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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Der basale Transkriptionsfaktor IIH (TFIIH) besteht aus zehn Proteinen, die auf zwei
Untereinheiten verteilt sind, den TFIIH-Kern und den Cdk-aktivierenden Kinasekomplex
(CAK). Der TFIIH-Komplex ist in einige der wichtigsten Prozesse der Zelle involviert, zum
Beispiel in die RNA Polymerase | und Polymerase |l vermittelte Transkription oder die
Nukleotid-Exzisionsreparatur (NER). Daneben reguliert die CAK-Untereinheit von TFIIH den
Zellzyklus.

Mit der Entdeckung der Multifunktionalitédt von TFIIH stellte sich die Frage, wie der Komplex
von Orten aktiver Transkription durch das dicht gepackte Nukleoplasma zu einer
Schadensstelle in der DNA gelangt. Im Rahmen der vorliegenden Doktorarbeit konnte ich
zeigen, dass der TFIIH-Komplex nach UV-Bestrahlung der Zelle zerfallt. Die CAK-
Untereinheit 16st sich in Abhangigkeit von der eingesetzten Strahlendosis innerhalb weniger
Minuten nach UV-Bestrahlung als trimerer Komplex vom TFIlIH-Kern. Diese Dissoziation
erfolgt nur in metabolisch aktiven Zellen, aktive Transkription ist allerdings nicht erforderlich.
Der Komplex zerfallt sowohl nach Bestrahlung mit UVC-, UVB- und UVA-Licht als auch bei
oxidativem Stress, dissoziiert allerdings selbst nach Einwirkung einer hohen Dosis
ionisierender Strahlung nur in geringem Malde. Keine Dissoziation des TFIIH-Komplexes war
hingegen nach Behandlung von Zellen mit Cisplatin festzustellen. Die UV-induzierte
Dissoziation von TFIIH wurde in einer Vielzahl verschiedener Zelllinien wahrgenommen und
ist somit ein genereller Mechanismus. Interessanterweise findet in NER-defizienten Zellen
ohne funktionelles XPC-Protein die UV-induzierte Teilung des TFIIH-Komplexes nicht statt,
wogegen sie in NER-defizienten Zellen, die mutierte XPA-, XPD- oder CS-Proteine
exprimieren, durchaus zu beobachten ist. Die Dissoziation des TFIIH-Komplexes konnte
jedoch durch Transfektion einer fir das XPC-Protein kodierenden cDNA in XPC-defiziente
Zellen rekonstituiert werden, was die Wichtigkeit des XPC-Proteins flr diesen Prozess
aufzeigt. Die Dissoziation des TFIIH-Komplexes kdnnte, da das XPC-Protein ausschlieflich
an der GGR beteiligt ist, fir die GGR von entscheidender Bedeutung sein, moéglicherweise
indem sie unter Umgehung der sterischen Behinderung durch die Grofle des
Gesamtkomplexes die Translokation der flr die Reparatur wichtigen Komponenten an den

Ort des Schadens ermdglicht.




Abstracts

Abstract

The dissociation of the transcription factor IIH after application
of UV-radiation

The transcription factor IIH (TFIIH) consists of 10 proteins which can be divided in two
subunits, the TFIIH-Core- and the cdk-activating kinase-subunit (CAK). The TFIIH-complex
is involved in some of the most important cellular pathways, such as the RNA Polymerase |
and Polymerase |l mediated transcription and the nucleotide excision repair (NER). The
CAK-subunit plays an additional role in cell cycle regulation.

Since the observation that the TFIIH-complex has various functions in the cell it was an open
question how the TFlIH-complex is translocated from the site of active transcription to a DNA
lesion through the densly packed nucleoplasm. During my PhD | found that the TFIIH-
complex dissociates in response to UV-Irradiation. The CAK-subunit splits off from the
TFIIH-Core as a trimeric complex within minutes after UV-irradiation in a dose dependent
manner. The dissociation takes place merely in metabolic active cells, but active transcription
is not necessary. The TFlIH-complex divides in response to UVC-, UVB- and also UVA-
Radiation and after oxidative stress. In contrast only a minor dissociation of TFIIH was
detectable after application of a high dose of y-Radiation. After incubation of cells with
cisplatin no dissociation of TFIIH takes place. The UV-induced dissociation of the TFIIH-
complex was observed in different cell lines thus representing a general mechanism.
Interestingly, there was no dissociation of the TFIIH-subunits after UV-irradiation in NER-
deficient cells expressing a non-functional XPC-protein, while it takes place in NER-deficient
cells with mutated XPA-, XPD- or CS-proteins. The ability to dissociate could be restored by
transfection of a cDNA coding for the XPC-gene in the XPC-deficient cell line what exhibits
the importance of the XPC-protein during that process. Because the XPC-protein only takes
part in the GGR this observation leads to the suspicion that the dissociation of the TFIIH-
complex could be of special importance for the GGR. Maybe the dissociation of the complex
avoids sterical barriers and allows the translocation of the essential NER-components to the
DNA-damage.
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Abkurzungen

Abkirzungen
(6-4)PPs (6-4) Photoprodukte
AR Androgen Rezeptor
AS Aminosaure
BER Basenexzisionsreparatur
CAK Cdk-aktivierender Kinasekomplex
Cdk Zyklin-abhangige Kinase (Cyclin-dependent kinase)
CPD Zyklobutan-Pyrimidin-Dimer
CS Cockayne Syndrom
CTD C-terminale Domane der grofdten Untereinheit der RNA Pol Il
CycH Zyklin H (Cyclin H)
DDB ~,damaged DNA* Bindeprotein
DSBR Doppelstrangbruchreparatur
ECL -enhanced chemieluminescence*
ER Ostrogen Rezeptor (Estrogen receptor)
fc Endkonzentration (final concentration)
GGR Globale Genomreparatur
IP Immunprazipitation
MATA1 "menage a trois" 1
MMR "mismatch" Reparatur
NER Nukleotid-Exzisionsreparatur
NHEJ nicht-homologe Endverknipfung (Non-homologous end joining)
HR Homologe Rekombination
PIC Pra-Initiationskomplex
Pol Polymerase
RAR Retinsaurerezeptor (Retinoic Acid Rezeptor)
RPA Replikationsprotein A
RT Raumtemperatur
TBP TATA-Box-Bindeprotein
TCR Transkriptionsgekoppelte Reparatur (Transcription coupled repair)
TF Transkriptionsfaktor
TTD Trichothiodystrophie
UK Ubernachtkultur
wit Wildtyp
XP Xeroderma Pigmentosum
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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1. Der Transkriptionsfaktor lIH (TFIIH) - ein Multiproteinkomplex

Der Transkriptionsfaktor 1IH (TFIIH) ist ein von der Hefe bis zum Menschen
hochkonservierter Proteinkomplex (Ubersicht in: Sveijstrup et al., 1996). Er wurde bisher aus
verschiedenen Organismen aufgereinigt wie zum Beispiel aus Hefen als Faktor b (Feaver et
al., 1991a; Feaver et al., 1991b), aus Drosophila melanogaster (Austin und Biggin, 1996) und
aus menschlichen Zellen als BTF2 (Gerard et al., 1991). TFIIH ist in einige der wichtigsten
metabolischen Prozesse der Zelle involviert wie zum Beispiel in die RNA Polymerase I- und
RNA Polymerase ll-vermittelte Transkription, die Kontrolle des Zellzyklus und die DNA-
Reparatur (Drapkin et al., 1994; Ubersicht in: Zurita und Merino, 2003; Egly, 2001).

1.1.1. Die molekulare Zusammensetzung des TFIIH-Komplexes
Der TFIIH-Komplex besteht aus zehn Proteinen mit einem Molekulargewicht zwischen 8 und
89 kDa, die in zwei Untereinheiten aufgeteilt sind, den TFlIH-Kern und den Cdk-
aktivierenden Kinasekomplex (CAK; Ubersicht in: Egly, 2001).

« reguliert das Cdk7-Protein
* phosphoryliert verschiedene Substrate /

\

(

\L.
Tfb5 . p62
- / T~

« stabilisiert TFIIH « verankert das XPB-Protein

2.

#dk?

* reguliert das XPD-Protein

+ reguliert das Cdk7-Protein « Ubergang Initiation/Elongation

« selektioniert Substrate zur
Phosphorylierung

« offnet die DNA
« verankert CAK

« Offnet die DNA

 wird phosphoryliert

Abbildung 1.1: Schematische Darstellung des TFIIH-Komplexes

Der TFIIH-Komplex besteht aus zehn Proteinen, die in zwei Untereinheiten aufgeteilt sind. Diese
Untereinheiten sind der TFIlIH-Kern, bestehend aus den Proteinen XPB, p62, p54, p44, p34 und
TfbS/TTD-A, und die CAK-Untereinheit, aufgebaut aus den Proteinen MAT1, Cdk7 und Zyklin H
(CycH). Das XPD-Protein verbindet die beiden Untereinheiten. In der Abbildung sind zusétzlich die
Funktionen der einzelnen Proteine angegeben.
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Der TFIIH-Kern besteht aus den sechs Proteinen XPB, p62, p54, p44, p34 und Tfb5/TTD-A,
die CAK-Untereinheit aus den drei Proteinen MAT1, Cdk7 und Zyklin H. Das zehnte Protein,
XPD, scheint die Briicke zwischen beiden Untereinheiten zu bilden, da es sowohl mit dem
Kern als auch mit der CAK-Untereinheit assoziiert gefunden wurde (Sandrock und Egly,
2001; Drapkin et al, 1996; Reardon et al, 1996). Abhangig von den
Aufreinigungsbedingungen liegt TFIIH als vollstandiger Komplex aus allen zehn Proteinen
oder aber aufgeteilt in verschiedene Unterkomplexe vor (Drapkin et al., 1996; Reardon et al.,
1996; Shiekatthar et al., 1995).

1.1.2. Die Struktur von TFIIH

Der TFIIH-Komplex hat eine Gréflke von 16 x 12.5 x 7,5 nm. Die Kern-Proteine bilden eine
ringahnliche Struktur, aus der eine grof3e Proteindomane herausragt (Schultz et al., 2000).
Die zentrale Offnung des Rings hat einen Durchmesser von 2,5 — 3,5 nm und ist damit gro3
genug um den DNA-Doppelstrang zum Beispiel wahrend der Transkription zu umschlieRen.
Elektronenmikroskopische Analysen des TFIIH-Kerns von Hefezellen zeigten einen analogen
Aufbau, was auf eine Konservierung der Struktur zwischen den Spezies hinweist (Chang und
Kornberg, 2000).

Durch die Verbindung von elektronenmikroskopischen Studien mit der Immunfarbung einiger
TFIIH-Proteine konnten diese TFIIH-Proteine an bestimmten Orten des TFIlIH-Komplexes
lokalisiert werden (Schultz et al., 2000). Die Kombination dieser Resultate mit den
Ergebnissen friherer Proteininteraktionsstudien erlauben heute eine relativ gesicherte
Aussage Uber den Aufbau des TFIIH-Komplexes. Danach liegt das p44-Protein auf der
Ringstruktur und zwar an der Basis der herausragenden Proteindomane. Es wird von den
Helikasen XPB und XPD flankiert, die gleichfalls Bestandteil der Ringstruktur sind (Abbildung
1.2; Schultz et al., 2000). Die direkte Interaktion der Proteine p44 und XPD wurde dartber
hinaus unter anderem durch Ko-Immunprazipitationsstudien bestatigt (Coin et al., 1998a;
Coin et al., 1998b). Das Cdk7-Protein wurde hingegen als Bestandteil der herausragenden
Proteindomane identifiziert, bei der es sich hdchstwahrscheinlich um die CAK-Untereinheit
handelt (Schultz et al., 2000). Das Cdk7-Protein interagiert sowohl mit dem Protein Zyklin H
als auch mit dem Protein MAT1 (Tirode et al., 1997) welches wiederum mit dem XPD-Protein
assoziiert (Sandrock und Egly, 2001; Busso et al., 2000). Entsprechend sollten die Proteine
MAT1 und Zyklin H ebenfalls auf der herausragenden Proteindomane lokalisiert sein,

zumindest wenn es sich dabei tatsachlich um den CAK-Komplex handelt.
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Abbildung 1.2: Modell zur Quartarstruktur des TFIIH-Komplexes

Die Positionen der Proteine Cdk7, XPD, XPB und p44 wurden durch Immunfarbung ermittelt. Pfeile
weisen auf die Lage der Proteine im dreidimensionalen Model des Komplexes hin. Die Ermittlung der
Lage der Proteine Zyklin H, p34 und MAT1 beruht hingegen auf Protein-Interaktionsstudien. (Aus:
Schultz et al., 2000)

Wahrend relativ sichere Daten Uber die Lage der Proteine Cdk7, Zyklin H, MAT1, XPD, XPB
und p44 existieren, kann Uber die Lage der Ubrigen Proteine nur spekuliert werden. Eine
Interaktion zwischen den Proteinen p52 und XPB wurde allerdings nachgewiesen, was auf
eine raumliche Nahe der beiden Proteine schlielen lasst (Jawhari et al., 2002; Feaver et al.,
2000).

