mutation von RAD51B hin [70].

1.4.2 Single Strand Annealing

Bei der nichtkonservativen Form der HDR erfolgt die Paarung sich wiederholender
Sequenzen mit nachfolgender Resektion der dazwischenliegenden DNA Abschnitte. Das SSA
geht immer mit einer Deletion einher, ist potentiell mutagen und findet im Gegensatz zur HR
Rad51 unabhéngig statt [207]. Das Protein Rad51 scheint diese Reparaturform sogar zu
inhibieren. Die Anlagerungs- und Prozessierungsschritte wéhrend des SSA werden durch die
Proteine Rad52 und die Endonuklease ERCCL1 (Excision repair cross complementing group
1-Xeroderma pigmentosa complementation group F), eukaryotes Homolog von Radl-Rad10
(Hefe), katalysiert (Abbildung 2) [6]. Zellen mit Defekten dieser Proteine weisen eine
reduzierte SSA Aktivitat auf [182]. Es gibt jedoch mechanistische Gemeinsamkeiten mit der
konservativen Form der HDR, so scheint beim SSA die DNA Reparatur ebenfalls durch
Bindung des MRN Komplexes initiiert zu werden [206]. AnschlieRend werden die DNA
Enden in 5°-3° Richtung reseziert und die dabei erzeugte einzelstringige DNA durch das
Protein RPA umhullt. Es folgt die Hybridisierung homologer Einzelstrange im selben oder in
unterschiedlichen Chromosomen. Nicht komplementdre Sequenzen werden reseziert,
abschlieBend werden die entstandenen Licken mittels spezifischer Polymerasen aufgefullt
und die DNA Enden ligiert.

Durch Bindung von Rad52 in den Bereich des DSBes wird die Prozessierung und Anlagerung
der DNA Einzelstrange vermittelt [129]. Rad52 formt dabei einen heptameren Ring um die
DNA Enden und bindet sie auf diese Weise. So verhindert das Protein den unspezifischen
Angriff von Exonukleasen und vermittelt gleichzeitig die Assoziation der DNA Enden [207].
Das Heterodimer ERCC1/XPF kiirzt die iiberstehenden, nichthomologen 3¢ Uberhinge [3,
203]. Hierbei handelt es sich um eine strangspezifische Endonuklease, die zuséitzlich die 5°
Exzision waéhrend des NER katalysiert [43]. Weiterhin bildet das Protein ERCC1 einen
Komplex mit Rad52.

Das SSA verursacht immer den Verlust einer der repetitiven Sequenzen. Zusétzlich kommt es
zu einer Deletion des DNA Abschnittes, der zwischen den Wiederholungen liegt. Trotz dieses
mutagenen Potentials scheint das SSA keine unbedeutende Rolle bei der DNA DSB Reparatur

zu spielen, schon aufgrund der Tatsache, dass das Genom von Eukaryonten eine Vielzahl sich
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wiederholender Elemente aufweist, die empféanglich fir diese Reparaturform sind [142].

Homologie gerichtete DSB Reparatur Fehlen von Homologien
HR - ' NHEJ
:ﬁ‘g— ——
RPACTIP. BRCAL W “ MRE 1. RAD30, NBS1 KU 7080 l
Prozessierung der Enden l :
Rad52
SSA s
b & \. I MRN
“ o Prozessierung der Asten
Enden
\a Svnaj
BRCA2. Rad32, Rad54 l Rad51, RadS1E ) ‘
XR 3

Abbildung 2 Die verschiedenen Wege der DNA Doppelstrangbruchreparatur [151, 206] mit den daran
beteiligten Proteinen.

1.5 Nonhomologous Endjoining

Das NHEJ ist eine der Hauptformen der DSB Reparatur. Im Gegensatz zu der HR und dem
SSA werden hierbei keine ausgeprédgten Homologien benétigt. Die DNA Enden werden
mittels kurzer oder vollig ohne Homologiebereiche ligiert. Es findet unabhangig von dem
Protein Rad51 statt [78] und ist nicht auf eine bestimmte Zellzyklusphase beschrankt [155].

Man unterscheidet zwei Formen des NHEJ: das klassische und das noch weitgehend
mechanistisch ungeklarte alternative NHEJ. Der klassische Weg bendtigt eine Vielzahl von
Proteinen und Faktoren, die auch eine Rolle bei der VDJ Rekombination wahrend der B-
Zellreifung spielen. Beim klassischen NHEJ binden zunédchst KU70 und KU80 die DNA
Enden, anschliefend wird die katalytische Untereinheit der DNA Proteinkinase (DNA-PKcs)
rekrutiert und aktiviert (Abbildung 2). Es entsteht das trimere DNA-PK-Holoenzym [48, 71].
Die an den DNA Enden gebundenen DNA-PK Molekile scheinen sich gegenseitig zu
phosphorylieren, bewirken dadurch ihre Dissoziation und ermdglichen so, falls aufgrund einer
Modifikation der Enden nétig, eine Prozessierung der Strangenden durch Nukleasen (z.B.
Artemis) [25, 34, 45, 116]. SchlieBlich werden die prozessierten DNA Enden durch den
Proteinkomplex XRCC4/LI1G4 verbunden [41, 73]. Bei dieser Reparaturform findet maximal

eine minimale Prozessierung des DSB statt. Im Gegensatz dazu bendtigt das alternative NHEJ
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die oben genannten Faktoren nicht. Es basiert auf Paarung zwischen kurzen
Mikrohomologiebereichen von ca. ein bis vier Nukleotiden und flhrt immer zu einer
Deletion, ist also deutlich fehlerbehafteter. Es wird auch als Deletions-EJ oder MMEJ
(microhomology-mediated end joining) bezeichnet [62, 113].

Es gibt mechanistische Gemeinsamkeiten aber auch Unterschiede zwischen den drei
Reparaturwegen NHEJ, SSA und HR. Bindet das Heterodimer KU70/80 an den DSB, wird
die DNA Reparatur in Richtung des NHEJs gebahnt, gleichzeitig werden das SSA und die HR
inhibiert. Durch die KU vermittelte Protektion der DNA sind diese einer Prozessierung nicht
mehr zugénglich, die jedoch fiir die HDR Reparatur nétig ist [46, 181]. Damit der HDR
stattfinden kann, muss die KU vermittelte Bindung der DNA Enden verhindert werden.
AnschlieRend wird die DNA im Bereich des Bruches prozessiert, sodass einzelstrangige DNA
Uberhénge entstehen. Hierbei scheinen die konservative und nichtkonservative Form der
HDR wahrend fruher Schritte der DNA Reparatur Gemeinsamkeiten aufzuweisen [20]. So
werden sowohl das SSA als auch die HR durch das Protein CtIP stimuliert, das direkt mit dem
MRE11 Komplex interagiert und so durch Aktivierung der Nukleaseaktivitat die
Prozessierung der DNA Enden stimuliert [167]. Waéhrend spaterer Reaktionsschritte
unterscheiden sich das SSA und die HR jedoch in der Art wie die entstandene einzelstrangige
DNA verwendet wird: Entweder kommt es zu einem Rad51 vermittelten Strangaustausch
samt —invasion in die homologe DNA-Duplex oder es kommt zu einer Anlagerung
einzelstrangiger homologer DNA Abschnitte. Wéhrend dieser spaten Reaktionsschritte
spielen sowohl die Endonuklease ERCC1 als auch das Protein Rad52 fiir das SSA eine
entscheidende Rolle, wohingegen diese beiden Reparaturproteine die HR in Saugern nicht
oder weniger beeinflussen. Anders verhélt es sich mit Rad51, das die HR férdert und
gleichzeitig das mutagene SSA inhibiert [182]. Zu Beginn der DSB Reparatur scheinen die
HR und das SSA mechanistische Gemeinsamkeiten zu teilen. Wahrend spaterer

Reaktionsschritte sind die beiden Reparaturformen jedoch deutlich voneinander distinkt.

1.6 Das humane MMR Protein hMSH2 und die DSB Reparatur

In Eukaryonten bernimmt das Protein MSH2 wichtige Funktionen bei der MMR und bildet
dabei einen heterodimeren Komplex mit MSH3 bzw. MSH6. Jedoch hat MSH2 neben der
postreplikativen Genauigkeitskontrolle noch weitere Aufgaben bei der DNA Reparatur: So
aktiviert es Zellzyklus Checkpoints und induziert die Apoptose [178]. Weiterhin ist es ein Teil

des BRCA1 Multiproteinkomplexes, der abnorme DNA Strukturen erkennt und diese behebt
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[211]. Diese zahlreichen Aufgaben machen MSH2 nicht nur zu einem Tumorsuppressor,
sondern vielmehr auch zu einem ,,Wichter des Genoms. Neben der postreplikativen
Genauigkeitskontrolle ist das MMR Protein ein wahrscheinlicher Akteur bei der DSB
Reparatur. Bisher weifly man jedoch nur wenig dartber, inwiefern MSH2 diesen Reparaturweg
beeinflusst. Aus der Hefe ist bekannt, dass MSH2 auch Funktionen wahrend der DSB
Reparatur Ubernimmt, indem es unterstutzend bei der Entfernung nichthomologer DNA
Enden und mdglicherweise auch bei der Suche nach homologen DNA Abschnitten mitwirkt
[59, 60, 164, 189, 190]. Weiterhin scheint das MSH2-MSH6 Heterodimer gemeinsam mit der
Helikase Sgsl (einem BLM Homolog) die Paarung zwischen nicht perfekt passenden DNA
Sequenzen zu unterdriicken und so diese homeologe Rekombination zu verhindern. In E.coli
inhibiert das MMR Protein den RecA vermittelten Strangaustausch [218]. Auch in
Saugetierzellen verhindern die MutS Homologe MSH2, MSH3 und MSH6 die
Rekombination zwischen divergierenden Sequenzen und kénnten flr die Genauigkeit der HR
von Bedeutung sein [2, 44, 56]. hMLH1 und seine Komplexpartner haben ebenfalls
antirekombinogene Eigenschaften auf die HR bei nur kurzen ununterbrochenen Homologien,
[31, 176]. Hierbei scheinen Mutationen im MSH2 Protein schwerwiegendere Auswirkungen
zu haben als solche des MLH1 oder PMS2 Proteins. Ubereinstimmend mit diesen maglichen
Aufgaben von hMSH2 bei der DSB Reparatur kdnnen menschliche Zellen ohne hMSH2 keine
akkurate Reparatur von DSBen in Plasmid DNA durchfiihren [209].

1.7 Hereditares Nichtpolyposes Kolonkarzinom  Syndrom
(HNPCC)

Der wichtige Beitrag der MMR Proteine zur Aufrechterhaltung der genomischen Integritét
lasst sich an den Auswirkungen von Mutationen der MMR Gene feststellen. Sie fiihren nicht
nur zur Auspragung eines mutierten Phanotyps, sondern pradisponieren auch flr die
Entwicklung von Krebs; insbesondere die Entstehung kolorektaler Karzinome (KRK) wird
begiinstigt. Die erbliche Form, das Hereditdre Nichtpolypdse Kolonkarzinom Syndrom
(HNPCC), auch als Lynch Syndrom bezeichnet, zeigt einen autosomal dominanten Erbgang

mit unvollstandiger Penetranz und ist urséchlich fir 2-3% aller KRK [105].
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Tabelle 1 Tumorspektrum und Lebenszeitrisiken bei HNPCC Patienten fur alle MMR Gene. Wie auch bei
sporadischen Kolonkarzinomen haben ménnliche Mutationstréager ein hoheres Lebenszeitrisiko [185].

Tumor Risiko Méanner Risiko Frauen
kolorektales Karzinom 34-73% 32-59%
Endometriumkarzinom - 39-50%

Ovarialkarzinom - 7-8%
Magenkarzinom 1-6%

Karzinom des

Nierenbeckens/ des 2-8%
Harnleiters
Gallengangskarzinom 1-4%
Diinndarmkarzinom 1-4%
ZNS-Tumoren ca. 2%

Aufgrund der vererbten Mutation in einem der MMR Gene tragen Betroffene in jeder
Korperzelle eine defekte und eine regelhafte Genkopie. Durch eine zweite, zuféllige
(somatische) Mutation entsteht ein schwerer Defekt der DNA Reparatur mit der Folge eines
erhéhten malignen Entartungsrisikos der Zelle. Typisch sind ein friher Krankheitsbeginn mit
einem mittleren Erkrankungsalter von 45 Jahren, ein hauptsachlicher Befall des proximalen
Kolons, die Ausbildung multipler Tumoren des Darmtrakts und ein weniger aggressiver
Krankheitsverlauf. Das Risiko fir die Entwicklung eines Kolonkarzinoms steigt dabei mit
zunehmendem Alter: Bei 60 J&hrigen liegt dieses Risiko zwischen 60 und 70%, im Alter von
80 Jahren steigt es auf 80% [185, 208]. Weiterhin zeigen diese Tumoren histopathologische
Besonderheiten: Eine muzindse/siegelringzellige Differenzierung, Tumor-infiltrierende
Lymphozyten, eine Crohn-dhnliche lymphozytére Reaktion und ein medullares Wachstum.
Neben dem Darmtrakt konnen noch weitere Organe, insbesondere das Endometrium,
betroffen sein. Weitere mdgliche extrakolische Manifestationen sind Ovarien, Urothel,
Dinndarm, Magen, Gallengang und Gehirn [95, 177, 185] (Tabelle 1). Aber auch 10-15%
aller sporadisch auftretenden Kolonkarzinome zeigen eine Mikrosatelliteninstabilitat. Hier
wird der Ausfall der MMR Aktivitadt meist durch Inaktivierung von MLH1 und PMS2 durch
Methylierung des Promotors verursacht. Ursachlich fir die Promotermethylierung kann eine
somatische Mutation im BRAF-Gen sein, eine Mutation die bei HNPCC Tragern bislang
nicht detektiert wurde. [26, 80, 177, 185].
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Aufgrund der MMR Defizienz werden Fehler wéhrend der Replikation nicht mehr effizient
behoben, es kommt zur sog. Mikrosatelliteninstabilitdt (MSI). Mikrosatelliten sind kurze
repetitive, Uber das gesamte Genom verteilte DNA Sequenzen [103]. Da sich Mikrosatelliten
stdndig wiederholen sind sie besonders anfallig fiir Fehler wahrend der Replikation. Ohne die
MMR Faktoren kommt es zu einer Haufung dieser Replikationsfehler und die Anzahl von
DNA Residuen innerhalb eines Mikrosatelliten vergrof3ert bzw. verkleinert sich, was als MSI
bezeichnet wird [208].

Die wichtigsten Gene, die beim Lynch Syndrom betroffen sind, sind das MLH1, MSH2,
PMS2 und MSH6 Gen. Haufig geht ein Verlust des MLH1 Proteins mit einem sekundéren
Ausfall der PMS2 Expression einher. Ahnlich verhalt es sich bei einem Verlust von MSH2,
hier fallt haufig konsekutiv das MSH6 Protein aus. Bei den Veranderungen der MLH1 und
MSH2 Gene handelt es sich v.a. um Nonsense, Missense und Frameshift Mutationen sowie
Verénderungen im Bereich der Splicing Region [177]. Interessanterweise fiihren Mutationen
der verschiedenen MMR Gene zur Ausprdgung unterschiedlicher Phanotypen: So fuhren
Defekte des MSH2 Proteins zu einer erhohten Inzidenz von Tumoren auBerhalb des
Darmtrakts [94]. Mutationen des MSH6 Proteins gehen, im Vergleich zu Defekten der
anderen MMR Faktoren, mit einem selteneren Auftreten von Karzinomen, einem spéteren
Krankheitsbeginn und einer Pradisposition insbesondere fiir Adenokarzinome des
Endometriums einher [80]. Das Risiko der malignen Entartung scheint fir Betroffene mit
einer PMS2 Mutation noch niedriger zu sein, allerdings fehlen aufgrund des geringen
Auftretens dieser Mutation noch aussagekraftige Daten. Wie auch bei sporadischen KRK ist
das Risiko fiir ménnliche Mutationstrager hoher (Tabelle 1) [185].

Die Identifikation von Mutationstragern basiert auf dem molekularbiologischen Screening
von Familien, die die international festgelegten Kriterien flr dieses Syndrom erftillen (Tabelle
2). Namentlich sind dies die Amsterdam Kriterien 1 und 11 und die weniger streng gefassten
Bethesda Kriterien [153, 177, 185].
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Tabelle 2 Amsterdam Kriterien 1 und 11 sowie Bethesda Kriterien verandert nach Lynch et al. und Steinke
et al. [115, 185].
Amsterdam Kriterien |

Alle Kriterien missen zutreffen
Mindestens drei Familienangehorige mit histologisch gesichertem KRK.

Davon muss ein Betroffener mit den beiden anderen erstgradig verwandt sein; eine FAP muss
ausgeschlossen sein.
Wenigstens zwei aufeinanderfolgende Generationen miissen betroffen sein.

Bei mindestens einem Betroffenen Diagnosestellung vor dem 50. Lebensjahr.

Amsterdam Kiriterien |1

Alle Kriterien missen zutreffen
Mindestens drei Familienangehorige mit histologisch gesichertem KRK oder einem Karzinom des
Endometriums, des Dunndarms, Ureters oder Nierenbeckens.
Davon muss ein Betroffener mit den beiden anderen erstgradig verwandt sein.
Eine FAP muss ausgeschlossen sein.
Wenigstens zwei aufeinanderfolgende Generationen miissen betroffen sein.

Bei mindestens einem Betroffenen Diagnosestellung vor dem 50. Lebensjahr.

Bethesda Kriterien

Mindestens eins der genannten Kriterien muss erfullt sein
Patienten mit Auftreten eines KRKs vor dem 50. Lebensjahr.

Patienten mit synchronem oder metachronem KRK oder anderen HNPCC assoziierten
Tumorerkrankungen (Endometrium, Ovarien, Magen, Gallengang, Dinndarm, Urothel) unabhéngig
vom Alter bei Diagnosestellung.

Patienten mit KRK vor dem 60. Lebensjahr mit typischer Histologie (Tumor- infiltrierende
Lymphozyten, Crohn &hnliche Veranderungen, muzindse oder siegelringzellige Differenzierung,
medullares Karzinom).

Patienten mit KRK, die einen Verwandten 1. Grades mit einem KRK oder einem HNPCC-
assoziierten Tumor vor dem 50. Lebensjahr haben.

Patienten mit KRK oder Syndrom assoziierten Tumoren (unabhangig vom Alter), die mindestens
zwei Verwandte 1. oder 2. Grades haben, bei denen ein KRK oder ein HNPCC-assoziierter Tumor
diagnostiziert wurde.

Fur den molekularbiologischen Nachweis hat sich in der klinischen Routine die Testung der
MSI durchgesetzt. Tumoren mit Defekten in den MMR Genen, die fur die Proteine MLH1,
MSH2 und PMS2 kodieren, zeigen generell eine MSI. Interessanterweise filhren Defekte im
Protein MSHG6 nicht zu der gleichen hohen Frequenz an MSI, mdglicherweise erklarbar mit
der Kompensation durch die anderen MMR Proteine [26, 171]. Routinemalig wird die
Stabilitat von flnf verschiedenem Mikrosatelliten untersucht. Tumoren werden als MSI hoch
eingestuft (MSI-H), sollten zwei oder mehr Marker eine Instabilitdt aufweisen. Bei MSI
niedrigen Tumoren dagegen weist nur einer der Marker eine Instabilitdt auf und bei MSI
stabilen Karzinomen finden sich bei keinem der funf Marker Auffélligkeiten [138]. Defekte in
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der MM Reparatur spielen jedoch nicht nur bei der Krebsentstehung eine wichtige Rolle,
sondern sind auch fir die Therapie von Bedeutung. Beispielsweise scheinen hMSH2
defiziente Zellen nicht auf 5-FU, dem Standardchemotherapeutikum bei der Behandlung
KRK anzusprechen. Auch eine Therapie mit Cisplatin oder Carboplatin hat bei Defekten in
der MMR Maschinerie geringere Erfolgschancen; Oxaliplatin jedoch zeigt eine gute Wirkung
[63, 121]. Gerade aufgrund dieser Konsequenzen fur das therapeutische Vorgehen ist ein

verlassliches Screening zur Detektion mutierter MMR Proteine wichtig.

1.8 Fluoreszenzbasiertes  Testsystem  zur  Analyse  der
verschiedenen DNA Reparaturmechanismen

Um die Reparatur von DSBen in Abhéangigkeit von der Expression des MMR Proteins
hMSH2 genauer zu untersuchen, wurde fir diese Arbeit das von Prof. Wiesmuller entwickelte
fluoreszenzbasierte Testsystem verwendet [5]. Dieses beruht auf dem enhanced green
fluorescent protein (EGFP) und der Meganuklease 1-Scel. Die beiden EGFP Gene liegen in
Serie vor, wobei man ein Akzeptor und ein Donor EGFP Gen unterscheidet. Das Akzeptor
Gen, welchem ein CMV Promotor vorangeht, enthélt die 18 bp lange Erkennungssequenz fir
die Meganuklease I-Scel, die den DSB induziert [147] und im menschlichen Genom
ansonsten nicht vorkommt (Abbildung 3). Diese Erkennungssequenz wird von Deletionen
oder Insertionen einiger Basen flankiert. Die Donor-EGFP Gene folgen nach einem
Abstandhalter. Dabei handelt es sich entweder um eine Hygromycinresistenzkasette oder eine
RFP(red fluorescent protein)-Expressions-Kassette. Die fir die Chromophorregion
kodierenden Aminoséuren der EGFPs sind durch die |Insertion einer I-Scel-
Erkennungssequenz nicht funktionsfahig. Nach erfolgreicher Reparatur des induzierten
DSBes kommt es zu einer Expression des EGFP Proteins und die Zellen zeigen eine
Grinfluoreszenz, was mittels Durchflusszytometrie detektiert werden kann. Durch
unterschiedliche Anordnung und Variation des Designs von Akzeptor und Donor-EGFP ist es
mdoglich die verschiedenen DSB Reparaturmechanismen genauer zu untersuchen (Abbildung
4). Fur die Analyse der DSB Reparatur durch HR befinden sich zwei mutierte Formen des
EGFP-Gens im Vektor (Abbildung 3).
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Abbildung 3 Prinzip des Fluoreszenz-basierten DSB-Reparatur-Testsystems, beispielhaft dargestellt fur
die Homologie gerichtete DSB Reparatur (HDR), Akyuz et al. [5].

Das 5¢ long terminal repeat (LTR) und das 3¢ LTR des retroviralen Vektors p5NM flankieren das Konstrukt. Das Pyromycin
Acetyltransferase Gen folgt nach einem Abstandhalter. Das Akzeptor EGFP Gen ist mutiert und enhdlt die 1-Scel
Erkennungssequenz. Das Donor EGFP Gen fungiert als Substrat fiir die Homologe Rekombination (HR) und ist ebenfalls
nich funktionsfihig. Der DSB wird durch die Meganuclease 1-Scel induziert, deren Expression durch den Ostradiol sensitiven
GRE Promoter gesteuert wird. Die Expression des HA-I-Scel Fusionsprotein wurde mittels Immunblotting 24 h nach
Ostradiol Induktion (200 nM) verifiziert. Mittels der konservativen und nichtkonservativen Form der HDR kommt es zur
Wiederherstellung eines intakten WtEGFP-Gens.