1.1.3. Die Proteine des TFIIH-Komplexes

Die zehn TFIIH-Proteine erfillen unterschiedliche Aufgaben innerhalb des Komplexes
(Tabelle 1.1). So agieren die Proteine XPB und XPD als ATPasen und Helikasen, das p52-
Protein dient der Verankerung des XPB-Proteins im Komplex, das p44-Protein vermittelt die
DNA-Bindung, das Tfb5/TTD-A-Protein stabilisiert den Komplex, das Cdk7-Protein besitzt
Serin/Threonin Kinaseaktivitat, die durch das Zyklin H-Protein reguliert wird, und das MAT1-
Protein dient dem Zusammenhalt des CAK-Trimers. Dariber hinaus ist die CAK-Untereinheit
als freier Komplex Uiber die Phosphorylierung anderer Cdks an der Regulation des Zellzyklus
beteiligt. Diese Spezifitat andert sich allerdings im Komplex mit dem TFIIH-Kern und die C-
terminale Domane der RNA Polymerase Il wird zum bevorzugten Substrat (Rossignol et al.,
1997; Yankulov und Bentley, 1997). Wahrend bis heute in vivo der TFIIH-Kern nicht ohne die

CAK-Untereinheit nachgewiesen werden konnte, kann die CAK-Untereinheit in der Zelle
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auch als freier trimerer Komplex vorliegen (Sandrock und Egly, 2001; Busso et al., 2000;
Rossignol et al., 1997; Drapkin et al., 1996; Reardon et al., 1996).

Protein MW (kDa) Motiv Funktion Homolog in Hefe
Helikase T
XPB ; 3'-5" Helikase
(ERCC3) 89 Q[g Bindestelle ATPase Ssl2, Rad 25
p62 62 Tfb1
Verankerung des XPB
p52 52 NLS Proteins im Komplex Th2
p44 44 Zink-Finger DNA-Bindung Ssl1
p32 32 Zink-Finger Tfb4
Tfb5 oder 8 Stabilisierung des TFIIH Tib5
TTD-A Komplexes

Tabelle 1.1: Die Proteine des TFIIH-Komplexes und ihre Funktionen

Die Proteine des TFIlIH-Kerns sind weil unterlegt, die Proteine der CAK-Untereinheit hingegegen
orange. Die Sonderstellung des XPD-Proteins ist durch die griine Unterlegung verdeutlicht.

NLS = Nukleares Lokalisationssignal.

1.1.3.1. Das XPB-Protein

Die ATP-abhangige Helikase XPB wurde urspringlich durch Komplementationsstudien in
reparatur-defizienten Nagetier-Zellen als ERCC3 identifiziert (Weeda et al., 1991; Thompson
et al., 1987). Spater wurde sie der Klasse B der Erbkrankheit Xeroderma pigmentosum (XP)
zugeordnet (Ma et al., 1994a; Weeda et al., 1991; Weeda et al., 1990; Ubersicht in: Weeda
et al., 1993). Das XPB-Protein hat eine molekulare Masse von 89 kDa und enthalt sieben

DNA/DNA Helikasedomanen, ein nukleares Lokalisationssignal sowie eine ATP- und eine
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DNA-Bindedomane (Ma et al., 1994b; Weeda et al., 1990). Die Aufgabe des XPB-Proteins ist
die Entwindung des DNA-Doppelstranges in 3’- 5°- Richtung (Hwang et al., 1996; Ma et al.,
1994a), was seine Bedeutung bei der Offnung des Promotors wéahrend der Initiierung der
Transkription und bei der NER erklart (Kim et al., 2000, Douziech et al., 2000). Mutationen in
der ATP-Bindestelle zerstoren neben der ATPase- auch die Helikaseaktivitat und vernichten
damit die Funktionalitdt des XPB-Proteins in Transkription und Reparatur (Tirode et al., 1999;
Evans et al., 1997b; Ma et al., 1994b). Das XPB-Protein ist konstitutiv an Serin 751
phosphoryliert, wobei sowohl die phosphorylierte als auch die unphosphorylierte Form das
Offnen des DNA-Doppelstranges im Bereich des Promoters erlaubt. Die Phosphorylierung
interferiert jedoch mit der NER, indem sie den von dem Dimer XPF/ERCC1 durchgefiihrten
Einschnitt 5 von der Schadensstelle blockiert (Coin et al., 2004). Mutationen im XPB-Protein
sind meist lethal, es sind weltweit nur drei Familien mit erblichen Mutationen im XPB-Protein
bekannt (Ubersicht in: Lehmann, 2003). Mause, die kein XPB-Protein besitzen, sterben

bereits im Embryonalstadium (Kraemer, 2004).

1.1.3.2. Das XPD-Protein

Das XPD-Protein (ERCC2) ist die zweite ATP-abhangige Helikase des TFlIH-Komplexes.
Sie hat eine molekulare Masse von 80 kDa und entwindet den DNA-Doppelstrang in 5°- 3'-
Richtung (Armelini et al., 2005; Sung et al., 1993). Wie das XPB-Protein besitzt das XPD-
Protein sieben DNA/DNA Helikasemotive. Daneben verfugt das XPD-Protein Uber sieben
RNA Helikasedomanen, die an verschiedenen Orten in der Aminosauresequenz des XPD-
Gens zu finden sind (Harosh und Deschavanne, 1991; Ubersicht in: Deschavanne und
Harosh, 1993). Bis heute konnte allerdings keine RNA Helikaseaktivitdt nachgewiesen
werden.

Wahrend die 3'-5'-Helikaseaktivitdt des XPB-Proteins flir die Transkription obligatorisch ist,
ist die 5’-3’-Helikaseaktivitdt des XPD-Proteins entbehrlich (Winkler et al., 2000). Allerdings
ist die physische Anwesenheit eines gegebenenfalls auch inaktiven XPD-Proteins fiir die
Transkription erforderlich, da sich die Ringstruktur des TFIIH-Kerns nur in Anwesenheit des
XPD-Proteins ausbildet (Winkler et al., 2000; Seroz et al., 2000). Entsprechend wird dem
XPD-Protein bei der RNA Pol Il Transkription eine eher strukturelle oder stimulatorische
Funktion zugewiesen. Diese strukturelle Funktion ist jedoch essentiell, denn Mause ohne
XPD-Protein sterben bereits im frihen Embryonalstadium (Kraemer, 2004; de Boer et al,,
1998). Fur die NER ist die Helikaseaktivitat von XPD allerdings eine wesentliche
Voraussetzung (Winkler et al., 2000).

Mutationen im XPD-Gen |6sen die Erbkrankheiten XP, Trichothiodystrophie (TTD) sowie eine
Kombination aus XP und dem Cockayne Syndrom (CS) aus (Coin et al., 1999; Coin et al.,
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1998a; Ubersicht in: Lehmann, 2001). Jede individuelle Mutation im XPD-Gen beeinflusst die
Transkriptions- und Reparaturfunktion in unterschiedlicher Weise, was zu einem der
entsprechenden Mutation spezifisch zugeordneten pathologischen Phanotyp und damit zu
einer groRen Variationsbreite der klinischen Symptome fiihrt (Bienstock et al., 2003;
Ubersicht in: Stary und Sarasin, 1996; Lehmann, 1995). Die meisten bekannten Mutationen
wurden im C-terminalen Drittel des XPD-Proteins lokalisiert. Dieser Bereich interagiert mit
dem p44-Protein, welches die Helikaseaktivitat des XPD-Proteins stimuliert. C-terminale
Mutationen verhindern entsprechend die p44-vermittelte Stimulation der Helikaseaktivitat,
nicht aber die Helikaseaktivitat an sich (Dubaele et al., 2003). Mutationen im N-terminalen
Bereich zerstéren hingegen die Helikaseaktivitdt unabhangig von der Interaktion mit dem
p44-Protein (Dubaele et al., 2003), beeintrachtigen die Lebensfahigkeit der betroffenen
Zellen oder Lebewesen aber nicht (Ubersicht in: Lehmann, 2003).

Neben der Helikaseaktivitat reguliert das XPD-Protein die Kinaseaktivitdit des CAK und
verbindet die CAK-Untereinheit mit dem Kern (Chen et al., 2003; Rossignol et al., 1997).

1.1.3.3. Das p62-Protein

Das p62-Protein hat eine molekulare Masse von 62 kDa und interagiert mit einer Reihe von
zellularen Faktoren wie VP16, p53, ER-a, E2F-1, dem Thyroidhormon Rezeptor sowie mit
Proteinen welche die Aktivitat des TFIIH-Komplexes regulieren (Jawhari et al., 2004; Liu et
al., 2004). Aulierdem interagiert das p62-Protein mit dem NER-Protein XPG (Jawhari et al.,
2004). Das p62-Protein kann durch die Kinase CDC2/Zyklin B phosphoryliert werden. Diese
Phosphorylierung reduziert die CTD-Kinase- und Transkriptionsaktivitait des TFIIH-
Komplexes (Long et al., 1998). Das Hefeprotein Tfb1, das fir das Zellwachstum essentiell

ist, ist homolog zu dem p62-Protein (Gileadi et al., 1992).

1.1.3.4. Das p52-Protein

Das p52-Protein hat eine molekulare Masse von 55 kDa (Marinoni et al., 1997). Es
interagiert mit dem XPB-Protein und verankert dieses im TFIIH-Kern (Jawhari et al., 2002).
Eine Deletion des C-terminalen Bereichs verhindert die Interaktion mit dem XPB-Protein, und
beeintrachtigt damit das Offnen der DNA-Doppelhelix in der Transkription und der NER
(Jawhari et al., 2002).
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1.1.3.5. Das p44-Protein

Auf das p44-Protein wurde man durch ,Two-Hybrid“-Studien in Hefe aufmerksam, in denen
nach Faktoren gesucht wurde, die an der Initiation der Transkription beteiligt sind (Yoon et
al., 1992).

Das p44-Protein hat eine molekulare Masse von 44 kDa und besitzt im C-terminalen Bereich
eine Zystein-reiche Domane, die einen RING-Finger- und ein C4-Zink-Finger-Motiv ausbildet
(Tremeau-Bravard et al., 2001; Fribourg et al., 2000; Humbert et al., 1994). Beide Motive
sind zur Aufrechterhaltung der TFIIH-Architektur erforderlich (Tremeau-Bravard et al., 2001).
Doppelmutationen im RING-Finger-Motiv erlauben zwar die Bildung der ersten
Phosphodiesterbriicke, verhindern aber die Ablésung vom Promotor, wahrend Mutationen in
der Zink-Finger-Region die Verbindung des p44-Proteins mit dem TFIlIH-Kern verhindern
(Tremeau-Bravard et al., 2001). Der N-terminale Bereich des p44-Proteins interagiert
aullerdem mit dem XPD-Protein und stimuliert seine Helikaseaktivitat (Seroz et al., 2000;
Coin et al., 1998a; Coin et al., 1998b). In eukaryontischen Genomen liegt das p44-Proteins in
zwei Kopien vor, zwischen denen bis heute aber keine funktionellen Unterschiede festgestellt

wurden (Burglen et al., 1997).