Das Akzeptor EGFP Gens weist im Bereich der I-Scel Erkennungssequenz eine Deletion von
entweder vier (HR-EGFP) oder 46 Basenpaare (A-EGFP) auf. Damit die HR effizient und
fehlerfrei ablaufen kann, ist eine Mindestldnge von ca. 200 homologen Basenpaaren (bp)
zwischen den zu rekombinierenden Substraten notwendig [55, 158]. Beim 4-EGFP-Gen ist
lediglich ein homologer Abschnitt von 168 bp gegeben, sodass eine limitierende Homologie
zum Donor-EGFP Gen besteht. Das HR-EGFP weist dagegen mit 195 homologen bp eine
ausreichende Homologieldange zum Donor-EGFP-Gen auf. Zur Detektion der nicht
konservativen Form der Homologie gerichteten DNA Reparatur (SSA) besteht das DNA
Substrat aus einem 3’-trunkierten 5"EGFP-Gen und einem HR-EGFP- Gen hinter das der
Abstandshalter RFP kloniert wurde, sodass die transfizierten Zellen zusétzlich eine

Rotfluoreszenz aufweisen.
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EJ-EGFF
Microhomology mediated —
non-homologous end joining, / /

NHEJ EJEGFP

S'EGFF/MHR-EGFF
Mon-consenyative homologous repair —

(Single strand annealing), Y/ (S o S— w———
SEA SEGFP HRA-EGFP
HR-EGFP/S'EGFP

Conservative -

homologous recombination, /f_-ﬂ—‘:}—=—//
HR HR-EGFP SEGFP

Abbildung 4 DNA Reparatursubstrate zur Detektion der verschiedenen DSB Reparaturmechanismen,
Volcic et al. [210].

Fur die Untersuchung des NHEJs ist eine Genkopie des WtEGFP-Gens ausreichend
(Abbildung 4). Das mutierte EGFP Gen enthalt die integrierte I-Scel-Erkennungssequenz,
welche von einem Mikrohomologie Bereich - bestehend aus 5 bp - flankiert wird. Eine
Reparatur durch das NHEJ hat die Deletion der gesamten Mikrohomologie-Sequenz zur Folge
und fuhrt zur Expression eines funktionellen EGFP Proteins. Die Frequenz erfolgreich
rekonstituierter DSBe, die zur Wiederherstellung des EGFP Gens und nachfolgender
Expression des grinfluroereszierenden EGFP  Proteins flhren, kann mittels

Durchflusszytometrie detektiert werden.

1.9 Fragestellung

In der vorliegenden Arbeit sollte in menschlichen Zellen der Einfluss des MMR Proteins
hMSH2 auf die verschiedenen Formen der DSB Reparatur untersucht werden und so seine
mdoglichen Funktionen bei der Aufrechterhaltung der genomischen Stabilitt weitergehend
analysiert werden.

Mutationen im hMSH2 Gen, aber auch im hMLH1 Gen, fuhren zum vererbbaren HNPCC
Syndrom, das die Ausbildung von Kolonkarzinomen begiinstigt. Typisches Merkmal ist die
hohe Mikrosatelliten Instabilitat, hervorgerufen durch Frameshift Mutationen als Folge
nichtbehobener Fehler wahrend der Replikation [98].

Die MMR und die dabei beteiligten Komponenten wurden bereits in der Hefe gut untersucht.
Aber auch unabhédngig von der Replikation scheinen MSH2, MSH3, MSH6 sowie MLH1 und
PMS1 wichtige Funktionen bei der DNA Reparatur zu tbernehmen. So wurde v.a. fir die
MutS Homologe eine Suppression von Rekombinationsereignissen zwischen divergierenden

Sequenzen beschrieben.
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Um eine mdogliche Beeinflussung der verschiedenen DSB Reparaturformen durch hMSH2
genauer zu untersuchen, wurde das gut etablierte EGFP basierte Testsystem verwendet [5].
Mithilfe dieses Testsystems sollte nach Induktion eines DSB durch die Meganuklease I-Scel
die Effektivitat und Qualitat der DSB Reparatur in humanen Zellen in Abhéngigkeit von der
hMSH2 Expression untersucht werden. Weiterhin sollte auch die Rolle der beiden
Interaktionspartner h(MSH3 und hMSH6 bei der DSB Reparatur genauer analysiert werden.
Um zu verstehen, wie im Detail h(MSH2 die HDR moduliert, wurden Hauptfaktoren dieses
Reparaturweges, die Proteine hRad51 und hRad52, sowie mogliche in der Literatur
beschriebene Interaktionspartner des MMR Faktors, hierbei insbesondere die Proteine
ERCC1, MRE11 und BRCA2, in ihrer Funktion beeinflusst. Vor dem Hintergrund dieser
gezielten Eingriffe in die DSB Reparatur wurde erneut die Effektivitat der DSB Reparatur in
Abhangigkeit von hMSH2 analysiert, um zu verstehen, welchem molekularen Reaktionsweg

die Wirkung von hMSH2 zuzuordnen ist.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Material

2.1.1 Gerate

Agarosegelelektrophorese-Kammern:

RunOne

PerfectBlue Mini
Analysenwaage:

P1200

Sartorius BP61
Autoklav:

Varioklav 75S
Brutschranke:

Inkubator B6760

Inkubator 311

Inkubator 3862
Concentrator 5301
Durchflusszytometer:

FACSCalibur ™

FACSCalibur™ HTS
Eismaschine
Gefrier-und Kuhlsysteme:

-86 °C, HFU3285SITOP-V37

-86 °C, Forma Scientific 917

Premium NoFrost

Froster-520
Geldokumentationsanlage:

Multilmage™Light Cabinet

Gelgielkammer SE200

Gene Pulser® mit Pulse Controller:

Magnetrihrer:

Embitec, San Diego, CA, USA
PeglLab, Erlangen

Mettler, GieRRen

Sartorius, Gottingen

H+P, Oberschleil}heim

Heraeus, Hanau

Thermo, Egelsbach

Forma Scientific, Marietta, OH, USA

Eppendorf, Hamburg

Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg

Ziegra, Isernhagen

Kendro, Asheville, NC, USA
Thermo, Fremont, CA, USA
Liebherr, Ochsenhausen
Kirsch, Offenburg

Biozym Diagnostik, Oldenburg

Hoefer Pharmacia Biotech, San Francisco,

CA, USA

Biorad, Minchen
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Heidolph MR1

IKA-Combimag RCO
Mikroskope:

Axiovert 25

Olympus 1X50-S8F

Olympus BX51

Mikrotiterplatten-Photometer MRX

Mikrowelle MS-1915H
PCR-Geréate Primus
pH-Meter MP230
Photometer DU640

Polyacrylamid-Gelelektrophoresesystem:

SE250

Mighty Small 11
Stromversorgungsgeréte:

EPS 1000

EPS 1001

EPS 2A 200

Schttelinkubatoren:
Certomat®R
Phero-Shaker
Variospeed
Easia®Shaker

Sterilbank:

Clean Air DLF/REC6
Clean Air DLF/BSS6

Stickstofftanks:
Apollo200
BT40

Test-Tube-Rotator

Ultraschallbad Sonorex RK31

Heidolph Instruments, Schwabach
Janke&Kunkel, Staufen im Breisgau

Zeiss, Jena

Olympus, Tokyo, Japan

Olympus, Tokyo, Japan

Dynatech Laboratories, Chantilly, VA,
USA

LG Electronics, Seoul, Korea
MWG-Biotech, Ebersberg
Mettler-Toledo, Greifensee, Schweiz

Beckman, Miinchen

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Amersham Biosciences, Piscataway, NJ,
USA

Amersham Biosciences, Piscataway, NJ,
USA

B. Braun Biotech Int., Melsungen
Biotec-Fischer, Reiskirchen
Biotec-Fischer, Reiskirchen

Medgenix, Ratingen

Clean Air Techniek, Woerden, Niederlande
Clean Air Techniek, Woerden, Niederlande

Messer-Griessheim, Euteneuen

L’air Liquide, Champigny, Frankreich
Snijders, Tilburg, Niederlande
Bandelin, Berlin
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Western-Blotkammer TE Series
VortexGenie 2
Zentrifugen:

Biofuge 13

Biofuge pico

Multifuge 1 sr

Multifuge 3 sr

Rotanta 96R

2.1.2 Software

BD™ PlateManager 1.0.1
BD Cell Quest™ Pro 4.0.2
BD Cell Quest™ Pro 5.2.1
Cell” 2.5
Chemilmager™5500
Clone Manager 7.04

DU640 Benutzersoftware

Gimp 2.2

Magellan 3

Microsoft Office Professional 2003-2010
ModFit LT™ version 3

Reference Manager Professional 10

Graph Pad Prism 6.0

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Bender und Hobein, Zirich, Schweiz

Heraeus-Sepatech, Osterode
Kendro, Osterode

Kendro, Osterode

Kendro, Osterode

Hettich, Tuttlingen

BD Biosciences, Heidelberg

BD Biosciences, Heidelberg

BD Biosciences, Heidelberg

Soft Imaging System, Minster

Alpha Innotech, San Leandro, CA, USA
Scientific&Educational Software, Cary,
NC, USA

Beckman, Minchen

FSFE, Dusseldorf

Tecan, Crailsheim

Microsoft, Redmond, WA, USA
Verity Software House, Topsham, ME
USA

Thomson ResearchSoft, Stamford, CT,
USA

Graphpad Software, La Jolla, CA, USA

2.1.3 Chemikalien Enzyme und andere Produkte

Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurden von den Firmen Merck (Darmstadt),

Serva Feinbiochemica (Heidelberg), Riedel de H&en (Seelze) und Geschéftsbereich Fluka,

Sigma-Aldrich Chemie (Deisenhofen) bezogen. Spezielle Chemikalien, Enzyme und Produkte

stammten von folgenden Firmen:
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2.1.3.1 Enzyme

Proteinase K
Restriktionsendonukleasen

RNAse A

T4-DNA-Ligase
T4-DNA-Polymerase
Tag-DNA-Polymerase

2.1.3.2 Chemikalien

Aceton
Acrylamide/Bis Solution (19:1) 40% (w/v)

Agarose

Ammoniumperoxodisulfat (APS)

Ampicillin

Bacto-Agar, - Trypton, - Hefe-Extrakt
B-Glycerolphosphat

Bromphenolblau

BSA

Cryomaxx S (Einfriermedium)
Dimethylsulfoxid (DMSO)

ddH,0

DMEM

dNTPs

DTT
EDTA-Dinatriumsalz-Dihydrat
epidermal growth factor (EGF)
EGTA

Ethanol absolute

Sigma-Aldrich, Steinheim

New England Biolabs, Frankfurt/M.
MBI Fermentas, St. Leon-Rot
Sigma-Aldrich, Steinheim
Marligen, ljamsville, MD, USA
Roche, Mannheim

New England Biolabs, Frankfurt/M.
Quiagen, Hilden; PegLab, Erlangen

Sigma-Aldrich, Steinheim

Gibco BRL Life Technologies,
Eggenstein

Invitrogen, Karlsruhe

Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA,
USA

Serva, Heidelberg

Difco Laboratories, Detroit, M1, USA

Merck, Darmstadt

New England Biolabs, Frankfurt/M.
PAA, Pasching

Sigma-Aldrich, Steinheim
Fresenius Kabi, Bad Homburg

Gibco BRL Life Technologies,
Eggenstein

Roche, Penzberg
Sigma-Aldrich, Steinheim
Applichem, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Seelze
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Ethidiumbromid

Fetal Calf Serum Gold (FCS)

FACS-Clean, -Rinse, -Flow

Glycerol

Glycerolphosphat

Glycin

GrolRenstandards:

GeneRuler™DNA Ladder Mix (100-10000 bp)
PageRuler™Pre-Stained Protein Ladder
PageRuler™Pre-Stained Protein Ladder Plus
Hepes-Puffer

Insulin

Isopropanol
Isoseptol
Kaliumacetat
L-Glutamin
B-Mercaptoethanol

Magermilchpulver (Marvel)
Magnesiumacetat
Magnesiumchlorid
Magnesiumsulfat

Methanol

Natriumchlorid
Natriumcitrat
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumfluorid
Natriumperiodat

Natriumpyruvat

Natriumvanadat
Nicht essentielle Aminosauren
Nonident P40

Sigma-Aldrich, Steinheim

PAA, Pasching
Becton-Dickinson, Heidelberg
J.T. Baker, Deventer, Niederlande
Merck, Darmstadt

Applichem, Darmstadt

MBI-Fermentas, St. Leon-Rot
MBI-Fermentas, St. Leon-Rot
MBI-Fermentas, St. Leon-Rot
Gibco BRL Life Technologies,
Eggenstein

Invitrogen, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Seelze
Apotheke, Universitat Ulm
Merck, Darmstadt

Biochrome, Berlin

Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA,
USA

Premier Brands, Spalding, U.K.
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Seelze
Applichem, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Gibco BRL Life Technologies,
Eggenstein

Sigma-Aldrich, Steinheim
Invitrogen, Karlsruhe

Fluka, Neu Ulm
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Opti-MEM® | Reduced Serum Medium
PBS (1x/10x)

Invitrogen, Karlsruhe
PAA, Pasching

PCI (Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1)) Biomol, Hamburg

Ponceau S Ldsung
Propidiumiodid (PI)
Proteaseinhibitor-Tabletten
Puromycin

Refobacin

Rotiphorese 10x SDS Page
RPMI 1640 ohne Phenolrot

RPMI 1640

Salzséure
Sterofundin
TEMED
Trisma-Base
Tris/HCI
Triton-X-100
Trypanblau
Trypsin-EDTA
Tween 20

2.1.4 Sonstige Materialien

Annexin-V-FLUQS Staining Kit

BCA Protein Assay Kit

Blood and Cell Culture DNA Mini Kit
Cryo 1C Freezing Container
Chemilumineszenz Substrate:

SuperSignal West Pico

SuperSignal West Dura Extended Duration
Dialysepléattchen

Einfrierréhrchen

Elektroporationskivetten (0,4 mm)

Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roche, Mannheim

Serva, Heidelberg

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Gibco BRL Life Technologies,
Eggenstein

Gibco BRL Life Technologies,
Eggenstein

Merck, Darmstadt

B.Braun Melsungen AG, Melsungen
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
PAA, Pasching

Fluka, Neu Ulm

Roche, Penzberg

ThermoScientific, Rockford, IL, USA
Qiagen, Hilden

Nalgene, Rochester, NY, USA

ThermoScientific, Rockford, IL, USA
ThermoScientific, Rockford, IL, USA
Millipore, Schwalbach

Greiner-Bio-One, Frickenhausen

Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA,USA
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FACS-Rundbodenrohrchen (5ml)
Falconréhrchen 15 ml/ 50 ml
Filterpapier Whatman 3 MM
FUGENE®HD Transfection Reagent
Hybond-C-Extra, Nitrocellulose
Hyperfilm ECL

Immobilon-P Membran (PVDF)
Lipofectamine™2000 Reagent
Mikrotiterplatten-Reader Sunrise™
PowerPrep™ HP Plasmid Maxiprep Kits
Rapid DNA Ligation Kit
ReaktionsgefaRe 0,5ml/1,5ml/2ml

Restore™ Western Blot Stripping Buffer
QIAEX Il Gel Extraction Kit

QIlAprep Spin Miniprep Kit

QIAquick Gel Extraction Kit

QIAquick PCR-Purification Kit

ZK 96-, 24- und 6-Loch-Platte
ZK-Platte 9 cm/15 cm

2.1.5 Puffer und Ldsungen

4x SDS Sammelgelpuffer

4x SDS-Trenngelpuffer

Annealing-Puffer

5 x DNA-Probenpuffer

Fixierldsung

Becton-Dickinson, Heidelberg
Becton-Dickinson, Heidelberg
Schleicher und Schiill, Dassel

Roche, Mannheim

Amersham Biosciences, Freiburg
Amersham Biosciences, Freiburg
Millipore, Eschborn

Invitrogen, Karlsruhe

Tecan, Crailsheim

Marligen, ljymsville, MD, USA

Roche, Mannheim

Eppendorf, Hamburg; Sarstedt,
Nirmbrecht

ThermoScientific, Rockford, IL, USA
Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Sarstedt, Nurmbrecht; Nunc, Wiesbaden
Sarstedt, Nurmbrecht; Nunc, Wiesbaden

0,5 M Tris/HCI, pH 6,8
0,4% (w/v) SDS

20 mM Tris/HCI, pH 7,6
0,4% (w/v) SDS

100 mM Kaliumacetat
30 mM Hepes-KOH, pH 7,4
2 mM Magnesiumacetat

50% (v/v) Glyzerin

0.1g/l SDS

100 mM EDTA

0,25% (w/v) Bromphenolblau (BPB)

40% (v/v) Ethanol
50% (v/v) Aceton
10% (v/v) ddH,0
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10 x High-molecular-weight (HMW)-Puffer

Lysepuffer M

PBS-T

10 x PI-Farbelésung

1 x PI-Férbeldsung zur Zellzyklusanalyse

2 x SDS-Probenpuffer

6 x SDS-Probenpuffer

Sterofundin/Hepes-Puffer

50 x TAE

TBS-T

TE-Puffer

TFB-I-Puffer

495 mM Tris-Base
400 mM Glycin

0,45% (v/v) Tween 20
0,45% (v/v) NP40
1% (v/v) Proteinase K (frisch zugeben)

0,05% (v/v) Tween 20
in11PBS (1x)

500 pg/ml Propidiumiodid
38 mM Natriumcitrat, pH 7,0

50 pg/ml RNAseA
in mit PBS verdiinnter 1 x PI-Férbelésung

125 mM Tris/HCI pH 6,8

3,1% (w/v) DTT

4% (w/v) SDS

20% (v/v) Glyzerin

0,05% (w/v) Bromphenolblau

4% B-Mercaptoethanol (frisch zugeben)

350 mM Tris/HCI pH 6,8

9,3% (w/v) DTT

10% (w/v) SDS

36% (v/v) Glyzerin

0,6% (w/v) Bromphenolblau

5% B-Mercaptoethanol (frisch zugeben)

1% 1M Hepespuffer
in Sterofundinpuffer

2 M Trisbase

1 M Eisessig

0,1 M EDTA

pH 8,3 mit konzentrierter Essigsaure
einstellen

20 mM Tris/HCI, pH 7,6
137 mM Natriumchlorid
0,2% (v/v) Tween 20

10 mM Tris
1 mM EDTA, pH 8,0

100 mM RDbCI
50 mM MnCl,
10 mM C&C'z
30 mM Kaliumacetat
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TFB-I1-Puffer

Tris-Glycin-Puffer

Zelllysepuffer flr Proteinextraktion

2.2 Antikorper

2.2.1.1 Primarantikorper

Tabelle 3 Priméarantikdrper

15% Glyzerin
pH 5,8 mit 0,2 M Essigsaure einstellen

10 mM MOPS

10 mM RbCI

75 mM CaCl,

15% (v/v) Glyzerin

pH 7,0 mit NaOH einstellen

250 mM Glycin
50 mM Tris/HCI, pH 8,3

50 mM Tris-Base (pH 7,4)
150 mM NaCl

2 mM EGTA

2 mM EDTA

25 mM NaF

25 mM B-Glycerolphosphat
0,1 mM NaV

0,2% (w/v) Triton-X-100
0,3% (v/v) NP 40

1 Proteaseinhibitorcocktailtablette (frisch
zugesetzt)

Name Beschreibung/Arbeitskonzentration | Herkunft

Anti- Aktin Polyklonales Ziegenserum, Klon | Santa Cruz Biotechnology,
I-19, erkennt Epitop am C- Inc., Santa Cruz, CA, USA
Terminus von humanem Aktin/
1/1000

Anti-a-Tubulin Monoklonaler Maus-Antikorper, Abcam, Cambridge, MA,
detektiert das 57 kDa humane a- USA
Tubulin am Epitop As 426-450/
1/10000

Anti-BRCA2 Maus Antikorper, detektiert das Calbiochem, Heidelberg
384 kDa humane BRCA2-Protein
am Epitop As 1651-1821
1/200

Anti-ERCC1 Monoklonarer Maus Antikorper, BD Pharmingen,
zur Detektion von ERCC1, Klon Heidelberg
8F1

Anti-Mrell Polyklonales Kaninchen Serum, Novus Biologicals, LLC,
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detektiert das 81 kDa humane Littleton, USA
Mrell Protein
1:10000
Anti-MSH2 Polyklonales Kaninchen Serum, Santa Cruz, Heidelberg
bindet humanes MSH2 am N-
Terminus, N-20
1:1000
Anti-Rad51 Monoklonaler Maus Antikorper, Neomarkers, Fremont,
bindet humanes Rad51, Klon USA
51RADO01
Anti Rad52 1:200 Santa Cruz, Heidelberg

2.2.1.2 Sekundéarantikorper

Tabelle 4 Sekundarantikdrper

Name

Arbeitskonzetration

Herkunft

Ziege-anti-Maus 1gG, 1:5000 Pierce/Thermo Fisher
konjugiert mit horse-radish- Scientific Inc., Rockford, IL,
peroxidase (HRP, USA

affinitatsgereinigt)

Ziege-anti-Kaninchen 1gG, 1:10000 Pierce/Thermo Fisher

konjugiert mit HRP
(affinitatsgereinigt)

Scientific Inc., Rockford, IL,
USA

2.3 Plasmide

Alle verwendeten Plasmide sind in aufgelistet. Die in dieser Arbeit verwendeten shRNA

Vektoren finden sich in der .

Tabelle 5 Plasmide

Plasmid Merkmale Herkunft
pBlueScriptll  KS hoch(+/-) | Plasmidderivat von pBR322 mit | Stratagene,
(pBS) multipler Klonierungsstelle Heidelberg
pCMV-I-Scel Vektor zur  Expression der | Dr. Maria Jasin,
Meganuklease 1-Scel unter der | Cornell Universitét,
Kontrolle des CMV-Promotors. New York, NY,
USA, Rouet et al.
[156]
pSuper shRNA Kontrollvektor Brummelkamp et al.
[29]
P5bPuroCMV-wtEGFP Positivkontrolle zur Ermittlung der | Akyiz et al. [5]

28




MATERIAL UND METHODEN

(WLEGFP) Transfektionseffizienz, WtEGFP-

Expression unter der Kontrolle

eines CMV-Promotors
p5SxtrshSV40Hygb Plasmidsubstrat zur Detektion der | Akyiz et al. [5]
PuroCMV-HR konservativen und

(HR-EGFP/3’EGFP)

nichtkonservativen Form der HDR

bei ausreichender Homologieldnge

pSXEsHygh
PuroCMV-delta
(A-EGFP/5’EGFP)

Plasmidsubstrat zur Detektion der
konservativen und
nichtkonservativen Form der HDR

bei limitierter Homologielénge.