1.1.3.6. Das p34-Protein

Das p34-Protein hat eine molekulare Masse von 34 kDa und besitzt wie das p44-Protein eine
Zink-Finger-Domane (Humbert et al., 1994). Auch das p34-Protein kann durch die Kinase
CDC2/Zyklin B phosphoryliert werden, wodurch die CTD-Kinase- und Transkriptionsaktivitat
des TFIIH-Komplexes inhibiert werden (Long et al., 1998).

1.1.3.7. Das Tfb5/TTD-A-Protein

Das Tfb5/TTD-A Protein wurde im Jahr 2004 unabhangig von zwei Gruppen als Bestandteil
des TFIIH-Komplexes identifiziert (Ranish et al., 2004; Giglia-Mari et al., 2004). Es hat eine
molekulare Masse von 8 kDa und ist in Hefezellen fur die Translokation des TFIIH-
Komplexes zum Promoter und in vitro fir eine effiziente Transkription erforderlich (Ranish et
al., 2004). Hefezellen mit genetischer Deletion des Tfb5/TTD-A-Gens haben eine reduzierte
Wachstumsrate und sind, wie viele andere Stdmme mit Mutationen in Genen des TFIIH-
Komplexes, UV-sensitiv (Ranish et al., 2004). Detaillierten Analysen zufolge ist das Tfb5-
Protein auch in menschlichen Zellen an der DNA-Reparatur nach UV-Schadigung beteiligt
und wurde an Schaden lokalisiert (Ubersichtsartikel: Cleaver, 2005). Mutationen im Tfb5-Gen
I6sen die A-Form von TTD aus (Giglia-Mari et al., 2004). In menschlichen Zellen beeinflusst
Tfb5/TTD-A aulerdem die Gesamtmenge an TFIIH. Eine Uberexpression von Tfb5/TTD-A
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fuhrt zu einer Zunahme an intrazellularem TFIIH (Giglia-Mari et al., 2004), wohingegen
Zellen aus Patienten mit TTD-A im Vergleich zu Zellen ohne Mutationen im Tfb5/TTD-A-Gen
einen geringeren Gehalt an TFIIH aufweisen (Botta et al., 2002; Vermeulen et al., 2000).

1.1.3.8. Das Cdk7-Protein (MO15)

Das Cdk7-Protein ist eine Zyklin-abhangige Kinase mit einer molekularen Masse von 40
kDa. Es wurde urspriinglich in Extrakten aus Xenopus leavis - Zellen als negativer Regulator
der Oozyten-Reifung identifiziert (Shuttleworth et al., 1990) und spater in mehreren
Organismen als Untereinheit des CAK-Komplexes beschrieben (Keogh et al, 2002;
Larochelle et al., 1998; Buck et al., 1995; Damagnez et al., 1995; Tassan et al., 1994;
Darbon et al., 1994; Williams et al., 1994; Wu et al., 1994; Fisher und Morgan, 1994;
Matsuoka et al., 1994; Fesquet et al., 1993; Poon et al., 1993; Solomon et al., 1993).

Das Cdk7-Protein besitzt die typischen Charakteristika einer Zyklin-abhangigen Kinase. Es
bindet seinen Zyklin-Partner Zyklin H mittels der NRTALRE-Konsensus-Sequenz (Ubersicht
in: Nigg, 1996) und besitzt in der T-Schleife ein aktivierendes Threonin. Das Cdk7-Protein
besitzt allerdings, im Gegensatz zu anderen Cdk-Proteinen, nicht eine sondern zwei
phosphorylierbare Aminosauren in der T-Schleife (Serin 170 und Threonin 176; Larochelle et
al., 2001; Martinez et al., 1997). Aulderdem enthalt das Cdk7-Protein zwdlf Cdk-spezifische
Kinasedoméanen und eine ATP-Bindestelle des Typs GXGKT (Ubersicht in: Shuttleworth,
1995).

Im Unterschied zu anderen Cdk-Proteinen kann das Cdk7-Protein nicht nur Uber
Autophosphorylierung der T-Schleife sondern auch durch die Bindung an das MAT1-Protein
oder Uber das XPD-Protein aktiviert werden (Chen et al., 2003; Tassan et al., 1995;
Ubersicht in: Nigg, 1996). UV-Bestrahlung hingegen reduziert die Cdk-7-Kinaseaktivitat des
mit dem TFIlIH-Kern verbundenen CAK, wogegen freier CAK die Kinaseaktivitat behalt
(Adamczewski et al., 1996). Als Bestandteil des TFIIH-Komplexes phosphoryliert das Cdk7-
Protein praferenziell das Serin an Position flinf des Heptapeptids YSPTSPS der CTD der
RNA Pol Il, TFIIE, TFIIF, das TBP sowie verschiedene nukleare Rezeptoren (RARa, ERa)
und Transkriptionsfaktoren (p53, Oct1; Lu et al., 1997; Ko et al., 1997; Makela et al., 1995;
Lu et al., 1992, Ubersicht in: Kaldis, 1999).

In vitro ist die Kinaseaktivitdt des Cdk7-Proteins flr die Transkription einiger Promotoren
entbehrlich (zum Beispiel fur Ad-MLP; Tirode et al., 1999; Akoulitchev et al., 1995; Makela et
al., 1995), fir andere aber essentiell (zum Beispiel fir DHFR; Schwartz et al., 2003;
Akoulitchev et al., 1995). Fur die NER ist die Kinaseaktivitat in vitro vernachlassigbar und
mitunter sogar hinderlich (Araujo et al., 2000).

Der nicht an den TFIlIH-Kern gebundene freie CAK-Komplex ist Uberwiegend im Zellzyklus
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aktiv, wo das Cdk7-Protein andere Cdk-Proteine wie Cdk1/Zyklin B, Cdk4/Zyklin D,
Cdk6/Zyklin D und Cdk2/Zyklin A phosphoryliert (Chen et al., 2003; Kaldis und Solomon,
2000; Diehl und Sherr, 1997; Rossignol et al., 1997; Yankulov und Bentley, 1997; Ubersicht
in: Egly, 2001; Kaldis, 1999; Nigg, 1996). Wahrend der Mitose wird das Cdk7-Protein durch
Cdc2/Zyklin B phosphoryliert und so die transkriptionelle Aktivitat von TFIIH ausgeschaltet
(Akoulitchev und Reinberg, 1998; Long et al., 1998). Der freie CAK-Komplex ist hingegen
wahrend des gesamten Zellzyklus aktiv (Bartkova et al., 1996; Tassan et al., 1994; Darbon et
al., 1994).

1.1.3.9. Das Zyklin H-Protein

Das Zyklin H-Protein ist der Zyklin-Partner des Cdk7-Proteins. Es hat eine molekulare Masse
von 38 kDa und besitzt eine zentrale Zyklin-Box, die aus der Wiederholung eines Bereichs
von funf a-Helizes besteht. Diese Zyklin-Box interagiert mit dem Cdk7-Protein und ist fur die
Funktionalitdt des CAK-Komplexes erforderlich (Andersen et al., 1997; Andersen et al.,
1996). Anders als mitotische Zyklin-Proteine wird das Zyklin H-Protein konstitutiv exprimiert
(Tassan et al., 1994). Die Funktionalitat eines Zyklin-Proteins wird Uberwiegend Uber
Phosphorylierung reguliert. So kann das Zyklin H-Protein zum Beispiel durch die Kinasen
CK2 oder Cdk8/Zyklin C phosphoryliert werden. Diese Phosphorylierungen haben direkte
Auswirkungen auf die Kinaseaktivitat des CAK (Schneider et al., 2002; Akoulitchev et al.,
2000).

1.1.3.10. Das MAT1-Protein

Das 32 kDa-Protein MAT1 bindet die Proteine Cdk7 und Zyklin H mit seinem C-terminalen
Bereich. Diese Wechselwirkung stabilisiert den Komplex, aktiviert die Kinaseaktivitat und
reguliert die Substratspezifitat des Cdk7-Proteins (Busso et al., 2000, Rossignol et al., 1997;
Yankulov und Bentley, 1997; Devault et al., 1995; Fisher et al., 1995; Tassan et al., 1995).
Im mittleren Teil des MAT1-Proteins befindet sich ein coiled-coil Motiv, welches mit den
Helikasen XPB und XPD interagiert und so mdglicherweise zur Verankerung des CAK-
Komplexes am TFlIH-Kern beitragt (Busso et al., 2000). Im N-terminalen Bereich besitzt das
MAT1-Protein einen Zink-Finger oder RING-Finger. Dieser Bereich ist fur die
Transkriptionsaktivitdt bedeutend, fir die Bildung des terndren CAK-Komplexes aber
vernachlassigbar (Busso et al., 2000; Gervais et al., 2001; Tassan et al, 1995).

Das MAT1-Protein bleibt in allen Stadien des Zellzyklus mit dem Cdk7- und dem Zyklin H-

Protein assoziiert (Tassan et al, 1995).
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1.1.4. Funktionen von TFIIH

Der TFIIH-Komplex ist ein Paradebeispiel flr eine multifunktionelle Zellkomponente. Man
weild heute, dass er in mindestens vier wichtige zellulare Prozesse involviert ist (Abbildung

1.3), n@mlich in

o die RNA Polymerase | vermittelte Transkription
o die RNA Polymerase Il vermittelte Transkription
e die Regulation des Zellzyklus

¢ und die DNA-Reparatur.

1.1.4.1. Die RNA Polymerase | (RNA Pol I) vermittelte Transkription

Eine eukaryontische Zelle enthalt 100 oder mehr tandemartige Wiederholungen der Gene,
fur ribosomale RNA (rRNA) die Uberwiegend im Bereich des Nukleolus organisiert sind.
Diese rRNA-Gene werden im Nukleolus von der RNA Pol | mit hoher Effizienz transkribiert,
prozessiert und zu ribosomalen Einheiten zusammengesetzt (Ubersicht in: Bohmann et al.,
1995; Scheer und Weisenberger, 1994). Eine standardisierte rDNA-Transkriptionseinheit
beinhaltet die Vorstufen der 18S, 28S und 5,8S rRNAs sowie alle wichtigen
Regulatorelemente wie den rDNA-Promotor, Enhancer, Spacer-Promotoren, einen
Replikationsursprung, Transkriptionsterminatoren und eine Replikationsgabel-Barriere,
welche die Replikationsgabel vor einer Kollision mit der transkribierenden RNA Pol | wahrend
der S-Phase schiitzt (Ubersicht in: Grummt, 2003). Das RNA Pol | Holoenzym besteht aus
der Polymerase und dem TIF-IB-SL1-Komplex, der wiederum aus dem TBP und drei RNA
Pol I-spezifischen TBP-assoziierten Faktoren (TAFs) aufgebaut ist (Ubersicht in: Grummt,
1999).

In den Nukleoli wurde eine nicht unbedeutende Menge des TFIIH-Komplexes detektiert und
es wurde nachgewiesen, dass der TFIIH-Komplex an Orten aktiver rDNA-Transkription zu
finden ist (Hoogstraten et al., 2002). Weiterhin zeigten biochemische Fraktionierung und Ko-
Immunprazipitationen, dass TFIIH mit einer Sub-Population der RNA Pol | und des TIF-IB-
SL1-Faktors assoziiert und dass diese Interaktion flr die RNA Pol I-abhangige Transkription
notwendig ist (Iben et al., 2002; Ubersicht in: Zurita und Merino, 2003). Die Funktion, die
TFIIH bei der RNA Pol I-abhangigen Transkription innehat, ist noch nicht naher
charakterisiert. Allerdings gibt es Hinweise, dass die Initiation der RNA Pol I-vermittelten
Transkription TFIIH-unabhangig erfolgt. Jedoch scheint TFIIH flr einen spateren Schritt der
Transkription (Ablésung vom Promotor, Elongation oder Re-Initiation) gebraucht zu werden
(Iben et al., 2002).