Akyuz et al. [5]

pSXESCMVHygb Plasmidsubstrat zur Detektion der | Akyuz et al. [5]
PuroCMV-HR Homologen Rekombination bei
(HR-EGFP/5’EGFP) ausreichender Homologielénge.
pSbPuroCMV-N*- Plasmidsubstrat zur Detektion der | Hinsch 2000
CMV-Red-HR nichtkonservativen Form der HDR
(5’EGFP/HR-EGFP) bei ausreichender Homologielange.
pcDNA3 Leervektor, zur Protein-Expression | Invitrogen  Gibco,
in S&ugerzellen ausgehend von | Karlsruhe
cDNA unter der Kontrolle des
CMV-Promotors.
pcDNA3.1Puro Leervektor zur Proteinexpression | Invitrogen  Gibco,
in S&ugerzellen uter der Kontrolle | Karlsruhe
des CMV-Promotors, mit
Puromycinresistenzgen Kassette.
P5bPuroCMV-N’CMV-Red- Plasmidsubstrat zur Detektion der | Hinsch, 2000

HR(5’EGFP/HR-EGFP)

nichtkonservativen Form der HDR,
ausreichende Homologielange

pcDNA3.1Rad51SM

Uberexpression  von  dominant

negativem Rad51-Fusionsprotein

Lambert [104]

Tabelle 6 shRNA Vektoren

Plasmid shRNA
(5¢>39)

Kassette | Ursprung

Beschreibung
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pRSControl | Negativkontrolle/Leervek | Origene, Plasmide ohne shRNA
tor Rockville, MD, | Kassette, dient als Kontrolle
USA zur pRS-shRNA-Plasmiden.
pPRSMSH25 | CAGGATGCCATTGTT | Origene, 2 Plasmide mit 29-mer
pRSMSH2 8 | AAAGAAATTGTCAA | Rockville, MD, | shRNA Kassetten,
AGGCATGCTTGTGTT | USA Knockdown von hMSH2
GAAGTTCAAGATGA
PRSMSH3 2 | GATTCTTGGTCAGTG | Origene, 2 Plasmide mit 29-mer
PRSMSH3 4 | AGGATGAAAGCAAA | Rockvillem MD, | shRNA Kassetten,
TGATGCTGTATCGGA | USA Knockdown von hMSH3
AGTTCTCCATTCAG
PRSMSH6 4 | TGTCCTGTTCTCTTC | Origene, 2 Plasmide mit 29-mer
PRSMSH6 6 | AGGAAGGTCTGATA | Rockville, MD, | shRNA Kassetten,
ATCAGATTCTGAGAG | USA Knockdown von hMSH6
TGACATTGGTGGCT
pSuper Negativkontrollplasmide/ | Brummelkamp et | Plasmide ohne  shRNA
Leervektor al. [29] Kassette, als Kontrolle zu
pSuper-shRNA-Plasmid
pSuperRad52 | Sequenz nicht bekannt Brummelkamp et | Plasmid mit shRNA
al. [29] Kassette, Knockdown von
Rad52

2.4 Eukaryotische Zelllinien und Bakterienstamme

Die

im Rahmen

dieser

Doktorarbeit

genutzten

eukaryotischen

Zelllinien und

Bakterienstimme sind in und aufgelistet. Ostradiolarmes FCS wurde wie folgt hergestellt:

10g Norit A (Aktivkohle)
1,29 Dextran 35

11

FCS

30 min rdhren,

anschlieRend bei 10.000 x g abzentrifugieren und den Uberstand steril filtrieren.
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Tabelle 7 Eukaryotische Zelllinien

Zelllinie

Eigenschaften

Kultivierung

K562

Derivat der humanen, chronisch
myeloischen Leukamie-Zelllinie
K562 (ATCC® CCL-243),
welches den durch Ostradiol

regulierbaren Transaktivator

GalERVP nach stabiler
Transfektion mit dem Vektor
pMV-GalERVP exprimiert

(Akyulz et al., 2002)

12% o6stradiolarmes FCS
0,1% Refobacin

1% (v/v) L-Glutamin in
RPMI 1640 phenolrotfrei

K562(HR-EGFP/3’EGFP)
(Klon MHHR4)

Derivat der humanen, chronisch
myeloischen Leukamie-Zelllinie
K562 (ATCCCCL-243), enthélt
HR-EGFP/3"EGFP

chromosomal

das
Konstrukt
integriert (Akyuz et al., 2002)

12% Ostradiolarmes FCS
1% (v/v) L-Glutamin in

RPMI 1640 phenolrotfrei

K562(A-EGFP/3"EGFP)
(Klon MHAG6)

Derivat der humanen, chronisch
myeloischen Leukamie-Zelllinie
K562(ATCCCCL-243), enthélt
das A-EGFP/3'EGFP Konstrukt
chromosomal integriert (AkyUz
etal., 2002)

12% ostradiolarmes FCS
1% (v/v) L-Glutamin in
RPMI 1640 phenolrotfrei

WTK1(HR EGFP/
3’EGFP)SV40.fwd

Derivat der humanen

Lymphoblastenzelllinie WTK1
mit endogenem Mutanten p-53
mit chromosomal integriertem
Rekombinationskonstrukt HR-

EGFP/3’EGFP- SV40.fwd

12% (v/v) FCS

0,1% (v/v) Refobacin

1% (v/v) L-Glutamin in
RPMI 1640 Medium

HeLa shRNA

HeLa SilenciX-Zelllinien (Tebu-
Bio, Offenbach): HeLa-
Zelllinien mit stabilem
Knockdown (mind. 70%) auf
Basis der RNA-Interferenz

10 % (v/v) FCS

1% (viv)
Penicillin/Streptomycin
1 % (v/v) L-Glutamin
0,1 % Refobacin

125 pg/ml Hygromycin-
B in DMEM High
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Hela shCo

HelLa shBRCA2

HelLa shMrell

HelLa shERCC1

(shRNA), zur Verfugung gestellt
von Prof. Dr. med. Peter Daniel,
Abteilung fir Molekulare
Onkologie mit Schwerpunkt
Tumorgenetik am
Universitatsklinikum Charité,

Berlin

Zelllinie mit inaktiver sShRNA (2
Mismatches in einem Teil der

Haarnadelstruktur)

Zelllinie mit Knockdown von
BRCA2

Zelllinie mit Knockdown von
Mrell

Zelllinie mit Knockdown von
ERCC1

Glucose-Medium

Tabelle 8 Bakterienstamm

Bakterienstamm

Merkmale/ Verwendung

Herkunft

E. coli DH5a

F, mcrAA-(mrr hsdRMS-
mcrBC), p80dlacZAM1 5,
AlacX74,  deoR,  recAl,
araD139, A(ara, leu)7697,
galU, galk, A-
, rspL, endAl, nupG/zur

Amplifikation von Vektoren

New  England  Biolabs,
Frankfurt am Main, [79]
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2.5 DNA-Techniken

2.5.1 Transformation kompetenter Bakterien

Langsames Auftauen kompetenter E.coli Zellen auf Eis. Jeweils 45ul der Zellen wurden mit
200 ng Plasmisd DNA versetzt; anschliefend 30 minitige Inkubation auf Eis. Nach einem
Hitzeschock von 90 s bei 42 °C wurden die Bakterien fir 5 min auf Eis inkubiert. Zugabe von
1 ml antibiotikafreiem LB-Medium und 60 mindtiges Schitteln bei 37 °C. Die
Bakteriensuspension wurde auf Selektivmedium ausplattiert und tber Nacht inkubiert.

2.5.2 Einfrieren von Bakterienkulturen

Die Bakterienkultur (in LB-Medium) wurde mit DMSO (Endkonzentration 10%) versetzt und

bei —80 °C eingefroren und gelagert.

2.5.3 Maxipréaparation von Plasmid DNA aus E. coli

Fur die Maxiplasmidpraparation wurden 300-400 ml Kultur in einem 12 | Kolben fir 12 h bei
37 °C und 180Upm inkubiert. AnschlieBend wurden die Bakteriern fir 10 Minuten bei
8500UpM zentrifugiert, der Uberstand wurde verworfen. Mithilfe des High-Purity Plasmid
Maxiprep Kits wurde die Plasmid DNA nach Angaben des Herstellers isoliert. Untersuchung
der DNA durch Restriktion mit verschiedenen Endonukleasen und anschlie3ender Agarose-
Gelelektrophorese.  Die  Konzentration der durch  Maxipréparation  gewonnen
Nukleinsaurelosung wurde photometrisch bestimmt. Hierfiir wurde die DNA Lésung mit TE-
Puffer auf 1:100 verdinnt und die Extinktion dieser Verdinnung bei 260nm und 280 nm
(OD2g0, OD2gp) gegen TE-Puffer als Referenz gemessen. Fiir dsSDNA gilt dabei der Richtwert:
OD260 X 0,05 x Verdiinnung entspricht der DNA-Konzentration in pg/ul. Ein Quotient von
OD260 zu ODygp von Uber 1,8 zeigt an, dass die DNA frei von Proteinen ist. AnschlieRend

wurde die Plasmid-DNA mit TE-Puffer auf eine DNA Konzentration auf 1 pg/ul verdinnt.

2.5.4 Hydrolyse von DNA durch Restriktionsendonukleasen

Zur  Charakterisierung  der  isolierten  Plasmid-DNA  wurde  diese  mit
Restriktionsendonukleasen  behandelt. Dabei erfolgte die Restriktion in einem
Gesamtvolumen von 20 pl (analytisch) bis 100 pl (préparativ). Als Inkubationspuffer wurden
die vom Hersteller mitgelieferten Puffer verwendet, die 1:10 verdiinnt wurden. Pro pg DNA
wurden 1-5 U Restriktionsendonuklease zugegeben und mindestens 1 h bei der fur das Enzym
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spezifischen Temperatur inkubiert. 1 U eines Enzymes ist als die Aktivitat definiert, die 1 pg
DNA in 1h bei 37°C spaltet. Die vollstandige Spaltung wurde mittels Agarose

Gelelektrophorese tberprdft.

2.5.5 Auftrennung von DNA in der Agarose-Gelelektrophorese

Die Plasmide und Restriktionsansdtze wurden in horizontalen Flachbett-Elektrophoresen
aufgetrennt. Als Elektrophoresepuffer wurde 1xXTAE-Puffer verwendet, diesem wurde 0,5-2%
(w/v) Agarose zugegeben. Der Ansatz wurde in der Mikrowelle erhitzt und gelost, abgekhlt
und in mit geeigneten Kd&mmen bestiickte Gelgiefkammern geflllt. Vor dem Auftragen der
DNA-Proben auf das Gel wurden diese mit DNA-Probenpuffer (Endkonzentration 1x, MBI-
Fermentas, St. Leon-Rot) versetzt. Parallel zu den Proben wurde ein DNA-Marker
aufgetrennt. Die Separation erfolgte bei 80-100 V, bis die gesuchten Fragmente ausreichend
aufgetrennt waren. Das Gel wurde fiur 20 min in einem Ethidiumbromidbad gefarbt. Die
Detektion der DNA-Banden erfolgte tUber UV-Licht (Multilmage™ Light Cabinet, Alpha
Innotech, San Leandro, CA, USA), die Dokumentation mittels Image-Master
(Chemilmager™ 5500, Alpha Innotech, SanLeandro, CA USA).

2.5.6 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Zur Amplifikation von DNA wurde in einem Reaktionsgefa? (0,2 ml) folgender

Reaktionsansatz vorbereitet:

1-100 ng DNA (1-10 ng Vektor-DNA bzw. 100 ng
genomische DNA)

0,5 ul Oligonukleotid 1 (100 pM/pul)

0,5 ul Oligonukleotid 2 (100 pM/pl)

1,5 pl dNTPs (5 mM)

5ul Tag-Puffer (10 x)

1U Tag-DNA-Polymerase

ad 50 pl ddH,0
Der Ansatz wurde in einem Thermocycler unter folgender Standardeinstellung inkubiert:
Denaturierung 5 min 95°C

zur Amplifikation 30 Zyklen:

Denaturierung 1-1,5 min 95 °C
Hybridisierung 1 min Tm
Neustrangsynthese 0,5-1 min 72°C
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nach Ablauf der Zyklen

Neustrangsynthese 7 min 72 °C

Abkuhlung auf 4°C
Die Schmelztemperatur T,, fur die Oligonukleotide wurde mittels dem Oligonucleotide
Properties Calculator (www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html) abgeschatzt und
die Hybridisierungstemperatur entsprechend gewabhlt.

2.6 Proteinbiochemische Methoden

2.6.1 Probenaufbereitung fir die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
(SDS-PAGE)

2.6.1.1 Pré&paration von Totalhomogenaten

Hierfilr wurden 1 x 10° bis 1 x 10" Zellen 5 min bei 300 x g zentrifugiert. AnschlieRend
wurde das Zellpellet mit 2 x SDS Probenpuffer verdinnt, um eine Zellkonzentration von 0,5 —
1 x 10" Zellen/pl SDS-Probenpuffer zu erreichen. Die Proben wurden 15 min auf 95 °C
erhitzt und bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert.

2.6.1.2 Préparation von Zelllysaten

Hierfiir wurden 1 x 10° bis 1 x 10" Zellen bei 300 x g fiir 5 min zentrifugiert, mit kaltem PBS
gewaschen und erneut pelletiert. Die Zellpellets wurden nun in der 2-3 fachen
Volumenmenge Lysepuffer resuspendiert und fiir 30 min auf Eis inkubiert. Um Zelltrimmer
zu entfernten erfolgte bei 4 °C eine weitere Zentrifugation (16.000 x g fir 15 min). Der
Uberstand wurde abgenommen und die Proteinkonzentration (0) bestimmt. Die loslichen
Proteinfraktionen wurden mit Lysepuffer auf die gleichen Konzentrationen eingestellt und 6 x

SDS-Probenpuffer im Verhaltnis 1:6 dazugegeben. Die Proben wurden 15

min auf 95 °C erhitzt und bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert.

2.6.1.3 Bestimmung der Proteinkonzentration

Fir die Proteinkonzentrationsbestimmung wurde das BCA Protein Assay Kit nach Angaben
des Herstellers verwendet. Dabei wurden die BSA-Verdinnungen fiir die Kalibriergerade und

die Proben in einer 1:10-Verdiinnung in eine 96-Well-Platte gegeben. Nach 30 minutiger
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Inkubation bei 37 °C erfolgte die photometrische Messung (bei 570nm) des gebildeten
Farbstoffs durch den Mikrotiterplatten-Reader Sunrise™.

2.6.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (Laemmli [102])

Die Proteine wurden mittels einer diskontinuierlichen SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese
aufgetrennt (SDS-PAGE). Hierbei wurde das Gelsystem von Amersham Pharmacia Biotech
eingesetzt (GelgroRe: 8 x 10 x 0,075 cm). Nach vollstandiger Denaturierung der Proteine und
Ummantelung mit SDS Molekiilen wurden diese anhand ihres Molekulargewichtes im
elektrischen Feld aufgetrennt. Die Zusammensetzung fir jeweils funf SDS-PAGE-Gele ist in
aufgefiihrt. Zunachst wurden die Losungen fur das Trenngel miteinander vermischt, wobei
Ammoniumpersulfat (APS) und N,N,N",N"-Tetramethylethylendiamin (TEMED) zuletzt
hinzugefugt wurden, da diese die Polymerisation induzieren. Das Trenngel-Gemisch wurde in
die Gelgiel-Kammer SE200 zwischen einer Glas- und einer Porzellanplatte (beide getrennt
durch 0,1 cm Abstandhalter) gegossen und mit Isopropanol (berschichtet. Nach der
Polymerisation des Trenngels wurde das Isopropanol dekantiert, auf das Trenngel das
Sammelgel gegossen und der 10-Taschen-Kamm (0,1 cm) eingesteckt. Nach der
Polymerisation wurden die Gele bis zur Verwendung fur maximal eine Woche bei 4 °C
aufbewahrt. Zur Durchfihrung der Elektrophorese wurde das Gel in eine Gellauf-Kammer
Mighty Small Il eingespannt, die mit 1x Rotiphorese SDS-Page Puffer (Roth, Karlsruhe)
befillt wurde. Der Gelkamm wurde vorsichtig entfernt und die Taschen mit Puffer
gewaschen. Als Molekulargewichtstandard wurde ein Gemisch von Proteinen definierter
Molekiilmasse verwendet (PageRuler Pre-Stained Protein Ladder Plus, MBI-Fermentas, St.
Leon-Rot; HiMark Pre-Stained Protein Standard, Invitrogen, Karlsruhe), von dem 10 pl in
eine Geltasche pipettiert wurde. Die zu analysierenden Proben wurden vor dem Auftragen flr
5 min auf 95 °C erhitzt. Mittels eines elektrischen Felds erfolgte die Auftrennung der
denaturierten Proteine bei einer Stromstarke von 25 mA pro Gel. Anschlieend wurden die

Proteine durch Western-Blot Analyse dargestellt.

Tabelle 9 Pipettierschema fiir jeweils finf SDS-PAGE-Gele.
60-200 kDa | 16-70 kDa | 16-70 kDa | 12-45 kDa

Proteingrofie Trenngel Trenngel | Trenngel | Trenngel
) ] ) ) Sammelgel
8%ig 10%ig 12%ig 15%oig
Acrylamid 30%,
12 ml 15 mi 18 ml 22,5 ml 3,9 ml

0,8% Bisacrylamid
4 x SDS/TrispH 8,8 | 11,25 ml 11,25ml | 11,25 mi 11.25ml | -
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(Trenngelpuffer)
4 x SDS/Tris pH 6,8

- - - - 7,5 ml
(Sammelgelpuffer)
H,0 21,75 ml 18,75 ml 15,75 ml 11,25 ml 18,3 ml
10% APS 150 pl 150 pl 150 pl 150 pl 150 pl
TEMED 30 pl 30 pl 30 pl 30 pl 30 pl

2.6.2.1 Protein-GrofRenstandard

Als Grolenstandard bei der
PageRuler™Pre-Stained Protein Ladder mit 10 Proteinen der Grélien 170, 130, 95, 72, 55,
43, 34, 26, 17 und 10 kDa sowie der PageRuler™Pre-Stained Protein Ladder Plus mit 9
Proteinen von 250, 130, 100, 70, 55, 35, 27, 15 und 10 kDa verwendet.

Gelelektrophorese wurden die MBI-Fermentas-Marker

2.6.3 Elektrophoretischer Transfer von Proteinen auf eine Membran

(Westernblot, Towbin et al. [201])

Nach der SDS-PAGE Gelelektorphorese erfolgte der Proteintransfer — mittels Nassblot
Apparaur (TE Series) auf Nitrocellulose Membranen (Hybond C-Extra, Amersham Pharmacia
Biotech, Freiburg). Dabei wurde die Membran in 1x HMW Puffer &quibrilliert. Das Blotten
erfolgte abhangig von der GrolRe des zu transferierenden Proteins entweder fir 90 min bei
100V unter Eiskihlung, alternativ fiir 10-14 h im Kuhlraum bei 40V. Anschliefend wurde die
Membran mit Ponceau-Rot-Lésung angfarbt, um den Erfolg des Proteinstransfers zu

kontrollieren.

2.6.3.1 Proteinnachweis durch Immundetektion auf Westernblot Membranen [24]

Der spezifische Nachweis der auf der Membran immobilisierten Proteine beruht auf der
Reaktion eines primaren Antikorpers (AK) mit seinem Antigen und der Bindung eines
sekundaren AK an den F.-Teil des primédren Antikorpers. Die an den sekundaren AK
gekoppelte Enzymaktivitat (Peroxidase) ruft eine Lichtreaktion hervor. Zur Immundetektion
transferierter Proteine mussten zunéchst unspezifische Bindungsstellen der Membranen mit in
PBS-T-Puffer geléstem Milchpulver (5% (w/v)) fir 30 min bei RT geblockt werden.
AnschlieRend erfolgte die Inkubation mit dem jeweiligen Priméarantikorper in PBS-T-Puffer
versetzt mit 5% Milchpulver fur 1-2 h bei RT oder iber Nacht bei 4 °C. Dieser Antikorper
immobilisiertes Protein. Uberschiissiger,

erkennt spezifisch ein auf der Membran

ungebundener Primarantikdrper wurde durch drei je fiinf- bis zehnmin(tige Waschschritte mit
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PBS-T-Puffer entfernt.

Zur Detektion des gebundenen Primé&rantikorpers wurde die Membran 1 h mit einem von der
Art des Primarantikdrpers abhéngigen Sekundarantikdrper-Peroxidase (HRP)-Konjugats in
PBS-T-Puffer mit 1-5% Milchpulver inkubiert und anschliefend dreimal fir je 15 min mit
PBS-T gewaschen.

Gebundene HRP-Sekundarantikorper wurden mit dem SuperSignal West Pico oder
SuperSignal West Dura Extended Duration Substraten (ThermoScientific, Rockford, IL,
USA) nach Anweisung des Herstellers in Form von Chemilumineszenzsignalen auf einem
Rontgenfilm (Hyperfilm ECL, Amersham Biosciences, Freiburg) detektiert. Das Signal wurde
als Schwarzung sichtbar. Die Expositionszeiten lagen zwischen 1s und 90 min.

Um weitere Proteine auf derselben Membran zu untersuchen, mussten bereits gebildetee
Antikdrper Komplexe entfernt werden. Die Membran wurde hierfur 5-30 min lang, abhéngig
von der Affinitdt des Antikorpers, in Restore™ Western Blot Stripping -Puffer
(ThermoScientific/Pierce, Rockford, IL, USA) bei RT geschwenkt und anschlie3end zweimal
15 min in PBS-T-Puffer gewaschen. Die so behandelte Membran konnte anschlielend fur

weitere Immundetektionen verwendet werden.

2.7 Zellkulturtechniken

2.7.1 Erhaltung und Kultivierung von Zellen

Alle Arbeitsschritte wurde an der Sterilbank (Clean Air Techniek, Woerden, Niederlande)
durchgefuhrt, die zuvor mit 70%igem Alkohol desinfiziert wurde. Als Verbrauchsmaterialien
wurden sterile Einmalpipetten und sterile GefélRe verwendet. Alle Medien, Puffer und
Losungen, die fur die Zellkultur verwendet wurden, wurden vor Gebrauch auf 37 °C erwdarmt.
Die Inkubation der Zellen erfolgte bei 37 °C im Zellinkubator (5% CO2, 95 %
Luftatmosphare, 90% relative Luftfeuchtigkeit).

2.7.1.1 Ablosen/Erhaltung von adhéarenten Zellen

Nach Erreichen einer Konfluenz von 80-90% wurden die adharent wachsenden Zellen
zundchst mit pBS gewaschen. AnschlieBend wurden die Zellen dinn mit Trypsin
uberschichtet und fur 2-5 min bei 37 °C inkubiert. Durch vorsichtiges Beklopfen der
AulRenkante der Schalen wurde die Loslosung der Zellen weiter unterstiitzt. Zur Inaktivierung

des Trypsins wurde FCS-haltiges Medium hinzugegeben und die Zellen je nach Wachstum in
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einem bestimmten Verhaltnis (1:2 bis 1:10) gesplittet.

Die zugehorigen Medien aller verwendeter Zelllinien sind unter 0 angegeben.

2.7.1.2 Erhaltung von Suspensionszellen

Die Zelllinien K562(HR-EGFP-3’EGF) und k562(delta-EGFP/3’EGFP) wuchsen in
Suspensionskultur. Sie wurden aufgrund des durch Ostradiol induzierbaren GalERVP-
Transkriptionsfaktors in phenolrotfreiem RPMI angeziichtet [5]. Je nach Wachstum wurden
die Zellen in einem Verhéltnis von 1:3 bis 1:6 gesplittet und zum weiteren Wachstum in neue
Zellkulturschalen Gberfihrt und bei 37°C im Brutschrank inkubiert.

2.7.1.3 Einfrieren von Zellen

Eine subkonfluent bewachsene 15 cm durchmessende Schale wurde auf etwa 2 bis 3
Einfrierréhrchen verteilt. Die Zellen wurden von der Schale abgeldst und durch 3 mindtige
Zentrifugation bei 300 x g pellettiert. Das Zellpellet wurde in einem Einfriermedium
resuspendiert, wobei pro Einfrierréhrchen 1,5 ml Medium verwendet wurden. Um den
Einfrierprozess zu verlangsamen, wurden die Roéhrchen in eine mit Isopropanol gefllte

Einfrierhilfe Gberflhrt und schlieRlich bei -80 °C bzw. in fliissigem Stickstoff gelagert.

2.7.1.4 Auftauen von Zellen

In einem Polypropylenréhrchen wurden 10 - 20 ml Erhaltungsmedium vorgelegt. Durch
vorsichtiges Auf- und Abpippettieren von wenigen ml dieses Mediums wurden die Zellen
langsam aufgetaut und in Poypropylenréhrchen uberfuhrt. AnschlieBend erfolgte die
Zentrigution fir 5 min bei 300 x g und der Uberstand wurde verworfen. Das Zellpellet wurde
in 15 ml frischem Erhaltungsmedium resuspendiert und in 10 cm Schalen berfihrt. Die

Zellen wurden zur Erholung 24 - 48 h inkubiert und danach in andere Schalen Gberfihrt.

2.7.2 Transfektion von eukaryotischen Zellen

Zur Bestimmung der Effizienz der angewendeten Transfektionsmethode wurden
eukaryotische Zellen mit dem Plasmid p5bPuroCMV-WtEGFP transfiziert. 12-96 h nach
Transfektion wurde der prozentuale Anteil der griinfluoreszierenden Zellen am
Durchflusszytometer (FACSCalibur™ oder FACSCalibur™ HTS) bestimmt.

2.7.2.1 Transfektion durch Lipofektion
Die Transfektion der HeLa shRNA-Zellen erfolgte durch Lipofektion mit dem FUGENE®

HD-Transfektionsreagenz der Firma Roche. Bei der Lipofektion werden Nukleinsduren mit
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Hilfe von Liposomen, die mit der Membran der Zelle fusionieren, in das Zellinnere
eingebracht. Es wurde das Prinzip kationischer Lipidvesikel angewandt. Hierbei interagiert
die DNA mit kationischen Lipiden durch ionische Interaktion. Die entstehenden Komplexe
fusionieren mit der anionischen Oberflache der Zellen, so dass die DNA durch Endozytose in
die Zellen aufgenommen wird (Felgner et al., 1987; Ginzburg et al., 1997). Ein Vorteil des
FUGENE® HD-Reagenz ist, dass mit Serum im Kulturmedium gearbeitet werden kann.

Fiir die Versuche wurden 24 h vor der Transfektion 3x10° Zellen in einer Vertiefung einer 6-
Well-Platte in 2 ml Medium mit allen Antibiotikazusatzen ausgesét, da die Zellen ohne
Antibiotikazusatz morphologische Verénderungen aufwiesen. Am Tag der Transfektion
wurde zunéchst das Medium durch antibiotikafreies Medium ersetzt. Es wurden pro Ansatz 8
ul FuGENE® HD-Reagenz mit 92 ul Opti-MEM | Medium in Polystyrolréhrchen gemischt,
anschlieBend wurden 4,25 pg des jeweiligen DNA-Mixes (2,5 pg Expressionsplasmid, je 0,75
ug pCMV-I-Scel, 0,5 ug pBlueScriptll KS, DSB-Reparatursubstrat HR3‘Red-EGFP), geldst
in 45,75 pl sterilem Wasser, hinzugefiigt. Dieser Ansatz wurde fiir 20 min inkubiert und dann
tropfenweise in das Well pipettiert. Die Zellernte erfolgte nach 24 h. Als
Transfektionskontrollen wurden pro Ansatz jeweils Zellen in 2 Wells einer 6-Well-Platte
transfiziert, hierbei wurde das pBlueScriptll KS Plasmid durch das wtEGFP-Plasmid ersetzt.
Der Erfolg der Transfektion wurde mittels Fluoreszenzmikroskopie kontrolliert.

2.7.2.2 Transfektion durch Elektroporation

Bei dieser Methode wurden die Zellen einem elektrischen Feld ausgesetzt. Dabei entstehen
fur Millisekunden kleine, elektrisch neutrale Poren in der Zellmembran, durch welche die
Passage von Molekilen wie beispielsweise DNA oder RNA in die Zelle mdglich wird. Die
Elektroporation wurde wie bei (Baum et al., 1994) beschrieben durchgefihrt. Jeder Ansatz
enthielt 0,4 x 10’ Zellen, die in 400ul Kulturmedium ohne FCS resuspendiert wurden. Pro
Elektroporationskivette wurden zunéchst 10-30ul DNA pipettiert, und anschlieend 400ul
der Zellsuspension zugefligt. Der Ansatz wurde durch Auf- und Abpippettieren gut
durchmischt. Die Elektroporation erfolgte fir die in dieser Arbeit verwendeten K562(HR-
EGFP/3’EGFP) und K562(A-EGFP/3'EGFP) Zellen, WTK1(HR-EGFP/3’EGFPSV40.fwd)
wie in beschrieben. AnschlieRend wurden die Zellen sofort in eine 6-Well Schale mit 3 ml
Erhaltungsmedium (berfiihrt und fir 24 h im Brutschrank inkubiert. Elektroporierte Zellen

und DNA-Mixe sind in aufgezeigt
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Tabelle 10 Parameter zur exponentiellen Elektroporation bei einer Kapazitét von 1050 pF

Zelllinie Spannung (V)
K562 200
WTK1 240

2.7.3 Durchflusszytometrie

Mit Hilfe eines Durchflusszytometers (FACSCalibur™) wurde die Frequenz der DSB-
Reperatur, die Zellverteilung in den Zellzyklusphasen und der Anteil der apoptotischen Zellen
gemessen. Es handelt sich um ein optisches Messsystem, mit dessen Hilfe sich in Ldsung
befindliche Zellen innerhalb kirzester Zeit analysiert werden kénnen. Die Zellen werden in
eine Kapillare gesogen, sodass sie einzeln auf einen gebundelten Laserstrahl einer bestimmten
Wellenlénge (Argon Laser, 488 nm) treffen. Hierbei kommt es zu mehreren Ereignissen: Die
Streuung des Laserstrahls nach vorn (FSC, Vorwartsstreulicht) stellt die Lichtbeugung dar,
die proportional zur Zelloberflache ist und so Rickschlisse auf die ZellgroRe zulasst. Das
Seitwaértsstreulicht stellt die Lichbrechung und Reflexion dar, die sich proportional zur
Zellkomplexitat und —granularitat verhalt. Fluoreszenzkanéle detektieren die Signale, die von
zuvor angefarbten Zellbestandteilen (z. B. DNA) oder durch Fluoreszenz des exprimierten
EGFP nach Anregung der Chromophore ausgesandt werden. Mehrere Spiegel mit
unterschiedlichen Filtern erfassen das von der Zelle emittierte und gestreute Licht.
Anschlielend werden die Daten an einem Computer quantifiziert.

FL-2
FL-2

R2
R2

A FL-1 B FL-1

Abbildung 5 Messung der Reparaturereignisse.

A . In dem Gate R1: Darstellung der EGFP exprimierenden Zellen nach erfolgreicher DSB Reparatur.

B. Messung der Transfektionseffizienz. R2 beinhaltet die Zellen mit durch Transfektion

eingebrachten wt-EGFP-Plasmid. Diese Zellen exprimieren EGFP und weisen daher eine Griinfluoreszenz auf.
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2.7.3.1 Rekombinationsfrequenzmessung [4]

Zur Messung wurden die Zellen bei 300g fur 5 min zentrifugiert, das Zellpellet in 1 ml PBS /
0,2% EDTA resuspendiert, erneut sedimentiert und anschlieBend in 250 pul PBS/EDTA
resuspendiert. Die Suspension wurde in FACS-Réhrchen tberflhrt und die Fluoreszenz der
Zellen am Durchflusszytometer analysiert. Bei der Darstellung FSC-H/SSC-H als Dot-Plot
Diagramm musste bei einer Transfektion durch Elektroporation zunéchst ein ,,Gating"
erfolgen, um apoptotische Zellen von der Messung auszuschliel3en. Bei Einbringen der DNA
mittels Lipofektion entfiel dieser Schritt aufgrund der hohen Uberlebensrate der Zellen. Mit
Hilfe der Fluoreszenzkandle FL-1 und FL-2 wurde der Anteil grinfluoreszierender Zellen
gemessen, wobei FL-2 die orangefarbene Eigenfluoreszenz der Zellen und FL-1 die
Grinfluoreszenz des EGFP detektierte. Zur Berechnung der DSB-Reparaturfrequenz wurde
neben der Anzahl der erfolgreichen Reparaturereignisse auch die Transfektionseffizienz
gemessen. Hierflr wurden die Zellen anstelle des pBluescriptll KS-Vektors mit dem WtEGFP
Plasmid transfiziert. Die Berechnung der Transfektionseffizienz erfolgte anhand dieser
Formel:
Rekombinationsereignisse pro Zellzahl [%0]

Rekombinationsfrequenz [%0] = Transfektionseffizienz [%6]

Bei den Rekombinationsmessungen wurden 100.000 bis 1.000.000 Zellen ausgewertet, bei

der Bestimmung der Transfektionseffizienz wurden 20.000 Zellen untersucht.

2.7.3.2 Einparametrische Zellzyklusanalyse (Propidiumiodidfarbung)

Die Zellzyklusanalyse mittels Propidiumiodidfarbung basiert auf der Interaktion des
Farbstoffes Propidiumiodid mit der DNA der Zellen und nachfolgender Anfarbung der DNA.
Dabei besteht ein linearer Zusammenhang zwischen DNA Gehalt der Zellen und ihrer

Fluoreszenzintensitét, vorausgesetzt der P1 Farbstoff wird im Uberschuss zugegeben.
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Abbildung 6 Histogramm der Verteilung des DNA Gehaltes in einer diploiden Zellpopulation.

Dargestellt sind der DNA Gehalt der Zellen und die Anzahl der Zellen im Verlauf der verschiedenen Phasen des
Zellzyklus. In der Go/G;-Phase (Ruhe- und Wachstumsphase) bereitet sich die Zelle auf die Replikation vor;
Synthese von RNA und Proteinen. Der DNA Gehalt bleibt konstant (2n). In der folgender Synthese (S)-Phase
findet die DNA Replikation statt, der DNA Gehalt &ndert sich von 2n auf 4n. In der G,-Phase (préamitotische
Phase) bereitet sich die Zelle auf die ndchste Mitose vor (M-Phase).

Bei der Zellteilung diploider Zellen kdnnen vier Phasen unterschieden werden: Die G;-, S-,
G2- und die M-Phase. Die Go-Phase der Zellen ist die Ruhephase, in dieser Zeit findet keine
Zellteilung statt, die DNA liegt als Chromosenpaar (2n) vor. Die G;-Phase stellt den Beginn
der Zellteilung dar, es werden Proteine und RNA synthethisiert, die Zelle wachst. Der DNA
Gehalt bleibt jedoch konstant, sodass eine Unterscheidung mittels PI Farbung nicht moglich
ist und diese Phasen daher als Go/1-Phase zusammengefasst werden. In der néchsten Phase
(der S-Phase) wird die DNA repliziert, so dass die Zelle am Ende der S-Phase tetraploid (4n)
ist. In der sich anschlieBenden G,-Phase stellt die Zelle sicher, dass die DNA Replikation
erfolgreich abgeschlossen wurde. Zudem bereitet sie sich auf die néachste Zellteilung, die
Mitose (M-Phase), vor. Bei einer schnellwachsenden Saugerzelle dauert ein Zellzyklus etwa
24 h, wobei auf die G;-Phase 12 h, auf die S-Phase und G,-Phase 6 h und die Mitose 30 min
entfallen. Zellen, die sich in der G,- oder M-Phase befinden, besitzen einen doppelten DNA-
Gehalt (4n) im Vergleich zu Zellen, die sich in der Go- oder G;-Phase befinden (2n). S-Phase-
Zellen haben einen DNA-Gehalt zwischen 2n und 4n. Zunédchst wurde ein Zellpellet von 106
Zellen mit PBS gewaschen und in 1 ml PBS resuspendiert. Unter kontinuierlichem Schitteln
wurde langsam 9 ml eiskalte Fixierldsung hinzugeftigt, eine 15 mindtige Inkubation auf Eis
folgte. Die fixierten Zellen mussten anschliefend mindestens 1 h bei -20 °C gelagert werden.
Fur die Farbung wurden die Zellen zundchst mit einer 1:1 Fixierlosung/PBS, anschlieBend mit
PBS gewaschen und dann rehydriert. Das Zellpellet wurde mit 250 - 500 pl Ix PI-
Farbeldsung resuspendiert und 30 min auf Eis im Dunkeln inkubiert und bis zur Messung mit
einem Durchflusszytometer (FACS Calibur) im Dunkeln auf Eis aufbewahrt. Zur Analyse und
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Auswertung der Zellzyklusdaten (P1-Farbung) wurde in einem Dot-Plot die Flache (FL2-A)
gegen die Weite (FL2-W) aufgetragen. Dupletten, die bei der Fixierung der Zellen entstehen
kdnnen, wurden durch das Setzen eines Gates von der Messung ausgeschlossen. Bei diesen
Dupletten handelt es sich um nicht vollstandig separierte Zellen. Da eine Duplette ein
breiteres Lasersignal als eine einzelne Zelle erzeugt, kann sie Uber die Darstellung der
Peakbreite (FL2-W) von einer Einzelzelle unterschieden werden. Die so selektierten Zellen
wurden als Histogramm dargestellt (s. Abbildung 7), wobei der DNA Gehalt gegen die
Anzahl der Zellen aufgetragen wurde. Durch Gatesetzung konnte die prozentuale
Zellzyklusverteilung ermittelt werden. Durch logarithmische Darstellungsweise der FL2-A-
Werte wurde eine kompensierte Messung erreicht und in einigen Féllen erst so der Anteil an
apoptotischen Zellen mit sehr geringem DNA-Gehalt sichtbar gemacht. Fir diese Zellen

wurde zusétzlich ein Gate eingerichtet, das sich linksseitig der anderen Gates befand.

2.8 Statistische Auswertung

Die Messwerte wurden als Mittelwerte + Standardabweichung (Microsoft Office Professional
2003-2010) oder als Balkendiagramme (GraphPad Prism 6, La Jolla, California, USA)
dargestellt. Der Wilcoxon matched pairs test wurde verwendet, um die Signifikanz der
Versuche innerhalb einer Zelllinie zu berechnen. Mittels des Mann-Whitney U test wurden die
Versuchswerte zwischen verschiedenen Zelllinien genauer analysiert. Ein *p < 0.05 wurde als

statistisch signifikant gewertet.
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3 ERGEBNISSE

Um den Einfluss des humanen MMR Proteins hMSH2 auf die DSB Reparatur systematisch
zu untersuchen, wurde das EGFP-basierende Testsystem in verschiedenen menschlichen
Zelllinien angewendet [5]. Nach Induktion des Bruches des DNA Rickgrates mittels der
Meganuklease [-Scel erfolgte die Reparatur entweder mittels NHEJ oder Homologie
abhangigen Mechanismen (HR und SSA), abhdngig von dem zur Verfugung gestellten DNA
Substrat. Aus der Hefe ist bekannt, dass MSH2 den Austausch zwischen heterologen DNA
Sequenzen verhindert und Auswirkungen auf die HDR hat [2, 56, 59, 164, 190] . Daher
sollten insbesondere die Effektivitat der HDR in Sdugetierzellen bei Suppression der hMSH2
Expression nédher analysiert werden. In einem zweiten Schritt wurden mdgliche, in der
Literatur beschriebene Interaktionspartner des humanen MMR Proteins néher untersucht.

Die Rekonstitution des EGFP Gens wurde anhand der Population grin fluoreszierender
Zellen mittels FACS Analyse gemessen. Mdgliche indirekte Effekte, wie
Zellzyklusverschiebungen,  vermehrter ~ Zelltod  oder  Unterschiede  bei  der
Transfektioneffizenz, die die DSB Reparaturfrequenz ebenfalls beeinflussen kdnnten, wurden

weitgehend ausgeschlossen.
3.1 hMSH2 und die DSB Reparatur im chromosomalen Kontext

3.1.1 Der Einfluss von hMSH2 auf die HDR in der stabilen Zelllinie
K562(HR-EGFP/3’EGFP) bei ausreichender Homologielédnge

Um die Rolle von hMSH2 bei der HDR genauer zu untersuchen, wurde die hMSH2
Expression in der Zelllinie K562(HR-EGFP/3’EGFP) durch shRNA exprimierende Vektoren
gestort. Die hierbei verwendete K562(HR-EGFP/3’EGFP) Zelllinie enthielt das stabil
integrierte HR-EGFP/3’EGFP Konstrukt, das vor allem als Substrat fiir die HDR fungierte.
Eine Unterscheidung zwischen konservativer und nichtkonservativer Form der HDR ist
hierbei jedoch nicht moglich. Die Expression des hMSH2 Proteins wurde durch die shRNA
Plasmide pRSMSH2 5 und pRSMSH2 8 unterdriickt und gleichzeitig wurde mittels des
pCMV-I-Scel Expressionsplasmids der DSB induziert. Die Proben wurden zudem entweder
mit pBlueScriptll KS oder wtEGFP transfiziert, anschliefend wurden die Messungen um die

Transfektionseffizienz korrigiert. Drei der finf Rekombinationsmessungen sowie die
Westernblotanalysen wurden von Dr.rer.nat. Simone Siehler durchgefuhrt. Der Knockdown
des hMSH2 Proteins bewirkte in der stabilen Zelllinie K562(HR-EGFP/3’EGFP) eine
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signifikante Verringerung der DSB Reparaturfrequenz verglichen mit dem Kontrollvektor.
Fur hMSH2 5 konnte eine Erniedrigung um 60% detektiert werden (p=0,0020), fir hMSH2 8
zeigte sich anndhernd eine Halbierung der Reparaturereignisse nach unterdriickter Expression
(p=0,0420). Die gegen hMSH2 gerichteten sShRNA exprimierenden Plasmide bewirkten eine
Abnahme der hMSH2 Proteinmenge um 90%. Indirekte Effekte, die Einfluss auf die Effizienz
der DSB Reparatur nehmen konnten, zeigten sich in der Zellzyklusanalyse nicht (Abbildung
8).
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Abbildung 8 Einfluss der hMSH2 Expression auf die HDR in der stabilen Zelllinie K562(HR-
EGFP/3’EGFP) bei ausreichender Homologieléinge.

Die Zellen wurden mit einem Mix aus dem Expressionsplasmid pCMVI-Scel, dem Kontrollplasmid
pBlueScriptll sowie der jeweils vermerkten shRNA (pRSMSH2 5, pRSMSH2 8) bzw. dem Leervektor
pRSControl kotransfiziert und fiir 24 h kultiviert.

A. Messung der DSB Reparaturfrequenz. Dargestellt sind Mittelwerte und Standardfehler von 14 Messwerten
aus 5 voneinander unabhdngigen Messungen. Zum besseren Vergleich wurden die mittleren Werte fir den
Leervektor (pRS Control) fiir jeden experimentellen Tag gleich 100% gesetzt, und die DSB Reparaturfregenzen
nach Knockdown von hMSH2 darauf bezogen (absoluter Wert fiir 100%: 2,96x10™). Die Signifkanz-Berechnung
wurde durchgefiihrt mit Wilcoxon matched pairs test und ist jeweils bezogen auf den Leervektor (pRS Control).
B. Westernblot Analyse. Es erfolgte die Immundetektion von hMSH2 und von Tubulin als Kontrolle der
Auftragsmenge.

C. Zellzyklusanalyse. Der DNA-Gehalt der Zellen wurde nach Propidiumiodid (Pl) Féarbung
durchflusszytometrisch bestimmt. Dargestellt werden die Mittelwerte und Standardfehler von vier Messwerten
aus zwei voneinander unabhéngigen Messungen.

Zusammenfassend zeigte sich im chromosomalen Kontext eine signifikante Inhibition der
DSB Reparaturfrequenz nach supprimierter hMSH2 Expression. Das MMR Protein scheint

den Homologie gerichteten Weg der DSB Reparatur zu fordern, wobei zu beachten ist, dass

46




ERGEBNISSE

mittels des HR-EGFP/3‘-EGFP DNA Substrats sowohl die konservative als auch die

nichtkonservative Form der HDR analysiert wurde.

3.1.2 Der Einfluss von hMSH2 auf die HDR in der stabilen Zelllinie K562(A-
EGFP/3’EGFP) bei limitierter Homologieldnge

Die unter 3.1.1 genannten Versuche wurden fur das A-EGFP/3’EGFP Substrat wiederholt,
welches stabil in die Zelllinie K562 integriert wurde und das ebenfalls hauptsachlich die HDR
detektierte. Das A-EGFP/3’EGFP Substrat unterscheidet sich von dem HR-EGFP/3’EGFP
Konstrukt allein durch die Lange der homologen DNA Abschnitte, welche bei dem A-
EGFP/3‘EGFP Substrat auf 168 Basenpaare begrenzt waren. Nach verminderte hMSH2
Expression zeigte sich keine signifkante Anderung der Reparaturfrequenz im Vergleich zu der
Kontrolle (Abbildung 9). Verschiebungen im Zellzyklus und Veranderungen des

Apoptoseverhaltens der Zellen wurden nicht detektiert.
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Abbildung 9 Einfluss der hMSH2 Expression auf die HDR in der stabilen Zelllinie K562(A-
EGFP/3’EGFP) bei limitierter Homologieléinge.

Die Zellen wurden mit einem Mix aus dem Expressionsplasmid pCMVI-Scel, dem Kontrollplasmid
pBlueScriptll KS sowie den shRNA Plasmiden pRSMSH2 5, pRSMSH2 8 oder dem Leervektor pRS Control
kotransfiziert und fur 24 h in Kultur gehalten.

A. Messung der DSB Reparaturfrequenz. Nach Korrektur um die Transfektionseffizienz erfolgte die
Darstellung der Mittelwerte und Standardfehler von neun Messwerten aus drei voneinander unabhdngigen
Versuchsdurchfiihrungen. Zur besseren Vergleichbarkeit der Daten wurden die mittleren Werte fir die Kontrolle
fiir jeden experimentellen Tag gleich 100% gesetzt und die Reparaturfrequenzen nach hMSH2 Knockdown auf
diesen Wert bezogen (absoluter Wert fiir 100%: 4,4x10™). Die Signifkanz-Berechnung wurde durchgefiihrt mit
Wilcoxon matched pairs test und ist jeweils bezogen auf den Leervektor (pRS Control).

B. Zellzyklusanalyse. Der DNA-Gehalt der Zellen wurde nach Pl Farbung durchflusszytometrisch bestimmt.
Dargestellt wurden die Mittelwerte und Standardfehler von vier Messwerten aus zwei voneinander unabhéngigen
Versuchsdurchfiithrungen

Da sich das HR-EGFP/3’EGFP und das A-EGFP/3’EGFP- Substrat lediglich in der Lange des
zur Verfugung stehenden homologen DNA Bereiches unterschieden, deuten diese Daten
daraufhin, dass das MutS Homolog hMSH2 eine Mindestanzahl homologer Basenpaare

bendtigt, um die HDR positiv zu beeinflussen. Eine weitere mdgliche Annahme waére, dass
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beide Formen der HDR gleichermalien stattfanden, sodass sich der gegenteilige Effekt von
hMSH2 auf diese beiden Reparaturformen neutralisierte. Hierdurch wére die gleichbleibende

Frequenz der DSB Reparatur nach hMSH2 Knockdown ebenfalls erklarbar.

3.1.3 Der Einfluss von MSH2 auf die HDR in der stabilen Zelllinie
WTK1(HR-EGFP/3’EGFP)SV40.fwd bei ausreichender Homologieldnge

Um den Einfluss von hMSH2 auf die HDR in einem weiteren Zellsystem genauer zu
untersuchen, wurde die humanen Lymphoblastenzelllinie WTK1(HR-
EGFP/3’EGFP)SV40.fwd mit chromosomal integriertem HR-EGFP/3’EGFP Konstrukt
herangezogen. Dieser Konstrukt unterscheidet sich von HR-EGFP/3’EGFP lediglich im
Spacer, indem die Hygromycin-Resistenz-Kassette durch einen Sequenzabschnitt des SV40-
Genoms ersetzt wurde. Mittels dieses Reparatursubstrates wurde sowohl die Reparaturform
des SSAs als auch die der HR detektiert. Nach transientem Knockdown des hMSH2 Proteins
kam es zu einem signifikanten Anstieg der Reparaturereignisse um das 1,45 fache verglichen
mit der Kontrolle (p=0,0039) (Abbildung 10). Es wurde also im Vergleich zu den bisherigen
Versuchen ein gegenteiliger Effekt von hMSH2 auf die HDR nachgewiesen.
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Abbildung 10 Einfluss der hMSH2 Expression auf die HDR in der stabilen Zelllinie WTK1(HR-EGFP/3'-
EGFP)SV40.fwd bei ausreichender Homologieléange.