10
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1.1.4.2. Die RNA Polymerase Il (RNA Pol Il) vermittelte Transkription

In Bakterien ist der o-Faktor allein ausreichend, um die Polymerase durch die verschiedenen
Stadien der Transkription zu flhren. In Eukaryonten hingegen wird dazu eine Vielzahl von
Proteinen bendtigt. Allein zur Initiation der eukaryontischen Transkription werden neben RNA
Pol Il sechs generelle Transkriptionsfaktoren (TFII-A, -B, -D, -E, -F und —H) gebraucht. Diese
Faktoren bilden am Promotor zusammen mit RNA Pol Il den Pra-Initiationskomplex (PIC;
Ubersicht in: Reese, 2003; Warren, 2002; Hampsey und Reinberg, 1999; Roeder, 1996;
Orphanides et al., 1996; Conaway und Conaway, 1993).

Die Initiation der Transkription beginnt mit der Erkennung des Promotors durch TFIID, einem
Multiproteinkomplex aus dem TBP-Protein und mindestens 14 assoziierten Faktoren
(Abbildung 1.3, Chalkley und Verrijzer, 1999; Ubersicht in: Albright und Tijan, 2000; Green,
2000). Die Bindung von TFIID verursacht eine Krimmung der DNA-Doppelhelix und bildet
eine Plattform, wodurch die Assoziation weiterer Faktoren ermdglicht wird (Nikolov und
Burley, 1997; Ubersicht in: Burley und Roeder, 1996). Der erste Transkriptionsfaktor, der an
den TFIID/DNA-Komplex bindet, ist TFIIA. Obwohl in vitro nicht zwingend notwendig,
stabilisiert er in vivo den TFIID/DNA-Komplex durch Interaktion mit DNA-Sequenzen 5’ von
der TATA-Box (Ubersicht in: Orphanides et al., 1996). Als nachster Faktor wird TFIIB
rekrutiert, der mit dem C-Terminus von TBP sowie mit DNA-Sequenzen 3’ und 5 vom
Promoter interagiert (Lagrange et al., 1998; Nikolov et al., 1995). TFIIB ist essentiell fur die
Erkennung der +1 Position und bestimmt die Richtung der Transkription (Zhang et al., 2002;
Tsai und Sigler, 2000). An den Komplex aus Promoter, TFIID, TFIIA und TFIIB binden RNA
Pol Il und TFIIF. Die RNA Pol Il besteht aus 12 Polypeptiden. Die grof3te Untereinheit, Rpb1,
enthalt die katalytische RNA-Syntheseaktivitat und eine C-terminale Domane (CTD) mit einer
Spezies-spezifischen Anzahl an Wiederholungen des Heptapeptids YSPTSPS, welches im
Verlauf der Transkriptionsinitiation phosphoryliert wird (Allison et al., 1985). Die menschliche
RNA Pol Il weist zum Beispiel 52 Wiederholungen auf, wahrend die CTD von Drosophila 42
und die CTD von Hefen 25 Wiederholungen enthalt (Ubersicht in: Kobor und Greenblatt,
2002). In den PIC kann grundsatzlich nur die unphosphorylierte Form der RNA Pol I
aufgenommen werden (Laybourn und Dahmus, 1989; Cadena und Dahmus, 1987; Ubersicht
in: Dahmus, 1996). Der nachste Faktor der sich an den PIC anlagert ist TFIIF. TFIIF besteht
aus zwei 30 und zwei 74 kDa grol3en Untereinheiten. Der TFIIF-Komplex interagiert mit dem
DNA-Doppelstrang zwischen der TATA-Box und der Startsequenz (Robert et al., 1998;
Coulombe et al., 1994). Dartber hinaus fordert die Interaktion von TFIIF und dem TBP-
Protein die Rekrutierung von TFIIE (Orphanides et al., 1996), einem Komplex aus zwei 56
kDa- und zwei 34 kDa-groRen Untereinheiten, welcher mit der DNA 5’ von der Startsequenz
interagiert (Yokomori et al., 1998; Maxon und Tjian, 1994) und die Anlagerung von TFIIH

ermdglicht (Maxon et al., 1994), dem einzigen basalen Transkriptionsfaktor mit ATP-
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hydrolysierender Aktivitat (Ubersicht in: Coin und Egly, 1998; Svejstrup et al., 1996). Die
Helikase XPB des TFIIH-Komplexes 6ffnet die DNA-Doppelhelix in einem ATP-abhangigen
Schritt von Position -9 bis +2, wonach die RNA Pol II die erste Phosphodiesterbindung
bilden kann (Douziech et al., 2000; Yan und Gralla, 1997; Hwang et al., 1996; Hawley und
Roeder, 1987). Stimuliert durch TFIIE phosphoryliert das Cdk7-Protein das Serin an Position
Finf der Heptapeptidsequenz in der CTD der RNA Pol Il (Ramanathan et al., 2001;
Watanabe et al., 2000; Ubersicht in: Riedl und Egly, 2000) und begiinstigt damit die
Transition von der Initiations- zur Elongationsphase der Transkription, moglicherweise durch
Lésen von Protein-Protein Interaktionen innerhalb des PIC (Pinhero et al., 2004; Watanabe
et al., 2003; Watanabe et al., 2000). Zusatzlich phosphoryliert das Cdk7-Protein die basalen
Transkriptionsfaktoren TFIIE und TFIIF (Rossignol et al., 1997; Yankulov und Bentley, 1997,
Ubersicht in Kaldis, 1999).

ATP

TEIE
TRIH
— i dNT

\ .

DNA CTD
Entwindung Phosphorylierung

Abbildung 1.3: Schematische Darstellung der PIC-Bildung bei der eukaryontischen RNA Pol Il
Transkription

Die basalen Transkriptionsfaktoren TFIID, TFIIF, TFIIB, TFIIE und TFIIH assoziieren zusammen mit
der RNA Pol Il mit dem Promoter in einer streng hierarchischen Reihenfolge zur Bildung des PIC. Der
Eintritt von TFIIH ermdglicht die Bildung des offenen Komplexes und mit der Phosphorylierung der
CTD von RNA Pol Il den Ubergang von der Initiations- in die Elongationsphase

Erreicht die RNA Pol Il die Position +4, wird die gedffnete DNA-Struktur stabilisiert und es
wird kein ATP mehr fur ihre Aufrechterhaltung bendtigt. Damit wird die Helikase XPB, was
die Aufrechterhaltung der offenen Struktur angeht, entbehrlich (Holstege et al., 1997).
Vermutlich stimulieren die Proteine XPB und XPD (in Verbindung mit p44) danach die
Freisetzung des Promoters (Tremeau-Bravard et al., 2001; Bradsher et al., 2000; Moreland
et al.,, 1999), was mit einem Wandel von friiher und haufig abortiver zu produktiver RNA-
Synthese einhergeht und den Ubergang von der Initiations- zur Elongationsphase
kennzeichnet. Beim Freisetzen des Promoters 16sen sich zuerst TFIIB und TFIIE aus dem
Komplex und anschlieRend TFIIH. Von den generellen Transkriptionsfaktoren bleibt allein
TFIID wahrend der Elongation mit RNA Pol Il verbunden (Zawel et al., 1995).
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1.1.4.3. Die Regulation des Zellzyklus durch TFIIH

Die Zellteilung erfordert eine strenge Koordination von Duplikation und Segregation aller
zellularen Komponenten. Diese Prozesse verlaufen in den verschiedenen Phasen des
Zellzyklus (G1, S, G2, M), der Ubergang von einer Phase in die nachste wird dabei durch
Aktivierung und Inaktivierung Zyklin-abhangiger Kinasen (Cdks) und ihrer assoziierten
Zyklin-Proteine reguliert (Arellano und Moreno, 1997; Ubersicht in McGowan, 2003). Zykline
sind instabile Proteine, die wahrend des Zellzyklus periodisch synthetisiert und degradiert
werden (Evans et al., 1983; Ubersicht in: Pines, 1995; Sherr, 1994). Zwei Mechanismen
sichern dabei den korrekten Ablauf der Zyklin-Expression: die transkriptionelle Kontrolle der
Zyklin-Synthese (Koch und Nasmyth, 1994) und die Ubiquitin-abhangige Degradation der
Zyklin-Proteine (King et al., 1996; Ubersicht in: Patton et al., 1998; Townsley und Ruderman,
1998). Die Bindung der Zyklin-Proteine an die Cdk-Kinasen ist essentiell fliir deren
Kinaseaktivitat (Ubersicht in: Pines, 1995; Pines, 1994; Marcote et al., 1992) und beeinflusst
vermutlich auch deren Substratspezifitat (Schulman et al., 1998; Peeper et al., 1993).
Wesentlich fir die Aktivierung der Cdk-Proteine ist auflerdem die Phosphorylierung eines
konservierten Threonins in der T-Schleife, welche durch das Cdk7-Protein, der Kinase des
CAK-Komplexes, vorgenommen wird (Nigg, 1995; Valay et al, 1995). Diese
Phosphorylierung wird durch die Bindung der Cdk-Kinase an das Zyklin-Protein begunstigt.
Im Fall des Cdk2-Proteins induziert die Bindung des assoziierten Zyklin-Proteins eine
Konformationsanderung, wobei die T-Schleife von der ,geschlossenen in die ,offene”
Konformation wechselt und das aktivierende Threonin 160 fur den CAK-Komplex zuganglich
wird (Jeffery et al., 1995). Entsprechend der Funktion des CAK-Komplexes bei der
Regulation des Zellzyklus fihrt die Ausschaltung des MAT1-Proteins, einer Untereinheit des
CAK-Komplexes, zu einem G1-Arrest und Apoptose (Wu et al., 2001; Wu et al., 1999). Trotz
dieser bedeutenden Aktivitaten der freien CAK-Untereinheit hinsichtlich der Regulation des

Zellzyklus ist allerdings unklar, ob CAK in Verbindung mit dem TFIlIH-Kern hier aktiv ist.

1.1.4.4. TFIIH und die DNA-Reparatur

Die 3 x 10° Basen des menschlichen Genoms sind téglich intra- und extrazelluldren
Schadstoffen ausgesetzt, die pro Tag circa 25 000 Basen pro Zelle veréandern (Ubersicht in:
Friedberg, 2001). Schadliche Umwelteinflisse wie UV-Licht, Gamma-Strahlung und diverse
genotoxische Chemikalien fuhren zu kovalenten Veranderungen der DNA. Auch wahrend
des normalen zellularen Stoffwechsels werden genotoxische (Neben-)Produkte generiert. So
entstehen bei der oxidativen Atmung oder der Fettsdureoxidation reaktive Sauerstoffderivate
wie Superoxidanionen, Hydroxylradikale und Wasserstoffperoxid (Ubersicht in: Dizdaroglu,

2003; Cadet et al., 1997a). Manche chemischen Bindungen in der DNA tendieren auch zu
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spontaner Dissoziation unter physiologischen Bedingungen. Zum Beispiel hinterlasst die
Hydrolyse von Nukleotiden abasische Licken und die spontane oder induzierte
Deaminierung von Zytosin, Adenin, Guanin oder 5-Methylzytosin fuhrt zur Bildung
ungewodhnlicher Basen in der DNA wie Urazil, Hypoxanthin oder Xanthin (Lindahl und Wood,
1999). In Gegenwart dieser und ahnlicher DNA-Schaden werden Reparatursysteme aktiviert
und DNA-betreffende metabolische Prozesse, wie Transkription und Replikation, gestoppt.
Sind die Schaden irreversibel oder die Reparatur fehlerhaft, kann dies zu einer Etablierung
genetischer Krankheiten, zu friihzeitiger Zellalterung, zu Apoptose oder zu Krebsentwicklung
fuhren (Ubersicht in: Hoeijmakers, 2001). Abhéngig von der Art des DNA-Schadens werden

in eukaryontischen Zellen vier verschiedene Reparatursysteme aktiviert:

o die Mismatchreparatur
o die Doppelstrangbruchreparatur
o die Basen-Exzisionsreparatur

¢ und die Nukleotid-Exzisionsreparatur.