Messung der DSB Reparaturfrequenz. Die Zellen wurden mit einem Mix aus dem Expressionsplasmid
pCMVI-Scel, dem Kontrollplasmid pBlueScriptll KS und den shRNA Plasmiden pPRSMSH2 5 und pRSMSH2 8
kotransfiziert. Nach Korrektur um die Transfektionseffizienz erfolgte die Darstellung der Mittelwerte und
Standardfehler der neun Messwerte aus drei voneinander unabhéngigen Versuchsdurchfiihrungen. Zur besseren
Vergleichbarkeit der Daten wurden die Mittelwerte der Kontrolle fiir jeden experimentellen Tag gleich 100%
gesetzt und die Reparaturfrequenzen nach hMSH2 Knockdown auf diesen Wert bezogen (absoluter Wert fur
100%: 8,6x10™). Die Signifikanz-Berechnung wurde durchgefiihrt mit Wilcoxon matched pairs test und ist
jeweils bezogen auf den Leervektor (pRS Control).

Um eine genauere Unterscheidung zwischen stattgefundener konservativer und

nichtkonservativer Form der HDR zu erreichen, wurde in einem nachfolgenden Schritt die
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Aktivitat/Expression der Schliisselproteine hRad51 bzw. hRad52 inhibiert (s. 3.1.5).

3.1.4 Der Einfluss der Komplexpartner hMSH3 und hMSH6 auf die HDR in
der stabilen Zelllinie K562(HR-EGFP/3’EGFP) bei ausreichender
Homologielédnge

Aus der MMR ist bekannt, dass hMSH2 mit seinen Komplexpartnern hMSH3 und hMSH6
interagiert, um postreplikative Basenfehlpaarungen zu erkennen und diese zu beheben.
Inwiefern diese beiden Faktoren hMSH2 auch bei der DSB Reparatur unterstiitzen, sollte
mithilfe der folgenden Experiment genauer untersucht werden. Hierzu wurde in der
K562(HR-EGFP/3’EGFP) Zelllinie die endogene Expression von hMSH3 und hMSH6
mithilfe der Expression zweier spezifischer shRNas nach entsprechender Plasmidtransfektion
unterdruckt. Die Zellen wurden gleichzeitig mit dem pCMV-1-Scel Expressionsplasmid und
pBluescriptll KS bzw. wtEGFP als Transfektionskontrolle transfiziert. 24 h nach Transfektion
erfolgte die Rekombinationsmessung. Zwei der Rekombinationsmessungen wurden von
Dr.rer.nat. Simone Siehler durchgefuhrt.

Es zeigte sich nach Suppression des hMSH3 bzw. hMSH6 Proteins eine deutliche Abnahme
der Reparaturereignisse (Abbildung 11). Ohne hMSH3 und hMSH6 kam es also ebenfalls zu
einer Suppression der HDR. Hierbei erreichten nur die Werte fir die ShARNAs MSH3 4 und
MSH®6 6 Signifikanz (MSH3 4: p=0,0049; pMSH6 6: p=0,0425). Die beiden Komplexpartner
des hMSH2 Proteins scheinen also auch Funktionen wahrend der DSB Reparatur zu
ubernehmen. Diese Beobachtung untermauerte die Annahme, dass das MMR Protein hMSH2
auch bei der DSB Reparatur mit seinen beiden Komplexpartnern hMSH3 und hMSH6
interagiert. In der Westernblot Analyse, die von Dr.rer.nat. Simone Siehler durchgefihrt
wurde, zeigte sich eine Abnahme der Proteinmenge auf 80% fur hMSH3 und eine Reduktion
auf 50% fir das hMSH6 Protein nach transienter Expression der spezifischen shRNAs.
Weiterhin war nach alleinigem Knockdown der hMSH2 Expression eine Abnahme der
Proteine hMSH3 und hMSH6 auf 30-60% bzw. 60-80% des Kontrollniveaus detektierbar
(Abbildung 8). hMSH2 und seine beide Partner bilden vermutlich auch bei der HDR
Heterodimere und beeinflussen auf diese Weise die DSB Reparatur. In der Zellzyklusanalyse

zeigten sich nach Knockdown der MutS Homologe keine VVerdnderungen (Abbildung 11).
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Abbildung 11 Einfluss der hMSH3 und hMSH6 Expression auf die HDR in der stabilen Zelllinie
K562(HR-EGFP/3’EGFP) bei ausreichender Homologieléinge.

Die Zellen wurden mit einem Mix aus dem Expressionsplasmid pCMVI-Scel, dem Kontrollplasmid
pBlueScriptll KS sowie der jeweils vermerkten shRNA (pRS MSH3 1, pRS MSH3 4, pRS MSH6 4 oder
PRSMSHS6 6) bzw. dem Leervektor pRS Control kotransfiziert und fur 24 h kultiviert.

A. Messung der DSB Reparaturfrequenz in Abhéanigigkeit von hMSH3. Dargestellt sind Mittelwerte und
Standardfehler von 9 Messwerten aus 3 voneinander unabhangigen Messungen. Zum besseren Vergleich wurden
die mittleren Werte fur den Leervektor pRS Control je experimentellem Tag gleich 100% gesetzt, und die DSB
Reparaturfrgenzen nach Knockdown von hMSH3 darauf bezogen (absoluter Wert fiir 100%: 2,25x10™). Die
Signifkanz-Berechnung wurde durchgefiihrt mit Wilcoxon matched pairs test und ist jeweils bezogen auf den
Leervektor (pRS Control).

B. Zellzyklusanalyse. Der DNA-Gehalt der Zellen wurde nach Pl Féarbung durchflusszytometrisch bestimmt.
Dargestellt werden die Mittelwerte und Standardfehler von vier Messwerten aus zwei voneinander unabhéngigen
Messungen.

C. Westernblot Analyse. Es erfolgte die Immundetektion von hMSH3 und von Tubulin als Kontrolle der
Auftragsmenge.

D. Messung der DSB Reparaturfrequenz in Abhéngigkeit von hMSH6. Dargestellt sind Mittelwerte und
Standardfehler von 12 Messwerten aus 4 voneinander unabhéngigen Messungen. Zum besseren Vergleich
wurden die mittleren Werte fur den Leervektor pRS Control fur jeden experimentellen Tag gleich 100% gesetzt
und die DSB Reparaturfregenzen nach Knockdown von hMSH6 auf diesen Wert bezogen (absoluter Wert fur
100%: 3,01x10™). Die Signifkanz-Berechnung wurde durchgefiihrt mittels Wilcoxon matched pairs test und ist
jeweils bezogen auf den Leervektor (pRS Control).

E. Zellzyklusanalyse. Der DNA-Gehalt der Zellen wurde nach Pl Farbung durchflusszytometrisch bestimmt.
Dargestellt werden die Mittelwerte und Standardfehler von vier Messwerten aus zwei voneinander unabhangigen
Messungen.

F. Westernblot Analyse. Es erfolgte die Immundetektion von hMSH6 und von Tubulin als Kontrolle der
Auftragsmenge.
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3.1.5 Der Einfluss von hMSH2 auf die HDR bei Stérung der Funktionalitét
der Reparaturproteine hRad51 und hRad52

Da mittels des HR-EGFP/3’EGFP Rekombinationssubstrates sowohl die konservative als
auch die nichtkonservative Form der HDR gemessen wurden, sollte durch weitere Versuche
geklart werden, welcher dieser Reparaturwege durch hMSH2 beeinflusst wurde. Hierbei
wurde die unterschiedliche Abhédngigkeit beider Reparaturformen von den Proteinen hRad51
und hRad52 ausgenutzt. Das SSA bendtigt das Protein hRad52, findet jedoch unabhéngig von
hRad51 statt. Dabei bindet hRad52 die DNA Enden in Form eines Ringes und unterstiitzt so
die Assoziation zwischen zueinander passenden DNA Enden. Im Gegensatz dazu férdern
hRad51 und seine Paraloge die HR, indem sie die ATP abhédngige Paarung und den
Strangaustausch homologer DNA Abschnitte katalysieren und gleichzeitig das SSA
supprimieren[182].

3.1.5.1 Der Einfluss von hMSH2 auf die HDR bei Stérung der Funktionalitit der
Reparaturproteine  hRad51 und hRad52 in der Zelllinie K562(HR-
EGFP/3’EGFP)

Die folgend aufgefiuhrten Experimente fiihrte Dr.rer.nat. Simone Siehler durch. Zur
Diskriminierung beider Reparaturformen wurde die Funktionalitdt bzw. Expression der
Proteine hRad51 und hRad52 in der K562(HR-EGFP/3’EGFP) Zelllinie inhibiert. Fiir hRad51
wurde die Expression einer dominant negativen Mutante des Proteins verwendet. Die
Expression von hRad52 wurde mittels einer spezifischen shRNA verringert. Zunéchst erfolgte
die Elektroporation des Kontrollvektors pRSControl bzw. der shRNA exprimierenden
Plasmide pPRSMSH2 5 und pRSMSH2 8. Anschliefend wurden die Zellen in Kultur gehalten.
Nach 48 h wurde eine weitere Transfektion mit dem pCMV-I-Scel Expressionsplasmid, und
den shRNA Vektoren pSuper oder pSuperRad52 bzw. pcDNA3.1 oder pcDNA3.1Rad51SM
durchgefiihrt.

Nach Knockdown von hMSH2 zeigte sich eine signifikante, 1,8-fache Abnahme der
Reparaturereignisse bei noch bestehender hRad51 bzw. hRad 52 Expression (p = 0,0078). Der
fordernde Effekt auf die HDR konnte also bestatigt werden. Bei Uberexpression von
Rad51SM sank die Anzahl erfolgreicher DSB Reparaturen um den Faktor 2,2 verglichen mit
der Kontrolle (Abbildung 12). Nach gleichzeitiger Storung der Funktionalitdt von hRad51 und

Expressionsminderung von hMSH2 kam es zu einer 4,2-fachen Verringerung der
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Reparaturfrequenz im Vergleich zu den Kontrollzellen. Beide Effekte waren additiv wirksam

und fanden damit unabhdngig voneinander statt.
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Abbildung 12 Analyse der DSB Reparatur in der Zelllinie K562(HR-EGFP/3’EGFP) nach hMSH?2
Knockdown und Stérung der hRad51 Expression.

A. Messung der DSB Reparaturfrequenz. Die Zellen wurden mit den shRNA Vektoren pRS MSH2 5 und pRS
MSH2 8 bzw. dem Leervektor pRS Control transfiziert und 48 h in Kultur gehalten. Anschlieend erfolgte eine
erneute Transfektion per Elektroporation mit Mix aus dem Expressionsplasmid pCMVI-Scel, dem
Kontrollplasmid pBlueScriptll KS sowie der dominant negativen Mutante pSuperRad51SM oder dem
Leervektor pcDNA3.1. Nach Korrektur um die Transfektionseffizienz erfolgte die Darstellung der Mittelwerte
und Standardfehler der neun Messwerte aus drei voneinander unabhéngigen Versuchsdurchfuhrungen. Zur
besseren Vergleichbarkeit der Daten wurden die mittleren Werte der Kontrolle fiir jeden experimentellen Tag
gleich 100% gesetzt und die Reparaturfrequenzen nach hMSH2 Knockdown auf diesen Wert bezogen (absoluter
Wert fir 100%: 6,72x10). Die Signifkanz-Berechnung wurde durchgefiihrt mit Wilcoxon matched pairs test
und ist jeweils bezogen auf die Kontrolle (pRS Control/pcDNA3.1).

B. Westernblot Analyse. Es erfolgte die Immundetektion von hMSH2, hRad51 und hRad52 sowie von Tubulin
als Kontrolle der Auftragsmenge.

Im néchsten Schritt folgte die Untersuchung der epistatischen Beeinflussung zwischen
hMSH2 und hRad52 (Abbildung 13). Bei verminderter hRad52 Expression der K562(HR-
EGFP/3’EGFP) Zellen kam es zu einem Anstieg der Reparaturereignisse um das 1,7 fache
(p=0,0117) im Vergleich zur Kontrolle. Nach Knockdown beider Proteine zeigte sich eine 1,9-
fache Steigerung der DSB Reparatur (p=0,0391), verglichen mit dem Leervektor.
Interessanterweise kam es also ohne hRad52 zu einem Verlust der hMSH2 abhangigen
Reduktion des HDR. In der Zellzyklusverteilung und der Apoptose waren nach
Unterdrickung der Expression der verschiedenen DNA Reparaturproteine keine

Veranderungen sichtbar (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 13 Analyse der DSB Reparatur in der Zelllinie K562(HR-EGFP/3’EGFP) nach hMSH2 und
hRad52 Knockdown.

A. Messung der DSB Reparaturfrequenz. Die Zellen wurden mit den shRNA Vektoren pRS MSH2 5 und
PRSMSH2 8 bzw. dem Leervektor pRS Control transfiziert und 48 h in Kultur gehalten. Anschlielend erfolgte
eine erneute Transfektion per Elektroporation mit einem Mix aus dem Expressionsplasmid pCMVI-Scel, dem
Kontrollplasmid pBlueScriptll KS sowie dem shRNA Vektor pSuperRad52 oder dem Leervektor pSuper. Nach
Korrektur um die Transfektionseffizienz erfolgte die Darstellung der Mittelwerte und Standardfehler der neun
Messwerte aus drei voneinander unabhangigen Versuchsdurchfilhrungen. Zur besseren Vergleichbarkeit der
Daten wurden die mittleren Werte der Kontrolle fiir jeden experimentellen Tag gleich 100% gesetzt und die
Reparaturfrequenzen nach hMSH2 Knockdown auf diesen Wert bezogen (absoluter Wert fir 100%: 8,09x10™).
Die Signifkanz-Berechnung wurde durchgefiihrt mit Wilcoxon matched pairs test und ist jeweils bezogen auf die
Kontrolle (pRS Control/pSuper).

B. Westernblot Analyse. Es erfolgte die Immundetektion von hMSH2, hRad51 und hRad52 sowie von Tubulin
als Kontrolle der Auftragsmenge.

In den K562(HR-EGFP/3’EGFP) Zellen wurden als Reparaturformen HR und SSA detektiert,
belegbar durch die Abnahme der Reparaturfrequenz bei gestorter hRad51 Funktionalitét.
hRad51 supprimiert das SSA als konkurrierende Reparaturform [182]. Nach erfolgter hRad51
Inhibition kam es zu einer Reduktion der Rekombinationsfrequenz, aber nicht zu einer
Inaktivierung der DSB Reparatur, was auf das SSA als weitere Reparaturform in dieser
Zelllinie schlieRen lassen konnte. Ein weiterer Beleg fiir das Uberwiegen des mutagenen
SSAs in K562 Zellen liegt in ihrem Mutationsprofil. In der CML Zelllinie kommt es durch die
Translokation zwischen den Chromosomen 9 und 22 zur Bildung eines chimeren BCR-ABL

Gens, das u.a. durch eine Hemmung der Apoptose und eine unregulierte Foérderung des
Zellwachstums zur genomischen Instabilitat fihrt [42, 75]. Zusatzlich scheint BRC-ABL Uber

die Aktivierung des Resektionsfaktors CtIP auch direkt mutagene Reparaturmechanismen wie
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das SSA zu fordern [160]. Bei Inhibition von hRad52 wurde eine Zunahme der
Reparaturereignisse beobachtet, es fand ein Shift des konkurrierenden SSA zur HR statt.

Zusammenfassend lasst sich bemerken, dass hMSH2 und hRad51 bei der DSB Reparatur in
K562 Zellen unabhangig voneinander agierten. Vielmehr scheint hMSH2 hier regulierende

Funktionen beim hRad52 abhangigen SSA zu Gbernehmen.

3.1.5.2 Der Einfluss von hMSH2 auf die HDR bei Stérung der Funktionalitat der
Reparaturproteine hRad51 und hRad52 in der Zelllinie WTK1(HR-
EGFP/3’EGFP)SV40.fwd

In der WTK1(HR-EGFP/3’EGFP)SV40.fwd Zelllinie zeigte sich bei vermindertem hMSH2
Status eine Zunahme der DSB Reparaturfrequenz. Da in dieser Zelllinie ein gegenteiliger
hMSH2 Effekt auf die HDR auftrat, wurde, wie in K562(HR-EGFP/3’EGFP), wie unter
3.1.5.1 beschrieben, eine Inhibition der Expression der Proteine hRad51 und hRad52
durchgefuhrt, um genauer zwischen konservativer und nichtkonservativer Form der HDR
unterscheiden zu konnen. Gleichzeitig sollte so der hMSH2 Effekt auf diese beiden
Reparaturformen néher untersucht werden.

Hierbei zeigte sich nach Knockdown von hMSH2 bei noch bestehender hRad51 und hRad52
Expression abermals eine Zunahme der DSB Reparatur auf das 1,3 fache, auch wenn die
Daten keine Signifikanz erreichten.
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Abbildung 14 Analyse der DSB Reparatur in der Zelllinie WTK1(HR-EGFP/3’EGFP)SV04.fwd nach
hMSH2 und hRad52 Knockdown.

Zur Messung der DSB Reparaturereignisse wurden die Zellen mit den shRNA Vektoren pPRSMSH2 5 und
pRSMSH2 8 bzw. dem Leervektor pRSControl transfiziert und 48 h in Kultur gehalten. AnschlieRend erfolgte
eine erneute Transfektion per Elektroporation mit einem Mix aus dem Expressionsplasmid pCMV-1-Scel, dem
Kontrollplasmid pBlueScriptll KS sowie dem shRNA Vektor pSuperRad52 oder dem Leervektor pSuper. Nach
Korrektur um die Transfektionseffizienz erfolgte die Darstellung der Mittelwerte und Standardfehler der neun
Messwerte aus drei voneinander unabhéngigen Versuchsdurchfihrungen. Zur besseren Vergleichbarkeit der
Daten wurden die mittleren Werte der Kontrolle fiir jeden experimentellen Tag gleich 100% gesetzt und die
Reparaturfrequenzen nach hMSH2 Knockdown auf diesen Wert bezogen (absoluter Wert fiir 100%: 8,24x10%).
Die Signifkanz-Berechnung wurde durchgefiihrt mit Wilcoxon matched pairs test und ist jeweils bezogen auf die
Kontrolle (pRS Control/pSuper).

Nach Knockdown des Proteins hRad52 mittels eines spezifischen shRNA Plasmides kam es
zu einer leichten, statistisch nicht signifikanten Abnahme der DSB Reparaturfrequenz (
Abbildung 14). Bei gleichzeitig unterdriickter Expression von hRad52 und hMSH2 kam es zu
einem Verlust dieses Effektes auf die DSB Reparaturfrequenz. Es zeigte sich eine 1,4 fache
Zunahme. hMSH2 und hRad52 scheinen also beide die konservative Form der HDR zu
unterdrucken und/oder die nichtkonservative Form der HDR zu unterstiitzen. Diese hRad52
abhéngige Wirkung von hMSH2 konnte bereits in der Zelllinie K562(HR-EGFP/3’EGFP)
gezeigt werden (s. 3.1.5.1).

Bei Uberexpression von Rad51SM stieg die Anzahl erfolgreicher DSB Reparaturen um den
Faktor 1,4 verglichen mit der Kontrolle (Abbildung 15). Nach gleichzeitiger Inhibition der
Funktion von Rad51 und der Expression von hMSH2 kam es zu einer 1,7-fachen Zunahme

der Reparaturfrequenz im Vergleich zu den Kontrollzellen (p=0,0078). Da bereits der
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alleinige Knockdown von hMSH2 eine Zunahme der DSB Reparaturfrequenz um den Faktor
1,4 bewirkte (s. auch Abbildung 10), waren beide Effekte additiv wirksam und fanden damit

unabhéngig voneinander statt.
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Abbildung 15 Analyse der DSB Reparatur in der Zelllinie WTK1(HR-EGFP/3’EGFP)SV40.fwd nach
hMSH2 Knockdown und Stérung der hRad51 Funktionalitét.

Zur Messung der DSB Reparaturereignisse wurden die Zellen mit den shRNA Vektoren pPRSMSH2 5 und
PRSMSH2 8 bzw. dem Leervektor pRS Control transfiziert und 48 h in Kultur gehalten. Anschlieend erfolgte
eine erneute Transfektion per Elektroporation mit einem Mix aus dem Expressionsplasmid pCMV-1-Scel, dem
Kontrollplasmid pBlueScriptll KS sowie der dominant negativen Mutante Rad51SM oder dem Leervektor
pcDNA3.1. Nach Korrektur um die Transfektionseffizienz erfolgte die Darstellung der Mittelwerte und
Standardfehler der neun Messwerten aus drei voneinander unabhangigen Versuchsdurchfiihrungen. Zur besseren
Vergleichbarkeit der Daten wurden die mittleren Werte der Kontrolle fur jeden Versuchstag gleich 100% gesetzt
und die Reparaturfrequenzen nach MSH2 Knockdown auf diesen Wert bezogen (absoluter Wert fur 100%:
6,0x10™). Die Signifkanz-Berechnung wurde durchgefiihrt mit Wilcoxon matched pairs test und ist jeweils
bezogen auf die Kontrolle (pRS Control/pcDNAS3.1).

Da weder hRad52 Knockdown noch hRad51 Inaktivierung in den WTKI(HR-
EGFP/3’EGFP)SV40.fwd Zellen eine statistisch signifikante Anderung der DSB
Reparaturfrequenz bewirkten, bleibt in den WTK1(HR-EGFP/3’EGFP)SV40.fwd Zelllen
ungeklart, ob sowohl SSA und HR in einer sich neutralisierenden Weise stattfanden oder noch
ein weiterer, unbekannter Mechanismus aktiviert wurde. Denkbar ist auch, dass bei fehlender
BCR-ABL-Mutation eine geringere Endprozessierung die HR gegenliber dem SSA bevorzugt
stattfinden lasst. hRad51 supprimiert das SSA als konkurrierende Reparaturform [182]. Nach
erfolgter hRad51 Inhibition k&me es daher zur beobachteten Enthemmung der

nichtkonservativen Form der HDR. Diese fihrte zu einer Zunahme der
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Rekombinationsfrequenz, was auf die HR als ansonsten dominierende Reparaturform in
dieser Zelllinie schlieBen lassen kdnnte. Festzuhalten bleibt, dass in der Zelllinie WTK1(HR-
EGFP/3’EGFP)SV40.fwd die Hauptreparaturform die HR detektiert wurde und so vor allem
der inhibierenden Effekt von hMSH2 auf die konservative Form der HDR detektiert wurde.
Gleichzeitig konnte die gemeinsame Interaktion von hMSH2 und hRad52 bestatigt werden.

3.2 Der Einfluss von hMSH2 auf die DSB Reparatur im

extrachromosomalen Kontext

3.2.1 Der Einfluss von hMSH2 auf das SSA im extrachromosomalen Kontext
in der Zelllinie K562

Im ndchsten Schritt sollte die Abhangigkeit des hMSH2 Effektes von der chromosomalen
Umgebung néher untersucht und gleichzeitig der Einfluss von hMSH2 auf die
nichtkonservative Form der HDR eingehender beleuchtet werden. Die geschilderten
Experimente wurden in der Zelllinie K562 durchgefiihrt. Es handelt sich hierbei um eine
chronisch myeloische Leuk&miezelllinie, die kein chromosomal integriertes DNA
Reparatursubstrat enthalt. Die Transfektion der Zellen erfolgte zunéchst mit dem Leervektor
pRSControl bzw. den beiden shRNA exprimierenden Vektoren MSH2 5 und MSH2 8, um
einen Knockdown des MMR Proteins zu erreichen. Anschliefend wurden die Zellen 48 h in
Kultur gehalten. Mithilfe einer zweiten Elektroporation wurde das pCMV-I-Scel
Expressionplasmid, das 5‘-EGFP/HR-EGFP DNA Reparatursubstrat und pBluescriptll KS
bzw. WtEGFP als Transfektionskontrolle in die Zellen eingebracht. Die Messung der
erfolgreich rekonstituierten DSBe erfolgte 72 h nach der ersten Transfektion.
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Abbildung 16 Einfluss der h(MSH2 Expression auf das SSA in der Zelllinie K562.