1.1.4.4.1. Die Mismatchreparatur (MMR)

Die MMR erkennt und repariert Basen-Fehlpaarungen und kleinere Insertionen und
Deletionen, wie sie zum Beispiel wahrend der Replikation entstehen (Ubersicht in: Aquilina
und Bignami, 2001; Kolodner und Marsischky, 1999). Die Enzyme der MMR kdnnen dabei
zwischen dem korrekten Nukleotid des Matrizenstranges und dem falschen Nukleotid im
neusynthetisierten Strang unterscheiden. Defekte in der MMR erhdhen die Mutationsrate
erheblich und férdern damit die Krebsentstehung. Erblich-bedingter kolorektaler Krebs sowie
eine Vielzahl vereinzelt auftretender Krebsarten wie zum Beispiel der Eierstocke oder des
Gastrointestinaltraktes entstehen haufig durch instabile Mikrosatelliten-Sequenzen die durch
die Wiederholung von Dinukleotiden aufgrund von Defekten in der MMR zustande kommen
(Ubersicht in: Aquilina und Bignami, 2001; Jiricny und Nystrom-Lahti, 2000).

1.1.4.4.2. Die Doppelstrangbruchreparatur (DSBR)

Doppelstrangbriiche entstehen durch Einwirkung ionisierender Strahlung, durch freie
Radikale und wahrend der Replikation aus einem Einzelstrangbruch. Zur DSBR werden zwei
Hauptreparaturwege herangezogen, die homologe Rekombination (HR) und die nicht-
homologe Verkniipfung der Enden (NHEJ; Ubersicht in: Pfeiffer et al., 2004; Khanna und
Jackson, 2001). HR ist dabei in der spaten S- und G2-Phase der vorherrschende

Reparaturweg, wenn die DNA bereits repliziert ist und eine Kopie als Vorlage zur Verfligung
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steht, wahrend das fehlerbehaftete NHEJ vor allem in der G1- und friihen S-Phase des
Zellzyklus aktiviert wird (Takata et al., 1998).

Ataxia telangiectasia (AT) und das Nijmegen Breakage Syndrom (NBS) sind die am besten
charakterisierten Krankheiten, die auf Defekte in der DSBR zuriick gehen (Ubersicht in:
Chun und Gatti, 2004; van Gent et al.,, 2001). AT wird durch Mutation des an der DSBR
beteiligten Enzyms ATM (ataxia telangiectasia mutated) hervorgerufen, wahrend NBS auf
Mutationen in den Proteinen Nibrin1 (NBS1) oder MRE11, die beide ebenfalls an der DSBR
partizipieren, zuriick geht (Ubersicht in: Chun und Gatti, 2004; van Gent et al., 2001).

1.1.4.4.3. Die Basen-Exzisionsreparatur (BER)

Die BER entfernt hauptsachlich Basen mit leichten chemischen Veranderungen wie
Oxidationen, Reduktionen, Deaminierungen und Alkylierungen, aber auch falsch gepaarte
Basen (Ubersicht in: Sancar et al., 2004; Dizdaroglu, 2003). Die veranderte Base wird dabei
durch eine von vielen verschiedenen DNA-Glykosylasen erkannt. Abhangig vom
initialisierenden Schritt erfolgt die Reparatur Uber die Entfernung einer einzelnen Base
(Kurzer Weg) oder uber die Entfernung von 2 — 10 Nukleotiden (Langer Weg; Frosina et al.,
1996).

Wird die veranderte Base von einer Glykosylase/AP Lyase aus dem Deoxyribose-Phosphat-
Ruckgrat herausgelést, welche die Phosphodiesterbriicke 3" von der veranderten Base
aufbricht, so wird die Aktivitat der Endonuklease APE1 erforderlich, die 5° des Schadens
schneidet (Ubersicht in: Sancar et al., 2004). Andere Glykosylasen besitzen selbst
Lyaseaktivitat und koénnen somit das ganze Nukleotid aus dem DNA-Doppelstrang
herauslésen (Ubersicht in: McCullough et al., 1999). In beiden Fallen ersetzt RNA Pol B das
herausgeschnittene Nukleotid und die DNA Ligase lll verbindet die beiden DNA Strange
(Matsumoto und Kim, 1995; Ubersicht in: Sancar et al., 2004; Beard und Wilson, 2000).
Wurde die abasische Stelle von einer hydrolytischen Glykosylase oder durch spontane
Hydrolyse generiert, so erfolgt die Reparatur Ublicherweise Gber den Langen Weg der BER.
Dabei schneidet die Endonuklease APE1 die Phosphodiesterbriicke 5° des DNA-Schadens
und ein Komplex aus RFC/PCNA-RNA Pol &/¢ Ubernimmt die Reparatursynthese, wobei
mehrere Nukleotide polymerisiert werden. Der dadurch entstandene Uberhang wird von der
Endonuklease FEN1 entfernt und die beiden DNA-Strange durch die DNA Ligase |
verbunden (Klungland und Lindahl, 1997; Ubersicht in Sancar et al., 2004).
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1.1.4.4.4. Die Nukleotid-Exzisionsreparatur (NER)

Der vielseitigste Reparaturweg der Zelle ist die NER. Sie entfernt in einem streng regulierten
Multienzymprozess DNA-Schaden wie durch UV-Strahlung hervorgerufene Photoprodukte,
durch Chemikalien wie polyzyklische aromatische Hydrogenkarbone entstehende unférmige
Basenaddukte oder durch Chemotherapeutika wie Cisplatin induzierte Inter- und
Intrastrangverbindungen (Wang et al.,, 2004a; Wang et al., 2004b, Wang et al., 2003b;
Malina et al., 2002; Monjardet-Bas et al., 2002; Braithwaite et al., 1998; Eastman, 1985;
Ubersicht in: Costa et al., 2003; Geacintov et al., 2002). Dariiber hinaus ist das NER-System
auch an der Entfernung kleinerer Basenschaden, die zum Beispiel durch Alkylierung und
Oxidation entstehen beteiligt (Drablos et al., 2004; Brooks et al., 2000; Satoh et al., 1993
Ubersicht in: Sancar et al., 2004; Rybanska und Pirsel, 2003). Diese Basenschaden werden
zwar Uberwiegend Uber BER repariert, die NER scheint aber bei Ausfall der BER die
Reparatur der Schaden bernehmen zu konnen (Kuipers et al., 2000; Satoh et al., 1993;
Ubersicht in: Satoh und Lindahl, 1994). Defekte in der NER fiihren zu den seltenen
rezessiven Erbkrankheiten XP, TTD und CS (siehe Abschnitt 1.3 der Einleitung).

Das NER-System wird in zwei Zweige unterteilt, die sich in der Art der Schadenserkennung
unterscheiden (Ubersicht in: van Hoffen et al., 2003), namlich in die globale Genomreparatur
(GGR), welche Schaden in nicht-transkribierten Regionen des Genoms repariert und in die
transkriptionsgekoppelte Reparatur (TCR), die Schaden aus aktiv transkribierten Teilen des

Genoms entfernt (Ubersicht in: Mullenders und Berneburg, 2001; Costa et al., 2003).

Die NER ist ein dynamischer Prozess aus verschiedenen aufeinanderfolgenden Schritten.
Bei der GGR erkennt ein Dimer aus den Proteinen XPC und HR23B die geschadigte Struktur
und initiiert die Offnung der Doppelhelix von der Position -3 bis +6 (Abbildung 1.4, Tapias et
al., 2004; Volker et al., 2001; Sugasawa et al., 2001, Sugasawa et al., 1998). Danach wird
der TFIlIH-Komplex an den geschadigten DNA-Bereich rekrutiert. Die TFIIH-Proteine
ersetzen das Dimer XPC/HR23B und bilden die topologische Struktur, die den Eintritt der
Proteine XPA und RPA erlaubt (Tapias et al., 2004). Darliber hinaus 6ffnen die beiden
Helikasen XPB und XPD unter ATP-Verbrauch die DNA-Helix von Position -6 bis +6 (Tapias
et al., 2004; Winkler et al., 2001). Die Gegenwart der Proteine XPA und RPA sowie die
Ankunft der Endonuklease XPG vergroRern den entwundenen DNA-Abschnitt auf die
Position -19 bis +8 (Tapias et al., 2004; Evans et al., 1997a). XPG und XPF/ERCC1, zwei
Endonukleasen mit gegenlaufiger Orientierung, schneiden die geschadigte DNA am 3’- und
5’- Ende des gedffneten DNA-Abschnitts (Sijbers et al., 1996; O'Donnovan et al., 1994),
wodurch das 24 - 32 Nukleotide-lange DNA-Fragment entfernt werden kann. Die
entstandene Lucke wird durch die DNA Polymerasen & und ¢ in einem PCNA (proliferating

cell nuclear antigen)-abhangigen Schritt aufgeflllt (Shivji et al., 1995) und von einer DNA
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Ligase geschlossen (Shivji et al., 1995). In vitro kann diese Funktion von DNA Ligase |
Ubernommen werden (Araujo et al., 2001).

Wie die Rekrutierung der NER-Faktoren im Einzelnen erfolgt ist weitgehend unbekannt.
Bisher konnte nur fiir TFIIH eine direkte Interaktion mit den Proteinen XPC, XPA und XPG
gezeigt werden (Dunand-Sauthier et al., 2004; Araujo et al., 2001; Yokoi et al., 2000; Li et al.,
1998; lyer et al., 1996; Drapkin et al., 1994).

NER Faktor Funktion in NER NER Syndrom
bindet DNA,
XPA Schadenserkennung (?), GGR | XP
und TCR
bindet DNA,
RPA Schadenserkennung (?), -
GGR und TCR
bindet DNA,
XPC/hHR23B Schadenserkennung, XP
nur GGR
TFIIH:

entwindet DNA-Doppelhelix,

XPB, XPD, GGRund TCR

p62, p34, p52, p44

XP, TTD, XP + CS

3" DNA-spezifische

XPG Endonuklease, XP
GGR und TCR
5" DNA-spezifische
XPF/ERCC1 Endonuklease, XP
GGR und TCR

essentiell fir TCR,
CSA/CSB Schadenserkennung, Cs
nicht nétig fur GGR

XPE (UV-DDB) CPD-Erkennung (nur in GGR?) | XP

Tabelle 1.2: Die Faktoren des NER-Systems

In der TCR ist das Entfernen von DNA-Schaden in aktiv transkribierten Genen mit lhrer
Detektion durch die Transkriptionsmaschinerie verknlpft (Mei Kwei et al., 2004; Ubersicht in:
Mullenders und Berneburg, 2001), dadurch erfolgt die Reparatur aktiv transkribierter Gene
schneller als die Reparatur inaktiver Gene (Mellon et al., 1987; Mellon et al., 1986; Bohr et
al., 1986; Bohr et al., 1985). Die TCR bendtigt zusatzlich zu den Proteinen, die auch fir die
globale Genomreparatur (GGR) bendtigt werden, die Proteine CSA und CSB, wogegen das
Dimer XPC/hHR23B fiur die TCR nicht benétigt wird (Tabelle 1.2; Ubersicht in: Costa et al.,
2003; Sancar et al., 2004).
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1. Damage recognition
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3. Strand dual Inclslon
ERCCH / XPF

5. Repaired DNA

Abbildung 1.4: Die Nukleotid-Exzisionsreparatur (NER)
Die NER ist in zwei Pfade unterteilt, die TCR und die GGR. Der Mechanismus der NER ist im Text
erlautert (aus: http://www.rndsystems.com/asp/g_sitebuilder.asp?bodylD=466)
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1.1.4.4.4.1. Die Erkennung von DNA-Schaden in der GGR und das XPC-Protein