Zur Messung der DSB Reparaturereignisse wurden die Zellen entweder mit dem Leervektor pRS Control oder
den shRNA Vektoren pPRSMSH2 5 und pRSMSH2 8 transfiziert und 48 h in Kultur gehalten. Es folgte eine 2.
Transfektion mit einem Mix aus dem Expressionsplasmid pCMV-I-Scel, dem Kontrollplasmid pBlueScriptll KS
sowie dem DNA Substrat 5’EGFP/HR-EGFP. Anschlielfend wurden die Zellen fur 24 h kultiviert.

A. Messung der DSB Reparaturfrequenz. Nach Korrektur um die Transfektionseffizienz erfolgte die
Darstellung der Mittelwerte und Standardfehler der flinfzehn Messwerte aus fiinf voneinander unabhangigen
Versuchsdurchfiihrungen. Zur besseren Vergleichbarkeit der Daten wurden die mittleren Werte der Kontrolle fur
jeden experimentellen Tag gleich 100% gesetzt und die Reparaturfrequenzen nach hMSH2 Knockdown auf
diesen Wert bezogen (absoluter Wert fur 100%: 3,65x10-3). Die Signifkanz-Berechnung wurde durchgefihrt mit
Wilcoxon matched pairs test und ist jeweils bezogen auf den Leervektor (pRS Control).

B. Zellzyklusanalyse. Der DNA-Gehalt der Zellen wurde nach Pl Farbung durchflusszytometrisch bestimmt.
Dargestellt wurden die Mittelwerte und Standardfehler von zwei Messwerten aus einer Versuchsdurchfiihrung.
C. Westernblot Analyse. Es erfolgte die Immundetektion von hMSH2 sowie von Tubulin als Kontrolle der
Auftragsmenge 72 h nach der 1. Transfektion.

Hierbei zeigte sich nach hMSH2 Knockdown fiir das 5’EGFP/HR-EGFP Substrat, mit dessen
Hilfe die Reparaturform des SSAs detektiert wurde, eine signifikante Reduktion der
Reparaturfrequenz (p=0,0125), (Abbildung 16). In der Zellzyklusanalyse waren Kkeine
Veranderungen detektierbar. In der Westernblotanalyse zeigte sich eine Reduktion der
hMSH2 Proteins um 60%.

Zusammenfassend scheint der nMSH2 Effekt auf die DSB Reparatur im extrachromosomalen
Kontext weniger stark ausgepragt zu sein als in den Versuchen mit der stabilen Zelllinie

K562(HR-EGFP/3’EGFP). Trotz geringerer Ausprédgung bestatigte sich die regulierende
58




ERGEBNISSE

Funktion von hMSH2 bei der nichtkonservativen Form der HDR.

3.2.2 Der Einfluss von hMSH2 auf das NHEJ im extrachromosomalen
Kontext in der Zelllinie K562

Die unter 3.2.1 genannten Versuche wurden fiir das EJ-EGFP DNA Substrat wiederholt, um
die Auswirkungen von hMSH2 auf die Reparaturform des NHEJ zu untersuchen. Nach
Knockdown von hMSH2 zeigte sich keine Anderung der DSB Reparatureffizienz, hMSH2

scheint keine Funktionen bei der fehlerbehafteten Reparaturform des NHEJs zu tGbernehmen

(Abbildung 17).
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Abbildung 17 Einfluss der hMSH2 Expression auf das NHEJ in der Zelllinie K562.

Zur Messung der DSB Reparaturereignisse wurden die Zellen entweder mit dem Leervektor pRS Control oder
den shRNA Vektoren pRSMSH2 5 und pRSMSH2 8 transfiziert und 48 h in Kultur gehalten. Es folgte eine 2.
Transfektion mit einem Mix aus dem Expressionsplasmid pCMV-1-Scel, dem Kontrollplasmid pBlueScriptll KS
sowie dem DNA Substrat EJ-EGFP. AnschlieRend wurden die Zellen fir 24 h kultiviert.

A. Messung der DSB Reparaturfrequenz. Nach Korrektur um die Transfektionseffizienz erfolgte die
Darstellung der Mittelwerte und Standardfehler der neun Messwerte aus drei voneinander unabhdngigen
Versuchsdurchfilhrungen. Zur besseren Vergleichbarkeit der Daten wurden die mittleren Werte der Kontrolle fir
jeden experimentellen Tag gleich 100% gesetzt und die Reparaturfrequenzen nach hMSH2 Knockdown auf
diesen Wert bezogen (absoluter Wert fir 100%: 1,16x10-4). Die Signifkanz-Berechnung wurde durchgefihrt mit
Wilcoxon matched pairs test und ist jeweils bezogen auf den Leervektor (pRS Control).

B. Westernblot Analyse. Es erfolgte die Immundetektion von hMSH2 sowie von Tubulin als Kontrolle der
Auftragsmenge 72 h nach der 1. Transfektion.

3.3 Die Interaktion von hMSH2 mit den DNA
Reparaturproteinen MRE11, ERCC1, BRCAZ2

Durch den stabilen Knockdown verschiedener in der Literatur beschriebener DSB-
Reparaturproteine sollte ihre Funktion bei der Reparaturform des SSAs naher beleuchtet
werden. Untersucht wurden die DNA Reparaturproteinen BRCA2, MRE11 und ERCC1. Im
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Anschluss sollte die Forderung des SSAs durch hMSH2 bestéatigt werden und eine mogliche
Interaktion des MMR Faktors mit den Nukleasen ERCC1 sowie MRE11 untersucht werden.

3.3.1 Die Funktion der DNA Reparaturproteine MRE11, ERCC1 und BRCA2
beim SSA in stabilen HeLa shRNA-Zelllinien

Die folgenden Versuche wurden in HeLa Zelllinien mit stabil im Genom integrierten ShRNA-
Sequenzen durchgefiihrt, wodurch die Expression der jeweiligen Proteine sehr effizient
unterdriickt wurde. Betrachtet wurden die Herabregulationen von BRCA2 (HeLa shBRCAZ2),
MRE11 (HeLa shMRE11l), ERCC1 (HeLa shERCC1), jeweils im Vergleich zur Kontroll
Zelllinie HelLa shControl. Die shRNA-Sequenz der Kontroll Zelllinie enthielt zwei
Mismatches in einem Strang der Haarnadelstruktur und hatte somit keinen Knockdown zur
Folge. Als DNA Reparatursubstrat wurde das 5’EGFP/HR-EGFP Konstrukt verwendet,
welches lediglich die nichtkonservative Form der HDR detektierte. In einer zweiten
Versuchsreihe wurde die Expression des MMR Proteins hMSH2 transient unterdriickt und die
DNA Reparaturfrequenzen in den verschiedenen HeLa Knockdown Zellinien genauer
untersucht. Nachgewiesen wurde der Knockdown der verschiedenen DNA Reparaturproteine
mittels Westernblot Analysen, ebenso die exogene Unterdriickung der hMSH2 Expression. In
der Zellzyklusanalyse zeigten sich keine Verdnderung nach Herabregulierung der oben

genannten DNA Reparaturproteine (Abbildung 20).
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Abbildung 18 Einfluss der Expression der DNA Reparaturproteine MRE11, ERCC1 und BRCA2 auf das
SSA.

Die Versuche wurden in HeLa Zelllinien mit stabil im Genom integrierten shRNA-Sequenzen durchgefiihrt,
wodurch die Expression der jeweiligen Proteine unterdriickt wurde. Untersucht wurden der Knockdown von
BRCA2 (HeLa shBRCA2), MRE11 (HeLa shMRE11), ERCC1 (HelLa shERCCL1), jeweils im Vergleich zur
Kontroll Zelllinie HeLa shControl. Zur Messung der DSB Reparaturereignisse wurden die Zellen mit dem
Expressionsplasmid pCMV-I-Scel, dem Kontrollplasmid pBlueScriptll KS sowie dem DNA Substrat
5’EGFP/HR-EGFP kotransfiziert und fir 24 h kultiviert.

A. Messung der DSB Reparaturfrequenz. Dargestellt sind Mittelwerte und Standardfehler von 11-15
Messwerten aus 3-5 voneinander unabhangigen Versuchdurchfiihrungen. Zum besseren Vergleich wurden die
Mittelwerte fir die Kontolle (HeLashControl) furr jeden experimentellen Tag gleich 100% gesetzt und die DSB
Reparaturfregenzen der verwendeten Knockdown Zelllinien auf diesen Werte bezogen (absoluter Wert fur 100%:
3,07x102). Die Signifkanz-Berechnung erfolgte mittels Mann-Whitney U test und ist jeweils bezogen auf die
Kontrolle (HeLashControl).

B. Westernblot Analyse. Es erfolgte die Immundetektion von MRE11 (meiotic recombination 11 homolog),
ERCCL (excision repair cross-complementing group 1 protein) und BRCAZ2 (breast cancer type 2 susceptibility
protein) sowie von Tubulin als Kontrolle der Auftragsmenge.

Der Knockdown von MRE11 sowie ERCC1 flhrte zu einer signifikanten Abnahme der
Reparaturfrequenz um 63,4% und 59,4% (MRE11: p<0,0001; pERCC1: p< 0,0001), was ihre
regulatorische Funktionen waéhrend der nichtkonservativen Form der HDR belegte
(Abbildung 18). Nach Knockdown von BRCAZ2 zeigte sich keine Abnahme der SSA Frequenz
im Vergleich zur Kontroll Zelllinie. Vielmehr kam es ohne BRCA2 zu einer 1,4-fachen,
jedoch statistisch nicht signifikanten, Zunahme der DSB Reparatur. Dies ist dadurch zu
erklaren, dass BRCA2 an der HR, nicht jedoch an dem konkurrierendem SSA beteiligt ist
[182, 204]. In der Zellzyklusanalyse zeigten sich keine signifikanten Verénderungen
(Abbildung 20).
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3.3.2 Funktionelle Wechselwirkungen von hMSH2 mit den DNA
Reparaturproteinen MRE11, ERCC1 und BRCA2 beim SSA in HelLa
shRNA-Zelllinien.

In einem zweiten Versuch sollte das Zusammenwirken der oben genannten Reparaturproteine
mit dem MMR Protein hMSH2 im Rahmen der nichtkonservation Form der HDR (SSA)
genauer untersucht werden. Hierzu wurden die Zellen mit dem DNA Substrat 5’EGFP/HR-
EGFP, pBluescriptll KS oder WtEGFP transifiziert. Die Expression des hMSH2 Proteins
wurde durch die Kotransfektion mit den shRNA Vektoren pRSMSH2 5 und pRSMSH2 8
unterdriickt. Die erfolgreichen Reparaturereignisse wurden 24 h nach Transfektion mittels
Durchflusszytometrie gemessen. Nach transientem Knockdown von hMSH2 kam es zu einer
signifikanten Abnahme der Reparaturfrequenz in den Zelllinien HeLa shControl um 35,5%
(p=0,0010), HeLa shMRE11 um 49,09% (p=0,0068) und HeLa shBRCA2 um 35,07%
(p=0,0371) im Vergleich zu der Kontrolle (Abbildung 19). In der ERCC1 depletierten
Zelllinie zeigte sich dagegen ein Verlust des hMSH2 Effektes auf die DSB Reparatur; es
zeigte sich keine signifikante Anderung der Reparaturfrequenz. Diese Daten deuten darauf
hin, dass hMSH2 und die Endonuklease ERCC1 das SSA in einem gemeinssmen
Reaktionsweg beeinflussen. Demgegeniuber scheint das MMR Protein unabhéngig von
MRE11 und BRCAZ2 zu agieren.
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Abbildung 19 Einfluss der hMSH2 Expression auf die HDR in den verschiedenen HeLa shRNA Zellinien

A. Messung der DSB Reparaturfrequenz. Die Versuche wurden in HeLa Zelllinien mit stabil im Genom
integrierten shRNA-Sequenzen durchgefihrt, wodurch die Expression der jeweiligen Proteine unterdriickt
wurde. Untersucht wurden der Knockdown von BRCA2 (HeLa shBRCA2), MRE11 (HeLa shMRE11), ERCC1
(HeLa shERCC1), jeweils im Vergleich zur Kontroll Zelllinie HeLa shControl. Zur Messung der DSB
Reparaturereignisse wurden die Zellen mit einem Mix aus dem Expressionsplasmid pCMV-I-Scel, dem
Kontrollplasmid pBlueScriptll KS, dem DNA Substrat 5’EGFP/HR-EGFP sowie dem Leervektor pRSControl
oder den shRNA Vektoren pRSMSH2 5 und pRSMSH2 8 transfiziert. Nach  Korrektur um die
Transfektionseffizienz erfolgte die Darstellung relativ zum Kontrollvektor pRS Control. Gezeigt werden die
Mittelwerte von 12 Messungen aus 4 voneinander unabhé&ngigen Durchfilhrungen. Zur besseren Vergleichbarkeit
der Daten wurden die mittleren Werte fir die Kontrolle jeder Knockdown Zelllinie gleich 100% gesetzt und die
Werte nach hMSH2 Knockdown auf diese Werte bezogen (absolute Werte fiir 100%: HeLa shControl: 3,07x10%
HeLa shERCC1: 1,15x10?% HelLa shMRE11: 1,23x102, HelLa shBRCA2: 5,25x10). Die Berechnung der
Signifikanzen erfolgte mittels Wilcoxon matched pairs test.

B. Westernblot Analyse. Es erfolgte die Immundetektion von hMSH2 sowie von Tubulin als Kontrolle der
Auftragsmenge in den verschiedenen HeLa Knockdown Zelllinien.

In der Westernblotanalyse zeigte sich nach hMSH2 Knockdown eine Reduktion der

Proteinmenge auf bis zu 45% im Vergleich zur Kontrolle.
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Abbildung 20 Zellzyklusanalyse. Die Versuche wurden in HeLa Zelllinien mit stabil im Genom integrierten
shRNA-Sequenzen durchgefilhrt, wodurch die Expression der jeweiligen Proteine unterdriickt wurde. Untersucht
wurden der Knockdown von BRCA2 (HeLa shBRCA2), MRE11 (HeLa shMRE11), ERCC1 (HeLa shERCC1),
jeweils im Vergleich zur Kontroll Zelllinie HeLa shControl. Die Zellen wurden wie unter 3.3.2 beschrieben
transfiziert. Der DNA-Gehalt der Zellen wurde nach Pl Farbung durchflusszytometrisch bestimmt. Dargestellt
wurden die Mittelwerte und Standardfehler von zwei Messwerten aus einer Versuchsdurchfiihrung.
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4 DISKUSSION

DSBe stellen die schwerste Form der DNA Schédigung dar, da bei ihnen die betroffene
Sequenz nicht von dem gleichen DNA Molekul wiederhergestellt werden kann. Aus diesem
Grund ist eine verlassliche Reparatur der DSBe besonders wichtig, um einen Verlust von
Erbinformation und chromosomale Rearrangements zu verhindern, die langfristig die
Krebsentstehung begunstigen [57, 61]. DSBe entstehen endogen z.B. wéhrend der
Replikation, durch Fehler der Topoisomerasen und exogen z.B. durch radioaktive Strahlung,
sowie durch reaktive Sauerstoffspezies.

Viele an der DNA Reparatur beteiligte Proteine konnten bereits identifiziert und ihre
Funktionen konnten bei den verschiedenen Reparaturwegen genauer untersucht werden. Auch
das MMR Protein MSH2 Gbernimmt wichtige Funktionen bei der DNA Reparatur, indem es
Fehler wahrend der Replikation behebt. Aufierdem greift es regulierend in die Apoptose und
die Aktivierung von Zellzyklus Checkpoints ein [19, 28].

Inwieweit hMSH2 und seine beiden Komplexpartner hMSH3 und hMSH6 auch Aufgaben
wahrend der DSB Reparatur tbernehmen, ist in héheren Eukaryonten und insbesondere beim
Menschen bisher noch weitgehend ungeklért. Aus der Hefe weil? man, dass sich MSH2 im
Bereich von DSBen anreichert [59] und eine Rolle bei der Entfernung nichthomologer DNA
Enden spielt und moglicherweise bei der Homologiesuche mitwirkt [97, 164, 189, 190]. Smith
et al. [178] zeigten mittels eines stabil ins Genom integrierten Reparatur Substrates, dass
MSH2 nur einen geringen Effekt auf die Effizienz des NHEJ hat, und, dass die Lange der
resultierenden Deletionen unabh&ngig vom MSH2 Status ist. Weiterhin ist bekannt, dass die
MMR Proteine auch die HR beeinflussen. Hierbei verhindert MSH2 die Rekombination
zwischen divergierenden Sequenzen und tragt so zur Beibehaltung der genomischen Integritét
bei [179]. Aulerdem bindet MSH2 Holliday junction dhnliche DNA Strukturen, eine
Beobachtung die ebenfalls eine Beteiligung an der DSB Reparatur unterstitzt [7].

Fur die in der Arbeit durchgefuhrten Versuche wurde das von Akyuz et al. [5] entwickelte
Testsystem verwendet, welches die DSB Reparatur nach I-Scel vermittelter DSB Induktion
quantifizierte. Es wurde das Reparaturverhalten in verschiedenen menschlichen Zelllinien
untersucht, nachdem die hMSH2 Expression mittels spezifischer sShRNA Expressionsvektoren
gestort wurde. Hierbei wurde aufgrund vorangegangener Beobachtungen im Labor Prof.
Wiesmdller v.a. die Wirkung von hMSH2 auf das SSA genauer beleuchtet. Dies geschah
sowohl im chromosomalen als auch im extrachromosomalen Kontext. Um eine genauere

Unterscheidung zwischen den Auswirkungen des MMR Faktors auf die konservative und die
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nichtkonservative Form der HDR zu ermdglichen, wurde die Expression der beiden
Schlusselproteine der HDR, hRad51 und hRad52, inhibiert. Desweiteren wurde auch die
Bedeutung der beiden Komplexpartner hMSH3 und hMSH6 bei der DSB Reparatur naher
untersucht. AbschlieBend wurde noch die mdogliche Interaktion zwischen hMSH2 und
moglichen in der Literatur beschriebenen Partnern, wie den DNA Reparaturproteinen
BRCAZ2, ERCC1 und MRE11, betrachtet.

4.1 Der MMR Fakor hMSH2 moduliert die HDR

Die MMR Proteine MSH2 und MLH1 und die tbergeordneten MutS- und MutL-Komplexe
teilen eine Vielzahl von Gemeinsamkeiten: Beide Proteine (ibernehmen wichtige Funktionen
bei der MMR. Wéhrend die MutS Komplexe bei der MMR das DNA Ruckgrat entlang fahren
und dabei Basenfehlpaarungen erkennen und diese binden, fungieren MLH1 und seine
Komplexpartner als Verbindungsglied zwischen dem Erkennungskomplex und der
nukleolytischen Komponente der MMR oder Uben selbst endonukleolytische Aktivitdt aus
[93]. Eine weitere Gemeinsamkeit ist die Beeinflussung der HR, die sowohl durch die hMutS
Homologe als auch durch die hMutL Homologe inhibiert wird. Die MutS Homologe
uberwachen die Bildung und Elongation der heteroduplexen DNA, indem sie den
Strangaustausch beim Auftreten von Basenfehlpaarungen blockieren. Die MutL Homologe
stimulieren dabei die MutS Proteine und destabilisieren mdglicherweise diese blockierten
Intermediate [191].

Distinkt sind die beiden Protein-Typen jedoch in folgenden Punkten:

(i) in der Art und Weise wie die HR Reparatur supprimiert wird, und
(ii) in der Beeinflussung der nichtkonservativen Form der HDR.

Die hMutL-Komplexe scheinen die HR auch unabhdngig von dem hMSH2 Protein zu
supprimieren [176]. hMLH1 und seine Komplexpartner inhibieren wie die hMutS-Komplexe
vor allem die Rekombination zwischen DNA Bereichen mit nur kurzen ununterbrochenen
Homologien, wobei der antirekombinogene Effekt wahrscheinlich durch die Beeinflussung
verschiedener Komponenten des ATM-ATR Signalweges entsteht [31, 176]. Es ist bekannt,
dass ATM im Rahmen der DSB Reparatur Checkpoint Signalwege triggert [172]. Dadurch
scheint ATM fehlerbehaftete Reparaturereignisse zu minimieren und zur Aufrechterhaltung
der genomischen Integritdt beizutragen. Auch MSH2 und seine Homologe scheinen die
Rekombination zwischen nicht perfekt passenden DNA Sequenzen zu inhibieren. In

embryonalen Méausestammzellen reduziert es die DSB induzierte HR zwischen Sequenzen mit
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einer Divergenz von >1% deutlich [44]. Im Gegensatz zu den MutL Proteinen supprimieren
die MutS Homologe diese homeologe HR jedoch, indem sie den Strangaustausch behindern.
So ist aus E.coli bekannt, dass die MutS Proteine die RecA vermittelte Stranginvasion
zwischen divergierenden Sequenzen inhibieren [218]. Die HR wird durch die MutS-
Komplexe auch in der Hefe, der Maus und dem Menschen beeinflusst [2, 56, 106]

hMSH2 unterscheidet sich auch durch die Beeinflussung des SSAs von hMLH1. So
beobachteten Sugawara et al. [190], dass die MutS Homologe MSH2 und MSH6 in der Hefe
das SSA zwischen divergierenden Sequenzen Uber die Blockade heteroduplexer DNA
Bereiche hemmen, wohingegen Mutationen der MutL Homologe keinen Effekt zeigten.

Auf der anderen Seite zeigte sich, dass die MutS Komplexe das SSA férdern, wenn der DSB
in einem Bereich mit sich direkt wiederholenden Sequenzen auftritt. Hierbei scheinen die
MutS-Komplexe in der Hefe freie 3° Uberhiinge zu erkennen und dort mit der Endonuklease
Radl-Rad10 zu interagieren [189]. MSH2 und MSH3, nicht jedoch MLH1 und PMS1,
werden somit sowohl wéhrend der HR als auch wahrend des SSAs benotigt, um nicht
homologe DNA Enden zu entfernen [140, 189].

Da hMSH2 auch Zellzyklus Checkpoints aktivieren und die Apoptose induzieren kann [19,
28], wurde fur die Messung der Reparaturereignisse der frihstmogliche Zeitpunkt nach DSB
Induktion gewahlt. Parallel zu den DSB Reparaturmessungen wurden Zellzyklusanalysen
durchgefuhrt, um auszuschlieBen, dass Veranderungen der DSB Reparaturfrequenz auf
Zellzyklusverschiebungen oder einen -arrest zurtickzufiihren waren. Es zeigte sich jedoch fur
keine in dieser Arbeit verwendete Zelllinie eine signifikante Anderung des
Zellzyklusverhaltens nach Alteration des hMSH2 Status unter den Bedingungen der DSB
Reparatur Analyse.

Die Verwendung von stabilen Zelllinien mit im Genom integrierten DSB-Reparaturkonstrukt
bietet gegentiber Messungen mit transient in Zellen eingefiihrten DNA Substraten den Vorteil,
dass die Reparatur des DSBes im chromosomalen Kontext erfolgen kann. Die
Chromatinverpackung beeinflusst die Reparatur des Bruches. So wird beispielsweise tiber die
Phosphorylierung der Histonvariante H2AX eine Signalkaskade ausgeldst, die Uber die
Aktivierung einer Vielzahl von Reparaturproteinen die Schadensantwort verstarkt und
propagiert [107, 187, 197]. H2AX defiziente Zellen zeigten vermehrt chromosomale
Abnormalitéaten, erh6hte Sensitivitat gegentiber radioaktiver Strahlung und eine Reduktion der
HR [33].

Nachteilig ist sicher das im Vergleich zu transienten Versuchen ca. 50-100fach seltenere

Auftreten von Reparaturereignissen, sodass mindestens 2x10° Zellen pro Einzelmessung
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analysiert wurden, um die Sensitivitat fiir Messungen in einem Frequenzbereich von 10 bis
107 zu erreichen und verléssliche Aussage iiber das Reparaturverhalten der Zellen machen zu

kdnnen [5].

4.1.1 hMSH2 stimuliert im Komplex mit hMSH3 und hMSH6 das SSA im
chromosomalen Kontext

Das SSA ist ein effizienter Reparaturmechanismus um DSBe mit zwei freien Enden zwischen
sich wiederholenden DNA Sequenzen zu beheben [141]. Dabei mussen die DNA Enden
zunéchst reseziert werden, was wahrscheinlich von dem MRN Komplex tibernommen wird
[195]. Auch die Endonuklease ERCCL/XPF ist an der Strangprozessierung beteiligt.
AnschlieBend wird mithilfe des Rad52 Proteins die Anlagerung der komplementéren
Einzelstrange vermittelt [6, 21, 129]. Da die komplementdren Einzelstrange zwischen
repetitiven Sequenzen einfach hybridisieren kdnnen und damit das Schwesternchromatid als
Template entbehrlich ist, findet das SSA, anders als die HR, wahrend des gesamten Zellzyklus
statt. Sequenzwiederholungen in der Né&he des DSBes werden als Substrat flr die
Hybridisierung der Einzelstrange verwendet, jedoch kommt es zu einer Deletion der DNA
Bereiche zwischen den Wiederholungen, was das SSA zu einer ungenauen und
fehlerbehafteten Art der DSB Reparatur macht. So kann es beispielsweise zum Verlust von
Tumorsuppressorgenen oder zu Translokationen fiihren. Da Sequenzwiederholungen etwa
50% des menschlichen Genoms ausmachen (z.B. Alu Sequenzen) ist das SSA moglicherweise
ein bedeutender Reaktionsweg bei der Mutagenese [58, 117].

Betrachtet man die Auswirkungen der hMSH2 Expression auf die HDR, so zeigten die
Messungen mit der K562(HR-EGFP/3’EGFP) Zelllinie (Abbildung 8) mit stabil integriertem
HDR Substrat eine signifikante Abnahme der Reparaturfrequenz bei vermindertem hMSH2
Expressionsniveau. Aus dem Vergleich der Reparatureffizienzen fir die verschiedenen
Reparatursubstrate im extrachromosomalen Kontext [175] und dem Vergleich der DSB
Reparaturfrequenz nach Inhibition der Hauptfaktoren der HR (hRad51) und des SSAs
(hRad52) (Abbildung 12, Abbildung 13) lasst sich schlussfolgern, dass hMSH2 vor allem die
nichtkonservative Form der HDR fordert. Aus der Hefe ist bekannt, dass MSH2 und MSH3
das SSA fordern. Diese Interpretation wurde in der Zwischenzeit im Labor von Prof.
Wiesmiller durch genomische PCR Analysen bestétigt. Aus der Hefe weil man, dass hierbei
die MMR Faktoren die zu verbindenden DNA Sequenzen stabilisieren und die Rad1-Rad10
Endonuklease in den Bereich des Bruches zu rekrutieren [189]. Auch Betrand et al. [22]
bestatigten eine Interaktion zwischen dem MSH2-MSH3 Heterodimer und Rad1-Rad10 in der
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Hefe .

Séaugerzellen bendtigen fir eine effiziente DSB Reparatur Homologiebereiche von etwa 200
bp [158]. Homologiebereiche unterhalb dieser Homologieldnge werden als divergierende
Sequenzen erkannt, sodass antirekombinogene Mechanismen in Kraft treten, um eine
fehlerhafte DNA Reparatur zu verhindern.

Die in der Arbeit durchgefiihrten Versuche in der K562(A-EGFP/ 3°EGFP) Zelllinie, bei der
die Zahl homologer Basenpaare begrenzt war, zeigten nach Knockdown von hMSH2 keine
signifikante Anderung der Reparaturfrequenz (Abbildung 9). Dies konnte bedeuten, dass
hMSH2 fir die Auspragung seiner regulatorischen Funktion beim SSA ausreichende
Homologieldngen bendtigt. Diese Daten sind mit der Beobachtung von Sugawara et al. [189]
vereinbar, wonach das SSA zwischen divergierenden Sequenzen mit nur kurzen homologen
Abschnitten durch MSH2 und MSH6 in S.cerevisiae verhindert wird. Hierzu wirde das
seltenere Auftreten von SSA Events in der Zellinie K562(A-EGFP/3’EGFP) im Vergleich zu
den K562(HR-EGFP/3’EGFP) Zellen passen. In ersteren Zellen war  SSA mittels
genomischer PCR namlich nicht, demgegenuber jedoch in letzteren Zellen sehr gut
nachweisbar war [5, 215]. Eine weitere mogliche Erklarung fir die fehlende Suppression der
HDR nach hMSH2 Knockdown in der Zelllinie K562(A-EGFP/3’EGFP) wiéren zwei sich die
Waage haltende Effekte, ndmlich der Verlust der SSA Stimulierung, aber auch der HR
Suppression zwischen divergierenden Sequenzen (s. 4.1.2).

Aus MMR Studien weifd man, dass MSH2 Heterodimere mit den Proteinen MSH3 und MSH6
bildet, um eine effektive postreplikative Genauigkeitskontrolle durchzufiihren. Aber auch bei
der DSB Reparatur scheint hMSH2 auf seine beiden Komplexpartner angewiesen zu sein. So
supprimiert das MMR Protein gemeinsam mit hMSH2 und hMSH3 die homeologe
Rekombination zwischen nichtidentischen DNA Sequenzen [2, 43, 55].

In den K562(HR-EGFP/3’EGFP) Zellen kam es nach alleinigem Knockdown von hMSH3
oder hMSHG6 ebenfalls zu einer deutlichen Reduktion der DSB Reparaturfrequenz. Da
zumindest ein erheblicher Teil der HDR Reparatur in den K562(HR-EGFP/3’EGFP) Zellen
auf SSA Ereignisse zurlickzufuhren ist, deuten diese Daten darauf hin, dass hMSH2 auch bei
der Regulation des SSAs auf seine Komplexpartner angewiesen ist (Abbildung 11). Dies ist
konsistent mit der Beobachtung von Sugawara et al. in der Hefe, dass MSH2 bei der
Regulation des SSAs zumindest MSH3 bendtigt [189]. In der Westernblotanalyse (Abbildung
8) zeigte sich nach alleinigem hMSH2 Knockdown mit einer Abnahme der Proteinmenge um
90%, auch eine Reduktion der hMSH3 Proteinmenge auf 30-60% bzw. 60-80% (hMSHG6) des
Kontrollniveaus. Ubereinstimmend mit dieser Beobachtung wurde bereits friiher berichtet,
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dass hMSH2 durch Formierung des MutSo Komplexes bzw. MutS Komplexes die beiden
Proteine hMSH6 und hMSH3 stabilisiert [68].

4.1.2 hMSH2 supprimiert die HR im chromosomalen Kontext

Neben ihrer Rolle bei der Replikation und beim SSA scheinen die MMR Proteine auch in
einen weiteren Reparaturweg, die HR, involviert zu sein. Sowohl in S&ugetierzellen als auch
in anderen Organismen ist die HR einer der Hauptreparaturwege bei der DSB Reparatur [56].
Die HR wird jedoch nicht nur bei der DSB Reparatur bendtigt, sondern spielt auch bei der
Chromosomentrennung und der Entstehung der genetischen Vielfalt eine Rolle [59]. Im
Gegensatz zum fehlerbehafteten NHEJ ist die HR sehr akkurat und bendétigt ausgedehnte
homologe DNA Bereiche, wobei als bevorzugte Vorlage das unbeschadigte
Schwesternchromatid benutzt wird [219]. Um ungewollte Rearrangements zu verhindern wird
die Rekombination dabei sehr genau reguliert [165]. Daher treten spontane
Rekombinationsereignisse nur zwischen DNA Bereichen auf, die ein gewisses MalR an
Homologie teilen. Bei zu grofien Heterologien zwischen den zu paarenden DNA Sequenzen
wird die Rekombination dieser homeologen DNA Abschnitte supprimiert. Tritt ein DSB im
Genom auf, wird die HR in einer GroRenordnung des 2-3fachen stimuliert [110, 156, 165].
Aber schon eine relativ geringe Anzahl von Sequenzheterologien fiihrt zu einer deutlichen
Abnahme der Reparaturfrequenz. Denn die Rekombination zwischen nur fast identischen
DNA Sequenzen kann zu chromosomalen Verdnderungen wie Deletionen, Insertionen und
Translokationen flhren, die langfristig die Krebsentstehung beginstigen. Die Unterdriickung
dieser homeologen Rekombination wurde Uber die verschieden Spezies hinweg konserviert
und bendtigt die MMR Maschinerie. Aus Untersuchungen in der Hefe wei3 man, dass MSH2,
MSH3, MSH6, MLH1 und PMS1 wichtig fur die Genauigkeitskontrolle der HR sind. Hierbei
scheint MSH2 die starksten antirekombinativen Eigenschaften zu haben. Gemeinsam mit
MSH®6 bindet es Holliday Strukturen sowie verzweigte DNA Substrate und stimuliert weiter
auch die Bindung von p53 an Holliday Strukturen. In S.cerevisiae zeigte sich ohne MSH2
eine 70-fache Zunahme des Crossover zwischen nur zu 91% identischen Sequenzen, alle
anderen MMR Proteine hatten nur einen geringen Einfluss [128, 188, 191]. In Sdugetierzellen
verhindern MSH2, MSH3 und MSH6 ebenfalls die Rekombination zwischen divergierenden
Sequenzen [2, 44, 56, 106].

Ubereinstimmend mit den Funktionen von hMSH2 bei der Genauigkeitskontrolle der HR kam
es in den K562(A-EGFP/3’EGFP) Zellen, bei denen das SSA strotz ahnlicher HDR Frequenz
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wie in K562(HR-EGFP/3°-EGFP) schwerer als in den K562(HR-EGFP/3‘-EGFP) Zellen
nachweisbar ist [5, 215] und damit der Anteil der HR groRer ist, nach hMSH2 Knockdown zu
keiner statistisch signifikanten Anderung der DSB Reparaturfrequenz. Demgegeniiber zeigten
die Versuche in den K562(HR-EGFP/3°‘EGFP) Zellen bei inhibierter hnMSH2 Expression eine
signifikante Abnahme der DSB Reparaturereignisse um bis zu 60% (Abbildung 8). Dies lasst
darauf schlielRen, dass sich in der K562(A-EGFP/3’EGFP) Zelllinie die Herabregulation des
SSAs und die Derepression der HR nach hMSH2 Knockdown neutralisierten (Abbildung 9),
wahrend in den K562(HR-EGFP/3‘-EGFP) Zellen der SSA- mindernde Effekt (iberwog. Da
genomischen PCR Analysen fiur die WTK1(HR-EGFP/3‘-EGFP)SV40.fwd Zelllinie
aufzeigen, dass in diesem System HR gegenuber SSA Ereignissen leicht Uberwiegen [215],
erklart sich wiederum die Zunahme der HDR Ereignisse nach hMSH2 Knockdown
(Abbildung 10). Meine Ergebnisse passen demnach insgesamt zu der friilheren Beobachtung,

dass hMSH2 defiziente Zellen einen hyperrekombinativen Ph&notyp aufweisen [202, 218].

4.1.3 hMSH2 stimuliert das SSA im extrachromosomalen Kontext

Die transienten Versuche in der K562 Zelllinie unter Verwendung des 5’EGFP/HR-EGFP
DNA Substrats (Abbildung 16) bestatigten, dass hMSH2 das SSA stimuliert. Allerdings fiel
die Zunahme der Reparaturereignisse im Vergleich zu den Versuchen in den stabilen
Zelllinien geringer aus. Mdogliche Erklarungen fir die extrachromosomal geringer auftretende
Stimulation konnten sein:
i) dass es, bedingt durch hohere Kopienzahl von Tausenden von DNA Substraten
extrachromosomal im Vergleich zu einer intrachromosomalen Kopie, zu einer Erhéhung des
Basalwertes bei erhaltener h(MSH2 Expression kam, sodass keine weitere Steigerung aufgrund
der Sattigung des Reparatursystem mdglich war;
ii) dass die nackte (extrachromosmale) DNA im Gegensatz zu der chromatinverpackten DNA
zu einer Steigerung des Basalwertes der Rekombinationsereignisse fuhrte, die keine weitere
Steigerung der DSB Reparaturfrequenz durch hMSH2 zulie3 (ungiinstiges ,,Signal-Rausch-
Verhiltnis®);
iii) dass zudem in den extrachromosomalen Versuchen Regulationsmechanismen fehlten, die
aufgrund des umgebenden Chromatingeristes aktiviert werden. Die
Chromatindekondensation und die damit verbundene Aktivierung weiterer Singalwege, z.B.
die H2AX Phosphorylierung im Rahmen der Schadensantwort, kdnnten auch Auswirkungen
auf die Stimulierung des SSAs durch hMSH2 haben.

Demgegenuber zeigte sich fur das EJ-EGFP Substrat, mit dessen Hilfe das NHEJ detektiert
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wurde, keine Anderung der DSB Reparatureffizienz nach Storung der hMSH2 Expression
(Abbildung 17). Diese Beobachtung stimmt mit Daten in der Literatur Gberein, die zeigten,
dass MSH2 nur einen geringen Einfluss auf das NHEJ hat [21, 178].

4.1.4 Die Analyse der funktionellen Interaktionen von hMSH2 mit den
Reparaturproteinen hRad51 und hRad52 bestétigten eine Involvierung
beim SSA

In der Hefe spielt Rad52 sowohl bei der konservativen als auch bei der nichtkonservativen
Form der HDR eine zentrale Rolle. Hierbei wird es in der prasynaptischen Phase der HR
benétigt, um Rad51 in den Bereich der Einzelstrang DNA zu rekrutieren, die zundchst von
dem Protein RPA gebunden wird [99]. Gleichzeitig fordert Rad52 die Bildung des Rad51
Nukleoproteinfilamentes und erméglicht so eine Stranginvasion in das homologe Doppel.

In Séugetierzellen dagegen scheint das Protein hRad52 alleinig das SSA zu beeinflussen
[182]. So zeigten Rad52” Mausezellen keine Defekte bei der HR, jedoch war das SSA
deutlich reduziert. Beim SSA bindet hRad52 die DNA Enden in der Form eines heptameren
Ringes und verhindert einerseits die unspezifische Exzision der DNA Enden durch Nukleasen
und vermittelt andererseits die Paarung der prozessierten DNA Einzelstrange. Die Funktionen
von hRad52 bei der HR werden in Séugetierzellen wahrscheinlich von dem Protein BRCA2
ubernommen. BRCAZ2 bindet ebenfalls einzelstrdéngige DNA und scheint die eukaryotische
Rekombinase Rad51 zu kontrollieren und in den Bereich der einzelstrdngigen DNA zu
rekrutieren [67, 162].

hRad51, das den Strangaustausch mit dem homologen Doppel katalysiert, nimmt bei der HR
eine kritische Rolle ein. So kommt es nach Ausschalten der Rekombinase zu einer
Verschiebung der DSB Reparatur in Richtung des mutagenen SSAs [182].

Um genauer zwischen der nichtkonservativen und der konservativen Form der HDR
unterscheiden zu kénnen, wurden die Hauptfaktoren dieser beiden Reparaturmechanismen,
hRad51 und hRad52, inhibiert bzw. herabreguliert. Hierbei zeigte sich in den K562(HR-
EGFP/3‘EGFP) Zellen (Abbildung 12, Abbildung 13), dass hMSH2 unabhédngig von hRad51,
aber abhangig von hRad52, die HDR und damit die nichtkonservative Form der HDR,
ndmlich das SSA, beeinflusste. Auch Sugawara et al. [189] konnten in der Hefe zeigen, dass
MSH2 das SSA fordert. Etwas komplizierter gestalten sich die Ergebnisse in der WTK1(HR-
EGFP/3’EGFP)SV40.fwd Zelllinie (Abbildung 10), da in diesen Zellen nach heutiger

Kenntnis Uberwiegend HR stattfindet. Dies lieR den Einfluss von hMSH2 auf das SSA
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schwerer abschétzen. Es war nur ein Trend zu erkennen, der auf eine HR Derepression nach
hMSH2 Herabregulation deutete (

Abbildung 14, Abbildung 15). Im Gegensatz hierzu beobachteten Bennardo und Kollegen
[21] keine Beeinflussung von SSA wund Stimulierung von HR unabhangig von
Sequenzheterologien in murinen ES Zellen. Dies wiederum steht im Gegensatz zu
Ergebnissen von LaRocque und Jasin [106] sowie friheren Daten von Elliott und Jasin [56],
die ebenfalls in murinen ES Zellen eine Reduktion der homeologen Rekombination, also der
HR zwischen divergierenden Sequenzen, feststellten.

In dieser Arbeit wurde zum ersten Mal in humanen Zellen der Einfluss der hMSH2
Expression auf die HDR untersucht. Dies ist inbesondere deshalb von Bedeutung, da sich die
Verwendung der einzelnen DSB Reparaturwege in Maus und Mensch deutlich unterscheiden.
Banuelos et al. [14] konnten zeigen, dass in menschlichen Zellen die DNA Enden im
Berereich eines DSBes schneller als in Mausezellen wiederverknlpft werden, auch
exprimieren menschliche Zellen deutliche hohere Mengen des Ku70/80 Proteins als
Mausezellen. Auch Brons et al. [27] konnten eine Vielzahl von Unterschieden im Verhalten
von pluripotenten embryonalen Mause- und menschlichen Stammzellen detektieren.
Beispielsweise bestehen Unterschiede darin, wie die Pluripotenz der Zellen beibehalten wird.
Weiterhin scheint die epigenetische Stabilitdt in menschlichen Stammzellen deutlich héher zu

sein als in Mausestammezellen.

4.1.5 Funktionelle Interaktion von hMSH2 mit dem DNA Reparaturprotein
ERCCL1, nicht jedoch BRCAZ2, bestétigt die Rolle beim SSA

Die Beteiligung weiterer DNA Reparaturproteine an der Regulation des SSAs sowie deren
Interaktion mit dem MMR Faktor hMSH2 wurde mittels der HeLa shRNA Zelllinien
untersucht. Diese zeigten fur das jeweilige Protein eine stabil stark verminderte Expression,
die mittels Westernblotanalyse detektiert werden konnte (Abbildung 18). Die Messung der
Reparaturereignisse bei ungestorter hMSH2 Expression ermdglichte die Analyse des
Einflusses der Reparaturproteine ERCC1, MRE11 und BRCA2 auf die Effizienz der
Reparaturform des SSAs.

Das Protein MRE11, ein Bestandteil des MRN Komplexes, tibernimmt wichtige Funktionen
bei der HDR. So erkennt und bindet der MRN Komplex DSBe und rekrutiert die
Proteinkinase ATM in den Bereich des Bruches. Weiterhin scheint MRE11 sowohl bei der
konservativen als auch bei der nichtkonservativen Form der HDR an der Resektion der DNA

Enden im Bereich des DSBes beteiligt zu sein [11, 146]. Entsprechend dieser Aufgaben fiihrte
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der Knockdown von MRE11 in der HeLa shMRE11- Zelllinie zu einer starken Abnahme der
Reparatureffizienz des SSAs und bestétigte so die wichtige Bedeutung von MRE11 fur die
nichtkonservative Form der HDR. Die Stérung der ERCC1 Expression fiihrte ebenfalls zu
einer Verminderung der SSA Frequenz und ist konsistent mit der Funktion der Endonuklease
bei der nichtkonservativen Form der HDR, wo ERCC1 die nichthomologen 3‘ DNA
Uberhange reseziert [3, 166]. Nach BRCA2 Knockdown kam es zu keiner signifikanten
Anderung der Reparaturereignisse im Vergleich zur Kontrolle (Abbildung 18), passend zu der
hauptsachlichen Beeinflussung der HR. Hierbei interagiert BRCA2 mit Rad51 und rekrutiert
die eukaryotische Rekombinase in den Bereich des DSBes [88]. Die BRCA2 Knockdown
Zelllinie diente in diesem Versuch also als weitere Kontrolle zur Einengung des DSB
Reparaturweges SSA.

Nachdem die Beteiligung der verschiedenen DNA Reparaturproteine beim SSA verifiziert
wurde, galt es zu klaren, ob diese Proteine einen direkten Einfluss auf die regulatorische
Funktion von hMSH2 bei der nichtkonservativen Form der HDR nehmen. Daher wurde im
nachsten Schritt die Expression des MMR Proteins mittels spezifischer sShRNAs gestort. In
der Kontrollzelllinie zeigte sich nach hMSH2 Knockdown erwartungsgemal eine Reduktion
der SSA Frequenz, wie zuvor auch in der K562 Zelllinie beobachtet (Abbildung 8, Abbildung
16). Die BRCA2 Expressionsreduzierte Zelllinie zeigte ein Reparaturverhalten ahnlich der
Kontrolle, was nochmals die Wirkung von hMSH2 auf das SSA unterstrich.
Uberraschenderweise blieb nach gestorter MRE11 Expression die signifikante Reduktion der
SSA Frequenz bei verminderter h(MSH2 Expression weiterhin bestehen. MRE11 und hMSH2
scheinen also bei der Regulation des SSAs keine gemeinsame Interaktion einzugehen, und
vielmehr unterschiedliche Schritte dieses Reparaturweges zu unterstiitzen. Bei gleichzeitiger
reduzierter Expression von ERCC1 und hMSH2 kam es zu keiner signifikanten Anderung der
Reparaturereignisse. Der Verlust des hMSH2 Effektes auf die Reparaturfrequenz in der
ERCC1 depletierten Zelllinie zeigte, dass ERCCL1 als zentrales Zielmolekil funktionell mit
dem MMR Protein interagierte. hMSH2 bendétigte also zur Auspréagung seiner regulatorischen
Funktionen bei der DSB Reparatur die Interaktion mit der Endonuklease ERCCL1.

Das Protein ERCC1 bildet einen Komplex mit der Endonuklease XPF und schneidet
spezifisch einzelstringige 3 Uberhinge [23]. In Saugetierzellen Gbernimmt der
Proteinkomplex Funktionen bei der NER und dem SSA [1, 3, 23, 166]. ERCC1 Knockout
Méuse zeigen ein deutlich schwereres Krankheitbild als NER defiziente Mause; sie leiden

unter Multiorganversagen, Wachstumsstérungen und sterben frih [123, 198, 212]. Diese
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Beobachtungen deuten auf zusétzlichen Funktionen der ERCC1/XPF Endonuklease bei der
DNA Reparatur unabhdngig von der NER, wie beispielsweise wéhrend des SSAs. Dabei
entfernt die Endonuklease die heterologen DNA Uberhange und gilt neben dem Protein
hRad52 als einer der Hauptfaktoren dieser Reparaturform [20].

Die beobachtete epistatische Beziehung zwischen hMSH2 und ERCC1 stimmt mit der
Beobachtung Gberein, dass hMSH2 das SSA in hRad52 abhangiger Weise fordert. Sugawara
et al. konnten in S. cerevisiae zeigen, dass die Proteine MSH2 und MSH3 die Endonuklease
Radl/Rad10 in den Bereich nichthomologer 3° Uberhinge rekrutieren und so deren
Prozessierung fordert [189].