Die aktuell wahrscheinlichste Theorie zur Schadenserkennung ist die kooperative
Anlagerung und das kinetische Korrekturlesen (Ubersicht in: Sancar et al., 2004; Sugasawa
et al., 2001). An der Schadenserkennung sind mehrere Faktoren beteiligt, unter anderem die
Proteine XPA und RPA, die ein Dimer bilden (He et al., 1995; Matsuda et al., 1995), welches
an geschadigte DNA binden kann (Janicijevic et al., 2003; Burn et al., 1996; Asahina et al.,
1994). Zwar ist die genaue Funktion des 273 Aminosauren langen XPA-Proteins nicht
eindeutig geklart, nichtsdestoweniger ist es essentiell fir GGR und TCR (Ubersicht in:
Lehmann, 2003) und soll die Rekrutierung von TFIIH unterstlitzen (Nocentini et al., 1997;
Park et al., 1995). Neben dem Dimer aus den Proteinen XPA und RPA ist auch das Dimer
aus den Proteinen XPC und HR23B an der Schadenserkennung beteiligt. Das XPC-Protein
ist ausschlieBlich fiur die GGR notwendig, ohne das XPC-Protein kann die DNA-Helix im
Bereich des Schadens nicht gedffnet werden (Evans et al.,, 1997a; Evans et al., 1997b). Das
XPC-Protein kann bereits wenige Minuten nach UV-Einwirkung an Schadensstellen
lokalisiert werden (Fitch et al., 2003a; Volker et al., 2001). Dabei bindet es besonders gut an
bestimmte Arten von Schaden wie UV-induzierte (6-4)PPs, N-acetyl-2-Aminofluoren Addukte
sowie kinstliche Cholesteryl-Halften (Sugasawa et al., 2001; Kusumoto et al., 2001; Batty et
al., 2000b; Wakasugi und Sancar, 1999; Sugasawa et al., 1998; Ubersicht in Batty und
Wood, 2000a). CPDs hingegen werden vom XPC-Protein nur schlecht erkannt (Sugasawa et
al., 2001), obwohl es auch zur Entfernung dieser Schaden gebraucht wird (Emmert et al.,
2000). Das HR23B-Protein bindet zwar nicht direkt an DNA (Shivji et al., 1994), es stimuliert
jedoch die Aktivitat des XPC-Proteins, moglicherweise indem es seine Stabilitat und/oder
seine Bindung an geschadigte DNA moduliert. Im zellfreien NER-System ist das HR23-
Protein neben dem XPC-Protein flir die Bildung des Inzisionskomplexes erforderlich (You et
al., 2003; Sweder et al., 2002; Lommel et al., 2002; Volker et al., 2001; Sugasawa et al.,
1998; Sugasawa et al., 1996; Masutani et al., 1997; Masutani et al., 1994; Shivji et al., 1994).
Neben dem HR23B-Protein beeinflusst das Protein Zentrin2/Caltrazin1, das die Formierung
der Zentromere reguliert, die Stabilitat des XPC/HR23B-Komplexes (Popescu et al., 2003)
und koppelt méglicherweise die Reparatur an die Zellteilung (Araki et al., 2001). Aufgrund
der groflen Bandbreite an DNA-Schaden, die durch die NER repariert werden, ist es
unwahrscheinlich, dass die Proteine des NER-Systems die spezifischen chemischen
Gruppen der DNA-Schaden erkennen. Darlber hinaus reicht die Fahigkeit der Dimere aus
den Proteinen XPA und RPA beziehungsweise XPC und HR23B, zwischen geschadigter und
intakter DNA zu unterscheiden, nicht flir die beobachtete Spezifitat in vivo aus (Ubersicht in:
Thoma und Vasquez, 2003). Deshalb ist es wahrscheinlicher, dass Veranderungen der
Helixstruktur rezipiert werden (Ubersicht in: Sancar et al., 2004). Die Spexzifitdt in der

Schadenserkennung wird dabei vermutlich durch das Zusammenspiel der Proteine XPA,
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RPA, XPC, HR23B und eventuell weiterer Faktoren erreicht. Fiir diese Annahme spricht,
dass die moderate Spezifitdt der Schadenserkennung durch kooperatives Binden der drei
Proteine XPC, XPA und RPA sowie durch die kinetische Korrekturlesefunktion von TFIIH
erhdht wird.

XPC:
2820 bp, 940 A5, 125 kDa

M-terminales Bp 2226 C-terminales
Ende As 742 Ende
Bip 1821
Bp 14858 el
A Bp 2448 Bp 2820
Bp 2202 p n
St e AS B16 AS 940

N

Abbildung 1.5: Die Domanen des XPC-Proteins nach Uchida et al., 2002

Das native XPC-Protein hat eine Lange von 940 AS. Die Arbeitsgruppe von Fumio Hanaoka
lokalisierte die HR23b-Bindedoméane zwischen den AS 496 — 734 und DNA-Bindedoméane zwischen
den AS 607 — 742. Die Interaktion mit TFIIH wurde fir die Region zwischen AS 816 und 940
postuliert.

AS= Aminosaure, Bp = Basenpaar

Durch das XPC-Protein und mdglicherweise die Proteine XPA und RPA wird der TFIIH-
Komplex zum Schaden rekrutiert, der Reparaturkomplex wird formiert und etwa 20
Basenpaare der DNA-Doppelhelix werden entwunden (Ubersicht in Sancar et al., 2004). Die
C-terminale Doméane des XPC-Proteins (AS 815-940) interagiert dabei mit den Proteinen
XPB und p62 des TFlIH-Komplexes (Abbildung 1.5; Uchida et al., 2002; Yokoi et al., 2000)
und ist damit moglicherweise mal3geblich an der Rekrutierung von TFIIH zur Schadensstelle
beteiligt. Findet der Aufbau des Komplexes an einem unbeschadigten DNA-Abschnitt statt,
fuhrt die kinetische Korrekturlesefunktion von TFIIH zum Zerfall des Reparaturkomplexes
(Ubersicht in: Sancar et al., 2004). Durch diese Korrekturfunktion werden unspezifische
Produkte bei jedem Schritt der Reaktion entsorgt. Dies verlangsamt die Reaktion zwar, bringt
die Rate der spezifischen Reaktionen aber auf ein physiologisch akzeptables Mafl} (Hopfield,
1974).

Neben der Kooperativitat der beteiligten Proteine kdnnte die Spezifitdt durch Einbindung
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weiterer zelluldrer Faktoren beeinflusst werden. Eine Rolle als Hilfsfaktor zur Erkennung von
CPDs wurde bereits flir das DDB-Protein (Damaged DNA-binding protein, XPE) postuliert
(Fitch et al., 2003b). DDB ist ein Heterodimer aus den Proteinen p127 und p48 (Keeney et
al., 1993). Mutationen im p48-Protein fihren zu XP der Gruppe E (Nichols et al., 1996;
Ubersicht in Lehmann, 2003). DDB hat eine sehr hohe Affinitat zu geschadigter DNA
(Fujiwara et al., 1999; Kazantsev et al., 1996; Ubersicht in: Tang und Chu, 2002),
akkumuliert in vivo unabhangig vom XPC-Protein an CPDs und stimuliert deren Reparatur,
obwohl es in vitro nicht fiir die NER benétigt wird (Fitch et al., 2003a; Wakasugi et al., 2002;
Wakasugi et al., 2001; Volker et al., 2001; Araujo et al., 2000; Aboussekhra et al., 1995).

Die Transkription des p48-Gens wird durch das p53-Protein reguliert (Hwang et al., 1999).
Diese Tatsache erklart auch, warum der Phanotyp von XP Gruppe E-Zellen dem Phanotyp
von p53-defizienten Zellen ahnelt, die gleichfalls eine selektive Reduktion der Reparatur von
CPDs aber nicht von (6-4)PPs zeigen (Hwang et al., 1999).

1.1.5. Proteininteraktionen von TFIIH

Bis heute wurde eine Vielzahl von Wechselwirkungen des TFIIH-Komplexes mit
verschiedenen anderen Zellkomponenten wie Proteinen, DNA und sogar RNA beschrieben.
So interagiert TFIIH mit verschiedenen Transkriptionsfaktoren, einschliellich EBNAZ2
(Epstein Barr nukleares Antigen 2; Tong et al.,, 1995), HBX (Hepatitis B Virus X Protein;
Qadri et al., 1995), VP16 (Virion Protein 16 von Herpes Simplex; Xiao et al., 1994), FIR (Far
upstream element Bindeprotein Interaktionsrepressor; Liu et al., 2001; Liu et al., 2000),
E2F1, Thyroid-Hormon-Rezeptor (Liu et al., 2004), Tat (Blau et al., 1996; Qadri et al., 1996;
Xiao et al., 1994) und p53. Die Wechselwirkung mit dem p53-Protein ist dabei besonders
interessant, da sie wechselseitig verlauft und nicht auf die Regulation der Transkription
beschrankt ist. Das p53-Protein ist eine zentrale Komponente des Stress-induzierten Weges,
der Uber Leben oder Tod der Zelle zum Beispiel nach UV-Schadigung entscheidet.
Interessanterweise hangt die Entscheidung der Zelle von der Gegenwart des XPD-Proteins
ab. Die p53-induzierte Apoptose ist in XPD-defizienten Zellen verzégert und reduziert
(Robles et al., 1999; Wang et al., 1996), was zur Vermutung fihrt, dass der TFIIH-Komplex
an der p53-vermittelten Apoptose beteiligt ist. Neben der Regulation seiner Aktivitat durch
das XPD-Protein moduliert das p53-Protein seinerseits die Aktivitat von TFIIH, indem es die
Aktivitat der beiden Helikasen XPB und XPD hemmt (Leveillard et al., 1996; Wang et al.,
1995b; Ubersicht in: Frit et al., 1999). Interessanterweise inhibieren mutierte Varianten des
p53-Proteins, wie sie aus Tumoren isoliert wurden, die Helikaseaktivitat dabei oft weniger

effizient (Leveillard et al., 1996). Daruber hinaus stimuliert das p53-Protein die Transkription
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der NER-Proteine DDB2 und XPC (Adimoolam und Ford, 2002; Ubersicht in: Adimoolam und
Ford, 2003) und reguliert sowohl die Rekrutierung des XPC-Proteins und des TFIIH-
Komplexes an den Schadensort als auch die Kinaseaktivitat des CAK (Wang et al., 2003a;
Schneider et al., 1998).

Untereinheiten des TFIlIH-Komplexes assoziieren aulerdem mit den NER-Proteinen XPC,
XPA und XPG sowie mit dem SUG1-Protein, einer Untereinheit des 26S Proteasoms
(Weeda et al., 1997). Ob eine Verbindung zwischen dem TFIlIH-Komplex und der zelluldren
Proteindegradationsmaschinerie besteht, bleibt allerdings unklar.

TFIIH assoziiert aulierdem mit der ,U1 small nuclear* RNA-Komponente des SpleilRosoms,
welche die Bildung der ersten Phosphodiesterbindung durch die RNA Pol Il in vitro stimuliert
(Kwek et al., 2002; Ubersicht in: Zurita und Merino, 2003).

1.2. UV-Strahlung und die Bildung von Photoprodukten

Die energiereichste Komponente der Sonnenstrahlung, welche die Erdoberflache in
gréfterem Umfang erreicht, ist die UVB-Strahlung (280—-315 nm). Sie flhrt zu Veranderungen
in der DNA, die ein hohes biologisches Gefahrenpotenzial mitbringen, wie das
Mutationsspektrum von NER-defizienten UV-bestrahlten Nagetierzellen und von
Hauttumoren zeigt (Sage et al., 1996; Nakazawa et al., 1994; Dumaz et al., 1993).

Ist eine Epidermiszelle starker UV-Strahlung ausgesetzt, sind bis zu 40 000 DNA-Schaden
pro Stunde nachweisbar (Ubersicht in: Ura und Hayes, 2002). Wahrend in der Forschung die
UV-Strahlung in J/m? gemessen wird, wird fiir die Information der Bevélkerung eine besser
verstandliche Gréle verwendet, der UV-Index. Dieser Index ist ein Mal fur den
Tageshochstwert an sonnenbrandwirksamer UV-Strahlung. Der Index reicht von 0 — 12. In
Deutschland liegen die hochsten gemessenen Werte etwa bei 8, weltweit werden Werte bis
12 erreicht (http://www.m-ww.de/enzyklopaedie/strahlen-medizin/uv_strahlung.html). 50 J/m?
entsprechen etwa einem UV-Index von 1. Fur experimentelle Arbeiten wird haufig UVC-
Strahlung (200 — 280 nm) verwendet, obwohl diese im biologischen Sinn weniger relevant
ist, da sie normalerweise von der Ozonschicht absorbiert wird. Photochemische Reaktionen
verlaufen bei dieser Wellenlange jedoch wesentlich effizienter (2 bis 10 mal mehr Schaden in
10° Basen pro J/m?), weil sie besser mit dem Absorptionsmaximum der DNA, das bei 260
nm liegt, Ubereinstimmen (Ravanat et al., 2001; Perdiz et al., 2000, Jen et al., 1997; Mitchell
etal., 1991).