Obwohl MRE11 ebenfalls friihe Prozessierungsschritte wéhrend des SSAs katalysiert, zeigte
sich keine gemeinsame Interaktion von hMSH2 und MRE11. Eine mégliche Erklarung hierflr
ist die unterschiedliche Abhéngigkeit der DSB Reparatur je nach chemischer Modifikation
und Eigenschaften der DNA Enden im Bereich des DSBes. So scheint die Prozessierung der
Bruchenden mittels des MRN Komplexes nur dann zwingend benétigt zu werden, wenn die
DNA Enden nicht frei zugéanglich sind [220]. Die Resektion dieser blockierten DNA Enden
erfolgt dann durch den MRN/CtIP Proteinkomplex, der bis zu mehrere Hundert Nukleotide
entfernen kann. Hierbei bindet der MRN Komplex zunédchst die DNA Enden und rekrutiert
anschlieRend das Protein CtIP in den Bereich des Bruches. Sind die DNA Enden jedoch frei
zuganglich, beispielsweise nach Induktion des DSBes durch die Meganuklease I-Scel (wie in
unserem Testsystem verwendet), scheint die nukleolytische Funktion des MRE11/CtIP
Komplexes nicht zwingend notwendig zu sein. Vielmehr fungiert das Protein dann als
Plattform, um andere Reparaturkomponenten in den Bereich des Bruches zu rekrutieren.
Hierbei aktiviert MRE11 u.a. die Proteine BLM, EXO1 und DNA2 [136]. Diese Beobachtung
stimmt auch mit jingeren Studien aus der Hefe Uberein [32, 125, 134, 137, 173]. Dies kdnnte
eine mogliche Erklarung fur den fehlenden Nachweis einer epistatischen funktionellen
Beeinflussung zwischen hMSH2 und MRE11 sein. Dem gegenuber steht jedoch die
Beobachtung von Buis et al. [30], dass in Vertebraten die nukleolytische Funktion von
MRE11 essentiell fir die DSB Reparatur ist, da die Meganuklease nach Induktion des
Bruches an einem Ende der DNA gebunden bleibt. Dennoch wurde in einer kirzlich
veroffentlichten Studie beschrieben, dass nach IR induziertem DSB die DNA Enden in einem
alternativen Reaktionsweg unabhéngig von dem MREL1/CtIP Komplex reseziert werden
konnten. Hierbei interagiert moglicherweise die Nuklease EXO1 mit den Helikasen BLM und
WRN [200].
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4.2 Modell zur Regulation der DSB Reparatur durch hMSH2

Im Folgenden wurde ein mogliches Modell fiir die Regulation der DSB Reparatur durch das
MMR Protein hMSH2 erstellt. Hierbei scheinen die Funktionen von hMSH2 bei der DSB
Reparatur in Abh&ngigkeit von der L&nge der zur Verfligung stehenden homologen DNA
Abschnitte zu variieren. Limitierte Homologien indizieren divergierende Sequenzen wéhrend
der HDR.

Vergleicht man die HR in ein und demselben Zelltyp (hier K562) in Abhdngigkeit von der
Homologielange, so findet sich bei K562(A-EGFP/3’EGFP) (Abbildung 9) bei nur kurzen
Homologien im Bereich des Bruches kein Unterschied in der HDR bei hMSH2
Expressionsverlust; die inhibierende Wirkung von hMSH2 auf die HR und die Foérderung des
SSAs scheinen sich hier die Waage zu halten.

Diese Beobachtung ist konsistent mit der Beschreibung von Smith et al. [178], dass in
Séugern MSH2 die Rekombination zwischen divergierenden DNA Termini bei der DNA
Reparatur unterdriickt. Auch Elliott und Jasin [56] beschrieben, dass in Séugerzellen schon
eine 1,5%ige Sequenzabweichung die HR stark inhibiert und dass diese Suppression ohne
MSH2 verschwindet. Auf diese Weise wird sichergestellt, dass eine Rekombination nur bei

ausreichender Homologielénge stattfindet.

MSH2 MSH2

/N L \
SSA HR SSA "

A B

Abbildung 21 Modell zur Regulaton der DSB (Doppelstrangbruch) Reparatur durch hMSH2.

A. Beeinflussung der DSB Reparatur durch hMSH2 bei limitierter Homologieldnge des verwendeten DNA
Substrates: Bei limitierten homologen DNA Bereichen hielten sich die inhibierende Wirkung von hMSH2
(humanes MutS Homolog 2 Protein) auf die Homologe Rekombination (HR) und die Férderung des Single
Strand Annealings (SSA) die Waage.

B. hMSH2 Effekt bei ausreichenden homologen DNA Bereichen: Bei ausreichender Homologielange des zur
Verfligung stehenden Reparatursubstrates iberwog die positive Beeinflussung des SSAs.

Die Annahme einer koordinierten Beeinflussung von HR und SSA durch hMSH2 wird auch
durch die Tatsache unterstitzt, dass sich beide Reparaturformen gegenseitig beeinflussen und

eventuell sogar kompetitiv ablaufen. So fordert Rad51 die HR und inhibiert gleichzeitig das
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SSA [182].

Im Gegensatz dazu scheint beim Vorliegen ausreichender Homologien in K562 (K562(HR-
EGFP/3‘EGFP), (Abbildung 8) der fordernde Effekt von hMSH2 auf das SSA zu uberwiegen.
Diese Schlussfolgerung beruht einerseits auf der Auswertung der Reparaturfrequenzen der
verschiedenen extrachromosomal eingesetzten Reparatursubstrate [175], andererseits auf dem
Vergleich der chromosomalen DSB Reparatureffizienz nach Inhibition der Hauptfaktoren der
HR (hRad51) und des SSA (hRad52) (Abbildung 12, Abbildung 13). Bei der
nichtkonservativen Form der HDR scheint hMSH2 mit der Endonuklease ERCC1 zu
interagieren, die wahrend des SSAs die Prozessierung der heterologen DNA Enden
katalysiert. Diese Beobachtung ist konsistent mit Studien aus S.cerevisiae, die zeigten, dass
nichthomologe DNA 3¢ Uberhinge nach Rekrutierung durch MSH2 und MSH3 mittels der
Endonuklease Radl/Rad10 entfernt werden. Zusétzlich scheinen die MMR Proteine die
anzulagernden Regionen wahrend des SSA zu stabilisieren [189].

Zu klaren bleibt die Frage nach der biologischen Bedeutung der Forderung des mutagenen
SSAs. Eine mégliche Erklarung hierfir ist die Beeinflussung der Antikorpervielfalt durch die
MMR Proteine. So ist bekannt, dass die MMR Faktoren MSH2, MSH6, MLH1, PMS2 und
EXOL1 auch Funktionen wahrend der Class Switch Rekombination (CSR) bernehmen [51,
126, 170, 183]. Mithilfe dieses Klassenwechsels konnen aktivierte B-Zellen den
Antikorperisotyp wechseln und nicht nur IgM und IgD Antikérper, sondern auch die
Antikorperklassen 1gG, IgA und IgE produzieren. Die Antikorpereffektorfunktion wird im
konstanten Gensegment innerhalb des IgH Lokus kodiert. DNA Briiche werden im Bereich
der Switch (S) Region induziert und mittels langstreckiger Rekombinationsereignisse wird ein
downstream gelegenes konstantes Gensegment mit einem antigenspezifischen Gensegment
der V Region verbunden. Auf diese Weise werden die verschiedenen Antikdrperisotypen
generiert, ohne jedoch die Antigenspezifitit zu verandern [50, 184]. Eine Vielzahl von
Proteinen werden fir die CSR bendtigt; u.a. das Enzym AID (activation induced cyitidine
deaminase), das Cytosin zu Uracil deaminiert und dadurch U-G Fehlpaarungen im Bereich
der S-Region generiert [132]. Man nimmt an, dass diese Fehlpaarungen durch DNA
Reparaturfaktoren der MMR und der BER erkannt und durch sie DSBe in diesem Bereich
induziert werden. So kommt es ohne die MMR Faktoren MSH2, MSH6, MLH1, PMS2 oder
EXOL1 zu einer 2-5fachen Reduktion der CSR [15, 53, 54, 122, 169]. Die anschlieRende
Ligation scheint durch Faktoren des NHEJ vermittelt zu werden [51, 84, 126, 149, 150, 170].
Eine jingere Studie [52] zeigte, dass die MMR Proteine auch unabhéngig von den Faktoren
des NHEJ die CSR fordern. In diesem Modell scheint das MSH2-MSHG6 Heterodimer die in
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der S-Region induzierte U-G Fehpaarungen zu erkennen, an diese zu binden und anschliel3end
die Proteine MLH1-PMS2 und EXO1 in diesen Bereich zu rekrutieren. Dadurch kommt es
zur Induktion von DSBen mit stumpfen oder kurz berstehenden DNA Enden, die dann als
Substrat fir NHEJ Pozesse wahrend der CSR zur Verfugung stehen. MSH2 und seine
Komplexpartner scheinen die CSR also unabhéngig von dem NHEJ Pathway zu beeinflussen.
Diese Aufgaben der MMR Proteine bei der CSR konnten eine mogliche Erklarung fir die
Forderung des mutagenen SSAs durch hMSH2 und seine Komplexpartner sein, auch wenn
eine Beteiligung an der CSR bisher nur fir die MutSe. Homologe MSH2 und MSH6
beschrieben wurde.

Eine weitere mdgliche biologische Bedeutung der Férderung der HDR durch hMSH2 kdnnte
in der Aufrechterhaltung der telomerischen Integritat liegen. Telomere sind spezialisierte
Nukleoproteinstrukturen, die die Enden der Chromosomen vor ungerichteten DNA
Reparaturereignissen und Degradation schutzen [139]. Die telomerische DNA setzt sich aus
einigen 100 (Hefe) bis einigen 1000 bp (Vertebraten) zusammen. Bei Saugern lautet die
repetitve Sequenz (TTAGGG), die sich am 3° Ende jedes parenteralen Einzelstrangs befindet
und Uber den komplementdren Strang hinausragt. Bei jeder Replikation verkurzt sich die
telomerische DNA um 50-200 Nukleotide. Diese Verkurzung tragt wahrscheinlich zur
Limitierung der Teilung somatischer Zellen in héheren Eukaryoten. Die telomerische DNA
weist dabei Gemeinsamkeiten mit anderen repetitiven DNA Sequenzen innerhalb des
menschlichen Genoms auf, was die MMR Maschinerie zu einem mdglichen Akteur bei der
Aufrechterhaltung der Telomere machen konnte [114]. Mendez-Bermudez et al. [124] konnten
zeigen, dass es nach Depletion von hMSH2 in humanen Zellen zu einer signifikanten
Verklrzung der telomerischen DNA kam. Demgegeniber stehen Ergebnisse aus MSH2
Knockout Mausen, bei denen im entnommenen Gewebe und in embryonalen Fibroblasten
keine Anderung der Telomerlange oder der Rekombination im Bereich der Telomere
detektiert werden konnte [40].

Gewebe mit verkirzten Telomeren haben ein erhdhtes Risiko eine telomerische Dysfunktion
zu entwickeln, die zur Zellalterung, zu einer Architekturstdérung des Gewebes fuihren kénnten
und moglicherweise auch zur Krebsentstehung beitragen kdnnte. Eine andere mdgliche Folge
ware ein deutlich erhdhter Durchsatz gewebsspezifischer Stammzellen. Weiterhin kdnnte eine
uberschielRende Verkiirzung von Telomeren auch zur genetischen Antizipation in HNPCC
betroffenen Familien beitragen, auch wenn die Datenlage zum Auftreten einer Antizipation
beim HNPCC Syndrom sehr kontrovers ist [124].

78



DISKUSSION

Die Forderung der HDR durch hMSH2 koénnte moglicherweise zur Stabilisierung der
telomerischen DNA beitragen. Umgekehrt kénnte der Shift von der HDR nach hMSH2
Expressionsverlust zu fehlerbehafteteren DSB Reparaturmechanismen (NHEJ) den Verlust

von DNA Sequenzen im Bereich der Telomere begtinstigen.

4.3 Ausblicke

Der MMR Faktor hMSH2 scheint die nichtkonservative Form der HDR gemeinsam mit der
Endonuklease ERCC1 zu unterstltzen. Weiterhin zu klé&ren bleibt die hMSH2 Interaktion mit
anderen DNA Reparaturproteinen, die ebenfalls Funktionen bei der DSB Reparatur
ubernehmen. Mégliche in der Literatur beschriebene Partner sind die DNA Reparaturproteine
BLM, WRN, EXO1 und das Protein CtIP.

Aus der Hefe weill man, dass die Exonuklease EXO1 auch Funktionen bei der homeologen
Rekombination Gbernimmt. So zeigen EXO1 defiziente Zellen Defekte bei der Suppression
der Rekombination zwischen invertierten Sequenzwiederholungen [8, 64, 133, 199].
Weiterhin ist bekannt, dass der MutSo Komplex die Aktivitéat dieser Exonuklease fordert [69].
Nimonkar et al. [135] zeigten, dass BLM die DNA Bindungsaffinitat des Proteins erhoht und
auch der MRN Komplex die Aktivitdt von EXOL1 fordert. Diese vielfaltigen Verknlpfungen

machen die Exonuklease zu einem wahrscheinlichen Interaktionspartner von hMSH2.

Weitere mogliche Kandidaten fiir eine Involvierung in einem gemeinsamen Reaktionsweg mit
dem MMR Faktor sind die Helikasen BLM und WRN. Wie wichtig ihre Funktionen bei der
Aufrechterhaltung der genomischen Stabilitéat sind, zeigen die durch Mutationen der Proteine
verursachten Krankheitsbilder. Typische Merkmale des Bloom‘s Syndroms sind ein erhdhtes
Krebsrisiko, Kleinwichsigkeit, Immundefizienz und Infertilitat. Patienten mit Defekten des
WRN Proteins weisen eine vorzeitige Alterung und ein erhdhtes Krebsrisiko (v.a. Sarkome)
auf [65]. Auch treten gehduft Katarakte, Hypogonadismus, Osteoporose, Diabetes Mellitus
und Atheriosklerose auf [82, 131]. Beide Proteine entwinden die DNA Doppelhelix, wobei
WRN zusitzlich noch eine exonukleolytische Aktivitdt in 3°-5° Richtung aufweist. Neben
seinen Funktionen bei der DNA Replikation und der Checkpoint Kontrolle wéhrend der S-
Phase des Zellzyklus beeinflusst die Helikase WRN auch die DSB Reparatur [13, 39, 174]. So
interagiert es mit Schlisselproteinen des NHEJs, scheint dabei jedoch kein essentieller Teil
dieses Reparaturweges zu sein [101, 154, 161]. Viel wichtiger sind seine Funktionen bei der

HDR. So kolokalisiert es nach Arrest wahrend der Replikation mit dem Protein Rad51, einem
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der Hauptfaktoren der HR. Weiterhin erhoht WRN die Effizienz der Rad52 vermittelten
Stranganlagerung [18]. WRN ist tber das Protein Nibrin auch mit dem MRN Komplex
assoziiert [37]. Wie wichtig diese vielfaltigen Funktionen von WRN fur die Homologie
abhangige Rekombination sind, zeigt sich in WRN defizienten Zellen: Sie kénnen keine ICLs
auflosen, ein Vorgang fir den die Rekombination ben6tigt wird [38, 39, 148]. WRN spielt
eine Rolle beim SSA gemeinsam mit dem Protein SIRT1, eukaryotes Homolog von Sir2,
einer NAD"-abhangigen Deacetylase, das bei der Aufrechterhaltung der telomerischen DNA
eine Rolle spielen kdénnte [139, 205].

Ahnlich wie WRN bernimmt auch die Helikase BLM vielfaltige Aufgaben bei der HR: So
interagiert sie direkt mit einen Vielzahl von DNA Reparaturproteinen wie beispielsweise
Rad51, MLH1, MSH6 und RPA, p53 und ist desweiteren gemeinsam mit MSH2, MSHS,
MLH1, ATM und dem MRN Komplex ein Teil des groen BRCAL-assoziierten genome
surveillance Komplex (BASC), der abnorme DNA Strukturen erkennt und diese behebt [211].
Interessant wére es, auch das Zusammenwirken von hMSH2 mit den Reparaturproteinen CtIP
und MRE11 genauer zu untersuchen. Der MRN Komplex bindet als eines der ersten Proteine
den DSB [186]. Neben seinen vielfdltigen Aufgaben bei der Propagierung der
Schadensantwort rekrutiert der Komplex auch das Protein CtIP und bildet mit diesem einen
Resektionkomplex. Zusatzlich scheint CtIP auch mit BRCAL zu interagieren und bendtigt zu
werden, um einzelstrangige DNA Bruchenden zu bilden [36, 167]. Um eine mdgliche
epistatische Abhangigkeit zwischen hMSH2 und MRE11/CtIP ndher zu untersuchen, gilt es
zu kléren, wie sich die Interaktion zwischen dem Resektionskomplex und hMSH2 verhilt,
wenn die DNA Enden chemisch modifiziert wurden und so durch kovalent gebundene
Addukte einer MRE11 unabhdngigen Resektion nicht mehr zugénglich sind [72, 167].
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Das DNA Reparatur Protein hMSH2 (humanes MutS Homolog 2 Protein) ist einer der
Hauptfaktoren bei der Mismatch Reparatur (MMR), wobei es, gemeinsam mit seinen
Komplexpartnern hMSH3 (humanes MutS Homolog 3 Protein) und hMSH6 (humanes MutS
Homolog 6 Protein) Basenfehlpaarungen erkennt und behebt, um so eine maoglichst fehlerfreie
DNA Replikation zu ermdoglichen. Defekte in der MMR fihren dazu, dass sich
Replikationsfehler anhdufen, die langfristig die Krebsentstehung fordern, insbesondere die
Entwicklung kolorektaler Karzinome wird begunstigt. Jedoch hat hMSH2 neben der
postreplikativen Genauigkeitskontrolle noch weitere Aufgaben bei der DNA Reparatur: So
aktiviert es Zellzyklus Checkpoints und induziert die Apoptose. Weiterhin ist es ein Teil des
breast cancer type 1 susceptibility protein (BRCA1) Multiproteinkomplexes, der abnorme
DNA Strukturen erkennt und diese behebt. Diese zahlreichen Aufgaben machen MSH2 nicht
nur zu einem Tumorsuppressor, sondern vielmehr auch zu einem ,,Wachter des Genoms.
Schlieflich ist das MMR Protein auch ein wahrscheinlicher Akteur bei der DNA
Doppelstrangbruch (DSB) Reparatur. Bisher weil3 man jedoch nur wenig, inwiefern hMSH2
diesen Reparaturweg beeinflusst. Aus der Hefe ist bekannt, dass MSH2 auch Funktionen
wahrend der DSB Reparatur Ubernimmt, indem es unterstitzend bei der Entfernung
nichthomologer DNA Enden und mdoglicherweise auch bei der Suche nach homologen DNA
Abschnitten beteiligt ist. Weiterhin scheint MSH2 gemeinsam mit MSH6 und der Helikase
Sgsl (einem BLM Homolog) die Paarung zwischen nicht perfekt passenden DNA Sequenzen
zu unterdriicken und so diese homeologe Rekombination zu verhindern. In dieser Arbeit sollte
die Beinflussung der DSB Reparatur durch hMSH2 naher beleuchtet werden. Daflir wurde
das von Prof. Wiesmiiller entwickelte Fluoreszenz basierte Testsystem angewandt. Mithilfe
dieses Testsystems sollte nach Induktion eines DSBes durch die Meganuklease I-Scel die
Effektivitdt der Homologie gerichteten DNA Reparatur in humanen Zellen in Abhangigkeit
von der hMSH2 Expression untersucht werden. Weiterhin sollte hierbei auch die Rolle der
beiden Interaktionspartner h(MSH3 und hMSH6 genauer analysiert werden. Um zu verstehen,
wie im Detail hMSH2 die Homologie gerichtete DNA Reparatur moduliert, wurden
Hauptfaktoren dieses Reparaturweges, hRad51 und hRad52, sowie mdgliche in der Literatur
beschriebene funktionelle Interaktionspartner des MMR Faktors, hierbei insbesondere die
Proteine ERCC1 (excision repair cross-complementing group 1 protein), MRE11 (meiotic
recombination 11 homolog) und BRCAZ2 (breast cancer type 2 susceptibility protein), in ihrer

Funktion beeinflusst. AnschlieBend wurde erneut die Effektivitdt der DSB Reparatur in
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Abhéangigkeit des hMSH2 Status analysiert. Die Analysen der verschiedenen DSB
Reparaturwege mittels  spezifischer DNA  Substrate ergaben bei ausreichender
Homologieldnge eine Forderung der nichtkonservativen Form der HDR (Single Strand
Annealing) durch hMSH2. Auch bei der DSB Reparatur scheint hMSH2 gemeinsam mit
seinen aus der MMR bekannten Komplexpartnern hMSH3 und hMSH6 zu wirken.
Ubereinstimmend mit der hauptsachlichen Aktivierung des Single Strand Annealings durch
das MMR Protein zeigte sich ein gemeinsamer Reaktionsweg von hMSH2 und hRad52, dem
Schlisselfaktor der nichtkonservativen Form der Homologie gerichteten DNA Reparatur.
Desweiteren konnte dargestellt werden, dass hMSH2 bei der DSB Reparatur unabhdngig von
hRad51, dem Hauptfaktor der Homologe Rekombination, agieren kann, womit eine indirekte
Wirkung auf das konkurrierende Single Strand Annealing ausgeschlossen werden konnte.Bei
Verkilrzung der Lange der zur Verfugung stehenden homologen DNA Abschnitte waren bei
supprimierter hMSH2 Expression keine Veranderungen der DSB Reparaturfrequenz
detektierbar. Bei kurzen Homologien im Bereich des Bruches scheinen sich die inhibierende
Wirkung von hMSH2 auf die Homologe Rekombination und die Férderung des Single Strand
Annealings die Waage zu halten. Die Versuche im extrachromosomalen Kontext bestatigten
die Forderung des Single Strand Annealings durch das MMR Protein, auch wenn der Effekt
geringer ausgepragt war als in den stabilen Zelllinien. Diese Daten deuten daraufhin, dass das
Chromatingerist Auswirkungen auf die h(MSH2 Funktionen bei der DSB Reparatur hatte oder
chromosomale Aktivititen, wie die Replikation, fir die Wirkung nétig sind. In einem
néachsten Schritt wurde die epistatische Beziehung zwischen dem MMR Faktor und den DNA
Reparaturproteinen MRE11, ERCC1 und BRCAZ2 untersucht. MRE11 ist ein Teil des Mrell-
Rad50-Nbsl (MRN) Komplexes, der DSBe erkennt und an diese bindet, und tbernimmt unter
anderem regulatorische Funktionen beim Single Strand Annealing. Die Endonuklease ERCC1
ist einer der Hauptfaktoren bei der nichtkonservativen Form der Homologie gerichteten DNA
Reparatur. BRCAZ2 fordert die Homologe Rekombination. Es zeigte sich, dass hMSH2 und
ERCC1 das Single Strand Annealing in einem gemeinsamen Reaktionsweg forderten und dass
das MMR Protein unabhangig von MRE11 und BRCA2 agierte. Da ERCC1 eine flr das
Single Strand Annealing etablierte Nuklease darstellt, konnte die Bedeutung von hMSH2 fiir
das Single Strand Annealing auch auf diesem Wege bestatigt werden. Mdgliche biologische
Bedeutungen dieser hMSH2 Funktion liegen in Forderung der Class Switch Rekombination,
die die Antikorpervielfalt ermdglicht, oder evtl. auch in der Aufrechterhaltung der Telomer-

Stabilitdt, welche  zellul&re  Senszenz  und  vorzeitige  Alterung  verhindert.
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