Die schadlichen Auswirkungen der UVB- und UVC-Strahlung gehen hauptsachlich auf die
Bildung von dimeren Pyrimidin-Photoprodukten zurlick. Die haufigsten Photoprodukte sind
dabei CPDs, die aus einer (2+2) Zykloaddition der C5-C6-Doppelbindungen benachbarter
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Pyrimidinbasen entstehen (Abbildung 1.6). Entsprechend sind zwei benachbarte
Pyrimidinreste nach Einwirkung von UVB- oder UVC-Strahlung als bevorzugte Orte der
Bildung von Photoprodukten anzusehen und die Prasenz von CC- oder TT- Mutationen kann
deshalb als Anzeichen fir die Einwirkung von UVB/C Strahlung gewertet werden (Hussein,
2005; Ikehata et al., 2003; Nakazawa et al., 1994; Dumaz et al., 1993; Ubersicht in: Ravanat
et al., 2001). Insgesamt sind TT- und TC-Dimere eine Grolkenordnung photoreaktiver als CT-
und CC-Dimere. Die durchschnittliche Bildungsrate dieses Schadens liegt bei 10’ Basen pro
Jim? UVB-Strahlung (Perdiz et al., 2000; Kielbassa et al., 1997; Mitchell et al., 1991), wobei
die relative Bildungsrate fir (6-4)PPs und CPDs jeder Dipyrimidinstelle verschieden ist
(Ubersicht in: Ravanat et al., 2001).

N D &
balrodet ose il

mms- ant trms —5\11

Abbildung 1.6: Bildung von Thymin CPDs.
Im Kasten rechts sind die verschiedenen Stereoisomere abgebildet (aus: Ravanat et al., 2001)

Zwei bis acht mal seltener als CPDs werden (6-4)PPs gebildet (Perdiz et al., 2000; Mitchell
et al., 1990). Sie gehen aus einer (2+2) Zykloaddition der C5-C6-Doppelbindung eines 5'-
Pyrimidins und der C4 Karbonyl-Gruppe eines 3’-Pyrimidins hervor. Dabei entsteht als
instabiles Zwischenprodukt Oxetan (wenn die 3-Base ein Thymin ist) oder Azetidin (wenn
die 3'-Base ein Zytosin ist) (Abbildung 1.7), welches spontan in ein (6-4)PP umgewandelt
wird (Ubersicht in: Ravanat et al., 2001). (6-4)PPs induzieren eine starkere Verdrehung der
Helixstruktur als CPDs und werden deshalb leichter erkannt und bis zu funfmal schneller
repariert (Reardon und Sancar, 2003; Ubersicht in: Dip et al., 2004; Mitchell und Nairn,
1989).

SchlieBlich kann die DNA-Base Zytosin nach UV-Einwirkung durch eine
Photohydrationsreaktion zu 6-hydroxy-5,6-dihydrozytosin (Zytosin-Photohydrat)
umgewandelt werden (Wierzchowski und Shugar, 1961). Durch Deaminierung entsteht aus

dem Zytosin-Photohydrat Urazil, eine atypische DNA-Base (Boorstein et al., 1990).
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Abbildung 1.7: Bildung und Photoisomerisierung von Thymin (6-4) Photoprodukten
(aus: Ravanat et al., 2001)

Neben den Pyrimidinbasen sind auch Purinbasen photoreaktiv. So kénnen nach UVB-
Bestrahlung zwei Adenine oder aber ein Adenin mit einem benachbarten Thymin
dimerisieren (Zhao und Taylor, 1996a; Koning et al., 1990; Kumar et al., 1987). Allerdings ist
die Anzahl dieser Photoprodukte im Vergleich zu CPDs und 6-4PPs vernachlassigbar gering
(Bowden und Davies, 1997; Sharma und Davies, 1989). Nichtsdestoweniger sind zumindest
die A-T-Addukte mutagen (Zhao und Taylor, 1996b).

Zusatzlich zur Bildung von Dimeren kénnen Basen der DNA durch UV-Strahlung oxidiert
werden (Cadet und Treoule, 1978). Der Oxidation besonders zuganglich ist Guanin, das
dabei zu 8-oxo-7,8-dihydro-2 -deoxyguanosin (8-oxodGuo) umgewandelt wird (Wei et al.,
1997; Zhang et al., 1997; Ubersicht in: Ravanat et al., 2001) Die Bildungsrate liegt dabei bei
einem Schaden pro 10° Basen pro J/m? UVB-Strahlung (Douki et al., 1999; Kielbassa et al.,
1997).

Im Gegensatz zu UVB/UVC-Strahlung induziert UVA-Strahlung (315 — 400 nm) vorwiegend
Photosensibilisierungsreaktionen in der DNA (Cadet et al., 1997b). Dabei werden die
Photonen des UVA-Lichtes von bisher nicht identifizierten endogenen Photosensoren
absorbiert.
Man unterscheidet zwei Arten photooxidativer Reaktionen (Foote, 1991):

o Typ I (ein-Elektron Oxidation oder Hydrogen-Abstraktion)

e Typ Il (Einzel-Sauerstoff Oxidation)

Bei der Typ I-Reaktion sind die DNA-Basen selbst das bevorzugte Ziel, wobei Guanin, die
Base mit dem niedrigsten ionischen Potential, vor Adenin, Thymin, Zytosin und 5-
Methylzytosin oxidiert wird (Melvin et al., 1998). Der Elektronentransfer radikalischer
Kationen in der doppelstrangigen DNA erfolgt dabei von einer Pyrimidin-Base oder von
Adenin zu Guanin (Giese, 2000; Hall et al., 1996).

In der photooxidativen Reaktion des Typs Il entsteht durch Energietransfer vom angeregten
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Photosensor auf molekularen Sauerstoff ein einzelnes Sauerstoffatom ('O,). Da 'O, nur mit
elektronenreichen Molekilen reagiert, ist Guanin der einzig mdgliche Reaktionspartner unter
den vier Basen. Das hauptsachliche Oxidationsprodukt ist 8-oxodGuo, ein bekannter
biochemischer Marker fiir oxidativen Stress (Cadet und Treoule, 1978; Ubersicht in: Ravanat
etal., 2001).

1.3. NER-assoziierte Erkrankungen

Die Konsequenz eines Defekts in einem der NER-Proteine wird offensichtlich in den drei
seltenen, rezessiv vererbten Krankheiten Xeroderma Pigmentosum (XP), Cockayne
Syndrom (CS) und der photosensitiven Form der Trichothiodystrophie (TTD). (Tabelle 1.3;
Ubersicht in: Lehmann, 2003). Die Zuordnung von Patienten zu den verschiedenen
Krankheiten ist jedoch mitunter schwierig, da die Symptome haufig Uberlappen (Ubersicht in:
Lehmann, 2003; Rapin et al., 2000).

. Pradisposition beziiglich . Betroffene zellulare
Krankheit Involvierte Gene
Krebs Prozesse
XP Ja 8 NER, Transkription
) NER (TCR),
CS Nein 2-5
Transkription
TTD Nein 3 NER

Tabelle 1.3: Erbliche Krankheiten, die auf die Inaktivierung von NER Proteinen zuriick gehen.

1.3.1. Xeroderma Pigmentosum

XP-Patienten sind extrem sensitiv gegeniiber Sonnenlicht, zeigen zum Teil schwerwiegende
Hautveranderungen und eine Préadisposition fiir Hautkrebs (Ubersicht in: Lehmann, 2003).
Sie haben haufig eine trockene, pergamentahnliche Haut, die durch Sonnenlicht induzierte
Pigmentveranderungen aufweist. Erster Indikator fur XP ist die Bildung von
Sommersprossen, gefolgt von anderen Pigmentationsstérungen, Elastizitatsverlust und der
Entwicklung von Hautkrebs einschlieRlich Basalzellenkarzinom, Plattenepithelkarzinom und
bésartigem Melanom (Kraemer et al., 1994; Ubersicht in: Bootsma et al., 2002; van Steeg
und Kraemer, 1999; Bootsma et al., 1998; Kraemer et al., 1987). Werden die Patienten von

Geburt an vor Sonnenlicht geschiitzt, treten hingegen keine Veranderungen der Haut auf
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(Ubersicht in: Lehmann, 2003). Bisher wurden sieben Komplementationsgruppen von XP
beschrieben, Xeroderma pigmentosum Gruppe A bis G (XP-A bis XP-G) und XP-variant (XP-
V).

Patienten der XP Gruppen A bis G tragen Mutationen in den Genen XPA bis XPG. Die XP-
Proteine partizipieren alle an der NER (Ubersicht in: Lehmann, 2003; siehe auch Kapitel
1.1.4.4.4 der Einleitung). Schwer betroffene Patienten entwickeln haufig zusatzlich
neurologische Abnormalitaten, welche auf das fortschreitende Absterben von Neuronen
zurtckzufiihren ist, wobei das Alter, mit welchem das Neuronensterben beginnt, variieren
kann (Ubersicht in: Rapin et al., 2000). Interessanterweise sind Patienten mit verandertem
XPC-Protein sowie Mause mit genetischer Deletion des XPC-Gens trotz zum Teil schwerer
Hautveranderungen stets frei von neurologischen Stérungen (Chavanne et al., 2000; Sands
et al.,, 1995). Es ist deshalb davon auszugehen, dass die TCR ausreicht um das
Neuronensterben zu verhindern. Patienten mit Veranderungen im XPA-Protein zeigen
hingegen zusatzlich zu haufig starken Veranderungen der Haut einen fortschreitenden Zerfall
des Zentralnervensystems, der allerdings im Mausmodell nicht reproduziert werden konnte
(van Steeg et al., 2000; Nakane et al., 1995; de Vries et al., 1995; Ubersicht in: Lehmann,
2003).

Besonders bei Patienten mit mutietem XPB- oder XPD-Gen sind die Phanotypen haufig
komplex, mit mutationsspezifischem Auftreten aller beschriecbenen Phanomene. Diese
Komplexitat ist vermutlich auf die Beteiligung der beiden Helikasen an mehreren
Stoffwechselaktivitaten zurtick zu fiihren. Ebenso scheinen die Proteine XPF und XPG in
weitere Prozesse involviert zu sein, denn Veranderungen in diesen Proteinen fuhren
ebenfalls zu vielschichtigen Phanotypen mit unterschiedlicher Auspragung der Merkmale
(Matsumura et al., 1998; Ubersicht in: Lehmann, 2003). Mutationen in den XPE- und XPF-
Genen induzieren hingegen einen meist milden Phanotyp. Mdglicherweise sind diese
Proteine fir die NER nicht absolut notwendig sondern haben méglicherweise einen eher
stimulierenden Charakter (Ubersicht in: Lehmann, 2003). Bei XP-Patienten der Gruppe E,
deren Zellen Veranderungen in der DDB-Untereinheit p48 tragen, ist die NER-Aktivitat nur
um etwa 50% reduziert. (Rapic-Otrin et al., 2003). Entsprechend zeigen XP-Patienten der
Gruppe E nur leichte Hautveranderungen, keine neurologischen Veranderungen sowie eine
spate Tumorentwicklung. Trotz dieser eher milden Beeintrachtigungen sind Mutationen im
XPE-Gen erstaunlich selten (Ubersicht in: Lehmann, 2003).

Im Gegensatz zu Zellen von Patienten der Gruppen XP-A bis XP-G ist bei Zellen von
Patienten der Gruppe XP-V die NER nicht beeintrachtigt. In den Zellen dieser Patienten
liegen jedoch Mutationen in DNA Pol n vor (Masutani et al., 1999; Johnson et al., 1999;
Ubersicht in: Gratchev et al., 2003). DNA Pol n repliziert UV-geschadigte DNA (iber die

induzierten Schaden hinweg (Translasionssynthese; Ubersicht in: Kannouche und Stary,
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2003). Zellen mit mutierter Pol n sind deshalb nicht in der Lage, durch UV-Licht geschadigte
DNA zu replizieren (Masutani et al., 1999; Ubersicht in: Gratchev et al., 2003).

Alle bisher identifizierten XP-auslosenden Mutationen wurden in einer Datenbank

zusammengefasst (http://xpmutations.org).

1.3.2. Cockayne Syndrom (CS)

Die klinischen Merkmale von CS haben wenig mit XP-Merkmalen gemeinsam. Die Patienten
haben viele entwicklungsspezifische Storungen einschliellich schwerer physischer Schaden
wie Mikrozephalie, verlangerter GliedmalRen, vogelahnliches Gesicht, pigmentierte
Retinopathie und motorische Stérungen (Nance und Berry, 1992). Die neurologischen
Stérungen gehen meist auf Demyelinisierung und Verkalkung der basalen Ganglien zurick
und &aulBern sich in Ataxie, Haarverlust und einer deutlichen vorzeitigen Alterung
(Lindenbaum et al., 2001; Rapin et al., 2000). Mit Patienten mit XP haben Patienten mit CS
jedoch die Empfindlichkeit gegentiber Sonnenlicht gemein (Nance und Berry, 1992), die sich
haufig als schwerer Ausschlag manifestiert. Im Gegensatz zu Patienten mit XP kommt es bei
Patienten mit CS jedoch zu keiner Veranderungen der Pigmentierung und es besteht keine
Pradisposition fiir Hautkrebs (Ubersicht in: Lehmann, 2003).

CS-Patienten werden zwei Komplementationsgruppen zugeordnet, CS-A und CS-B obwohl
weder in den klinischen noch in den zelluldaren Merkmalen offensichtliche Unterschiede
zwischen den beiden Gruppen bestehen. Analog wurde bisher keine Verbindung zwischen
der Art oder dem Ort der Mutation und dem klinischen Phanotyp nachgewiesen (Ubersicht in:
Lehmann, 2003). Die Proteine CSA und CSB sind beide in die TCR involviert.
Méglicherweise werden sie zur Aufhebung der Transkriptionsblockade nach UV-Strahlung
bendtigt (Rockx et al., 2000), denn sowohl in CS-A- als auch CS-B-Zellen wird die Fahigkeit
zur RNA-Synthese nach UV-Bestrahlung nicht wieder hergestellt (Ubersicht in: Lehmann,
2003).

Mause mit genetischer Deletion der CS-Gene zeigen leichte neurologische Defekte und sind
Uberraschenderweise, wenn auch in geringem Male, empfanglich fir UV-induzierte

Krebsentstehung (van der Horst et al., 2002; van der Horst et al., 1997).

1.3.3. Trichothiodystrophie (TTD)
Das charakteristische Merkmal von TTD ist brlchiges Haar, das durch einen Mangel an
Schwefel und damit Zystein-reicher Matrixproteine hervorgerufen wird. Dariiber hinaus sind

Patienten mit TTD meist klein, geistig zurlckgeblieben, haben schuppige Haut und
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Gesichtsmissbildungen, entwickeln B-Thalassdmie und sind in vielen Fallen photosensitiv
(Itin et al., 2001; Bergmann und Egly, 2001). Wie Patienten mit CS sind sie jedoch nicht
pradisponiert flir Hautkrebs (Stary und Sarasin, 1996). Bei TTD-Patienten wurden meist
Mutationen im XPD-Gen (TTD-D) gefunden, obwohl auch Mutationen im XPB-Gen (TTD-B)
oder dem erst kirzlich entdeckten Tfb5/TTD-A-Gen (TTD-A) (Giglia-Mari et al., 2004) zu TTD
fuhren kénnen.

Die unterschiedlichen klinischen Symptome von Patienten mit XP, CS und TTD sowie die
Beteiligung des TFIIH-Komplexes sowohl an der Transkription als auch der NER
begriindeten die Hypothese, dass Mutationen, welche die NER einschranken, zu XP fihren,
und Mutationen, welche die Transkription beeintrachtigen, zu TTD (Bootsma und
Hoeijmakers, 1993). Daneben ist in TTD-Zellen die Menge an TFIIH reduziert, unabhangig
davon, ob die verursachende Mutation im XPB-Gen, im XPD-Gen oder im Tfb5/TTD-A-Gen
vorliegt (Botta et al., 2002; Vermeulen et al., 2000). Es ist deshalb denkbar, dass der TTD-
Phanotyp auch durch die verminderte Menge an TFIIH in der Zelle hervorgerufen werden
konnte. Wenn die reduzierte Menge an TFIIH limitierend fur die transkriptionelle Aktivitat der
Zelle ware, so koénnte dies den Mangel an Zystein-reichen Matrixproteinen in den
Haarwurzeln und das Fehlen von B-Globin in Erythrozyten von Patienten, die an TTD
erkrankt sind, erklaren (Ubersicht in: Lehmann, 2003). Bei der Interpretation der
phanotypischen Merkmale von TTD-Patienten sollte allerdings auch die Beteiligung von
TFIIH an weiteren Prozessen wie zum Beispiel der RNA Pol I-vermittelten Transkription und
der Aktivierung der Transkription durch Phosphorylierung von Transkriptionsfaktoren

berlcksichtigt werden.

1.4. Zielsetzung
Der TFIIH-Komplex ist sowohl in die basale Transkription als auch in die NER involviert
(Ubersicht in: Egly, 2001; Zurita und Merino, 2003). Mit der Entdeckung dieser
Multifunktionalitat stellte sich die Frage, wie der Komplex vom ,Transkriptionsmodus® in den
-Reparaturmodus® wechselt. Dieses Problem sollte im Rahmen dieser Arbeit untersucht
werden sollte. Eventuelle Unterschiede bezliglich der Zusammensetzung zwischen der in der
Transkription aktiven und der in der NER aktiven Form des Komplexes sollten charakterisiert
werden. Ferner sollte untersucht werden, welche Veranderungen es dem Komplex
ermdglichen, von Orten aktiver Transkription durch das dicht gepackte Nukleoplasma an den
Ort der geschadigten DNA zu gelangen. Weiterfihrend sollten molekulare und biochemische

Vorgange untersucht werden, die den TFIIH-Komplex nach Bestrahlung verandern.
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2. Material und Methoden
2.1 Material

2.1.1 Chemikalien
Alle verwendeten Chemikalien waren von hochster Qualitdt und wurden von folgenden

Firmen erworben:

Aktinomyzin D Calbiochem, Bad Soden, BRD
Agarose Peqlab, Erlangen, BRD
Ampizillin (100U/ml) Calbiochem, Bad Soden, BRD
oder Carl Roth GmbH , Karlsruhe, BRD
Aprotinin Fluka, Buchs, BRD
Bacto-Agar Otto-Nordwald KG, Hamburg, BRD
BSA, Fraktion V PAA Laboratories GmbH, Pasching, AU
DMSO Fluka, Buchs, BRD
dNTPs Promega, Mannheim, BRD
DRB Calbiochem, Bad Soden, BRD
G418 (Neomyzin) Invitrogen, Karlsruhe, BRD
Hydromount National Diagnostics, Hessle, GB
Leupeptin Amersham, Freiburg, BRD
oder USB, Cleveland, USA
B-Mercaptoethanol Serva, Heidelberg, BRD
MG132 Calbiochem, Bad Soden, BRD
Milchpulver, fettarm Saliter, Obergtinzburg, BRD
Okadainsaure Calbiochem, Bad Soden, BRD
PBS Gibco-BRL, Karlsruhe, BRD
Pepstatin USB, Cleveland, USA
TEMED Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe, BRD
oder Fluka, Buchs, BRD
Trypsin Difco, Detroit, USA
Wasserstoffperoxid 30% Merck, Darmstadt, BRD

Alle anderen Chemikalien wurden, wenn nicht anders vermerkt, bei folgenden Firmen
gekauft:

e Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe, BRD

e Merck, Darmstadt, BRD

e Sigma, Deisenhofen, BRD
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Radioaktive Chemikalien:

[a-*P]-dCTP 1 Pipettenspitze, 50 uCi, 3000 Ci/mmol Amersham, Freiburg, BRD
[a-*2P]-ddNTPs 1500 Ci/mmol, 450 mCi/ml Amersham, Freiburg, BRD
[*?P]-Orthophosphat 10 mCi/ml, Perkin-Elmer, Rodgau-

Rudesheim, BRD

GroRenstandards:

DNA:

1 kb DNA Leiter New England Biolabs GmbH, Frankfurt/Main, BRD
2-Log DNA Leiter New England Biolabs GmbH, Frankfurt/Main, BRD
Proteine:

Vorgefarbter SDS

Molekulargewichtsstandard Sigma, Deisenhofen, BRD

2.1.2 Kits

“Easy Pure DNA Purification"-Kit Biozym Diagnostics GmbH, Oldendorf, BRD
~Prime-a-gene DNA labeling"-Kit Promega, Mannheim, BRD

Qiagen Plasmid Maxi-Kit Qiagen, Hilden, BRD

Thermo Sequenase USB, Cleveland, USA

PCR-Sequenzierungs-Kit

2.1.3 Matrices

Protein A Sepharose Amersham, Freiburg, BRD
oder Pierce, Bonn, BRD

Sephadex G-50 Amersham, Freiburg, BRD

Oligo(dT)Zellulose Amersham, Freiburg, BRD

2.1.4 Oligonukleotide

Oligo(dT)12.16 Invitrogen, Karlsruhe, BRD

XPC_for_Kpnl gac agg tac cat ggc tcg gaa acg cgc ggc cgg ag
XPC_rev_Notl ggg gcg gcc gct cac agc ttc tca aat ggg aac ag
XPC_mid_for ccc agce ccg ctt tac cag agt gc

XPC_mid_rev gct ttc ttc agc cac gtg tct ctg g
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2.1.5 Plasmide

pcDNA3.1: Vektor mit CMV-Promoter zur Expression von Genen in eukaryontischen Zellen

(Invitrogen, Karlsruhe, BRD).

2.1.6 Antikorper

Primare Antikorper:

C-4 (sc-7344); gegen das Cdk7-Protein gerichtet
2D4; gegen das Zyklin H-Protein gerichtet
anti-GSK3p

anti-phospho-GSK3p (Serin9)

1G6; gegen das MAT1-Protein gerichtet

DO-1; gegen das p53-Protein gerichtet

3C9; gegen das p62-Protein gerichtet

PC10; gegen das PCNA-Protein gerichtet
TDM2; gegen CPDs gerichtet

S-19 (sc-293); gegen das XPB-Protein gerichtet
1B3; gegen das XPB-Protein gerichtet

2F6; gegen das XPD-Protein gerichtet

2H1; gegen das XPC-Protein gerichtet

ab6264; gegen das XPC-Protein gerichtet

Sekundare Antikorper:

anti-Maus:
HRP-konjugiert
Cy™2-konjugiert

Santa Cruz, Santa Cruz, USA
J.-M. Egly, IGBMC, lllkirch, F
BD Biosciences, Heidelberg, BRD
Cell Signaling, Beverly, USA
J.-M. Egly, IGBMC, lllkirch, F
David Lane, Dundee, GB
J.-M. Egly, IGBMC, llikirch, F
Santa Cruz, Santa Cruz, USA
J.-M. Egly, IGBMC, lllkirch, F
Santa Cruz, Santa Cruz, USA
J.-M. Egly, IGBMC, lllkirch, F
J.-M. Egly, IGBMC, llkirch, F
J.-M. Egly, IGBMC, lllkirch, F
Abcam, Cambridge, GB

p0161, HRP-konjugiert DakoCytomation GmbH, Hamburg, BRD
Dianova, Hamburg, BRD
Dianova, Hamburg, BRD

anti-Kaninchen: p0448, HRP-konjugiert DakoCytomation GmbH, Hamburg, BRD

Cy™3-konjugiert

2.1.7 Enzyme

M-MLV Reverse Transkriptase
Pfu Polymerase

Proteinase K

RNAsin® Ribonuklease Inhibitor
T4 DNA Ligase

Dianova, Hamburg, BRD

Promega, Mannheim, BRD
Promega, Mannheim, BRD
Sigma, Deisenhofen, BRD
Promega, Mannheim, BRD

Promega, Mannheim, BRD
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Thermo Sequenase USB, Cleveland, USA
Alle verwendeten Restriktionsenzyme wurden von der Firma Promega (Mannheim, BRD)

gekauft.

2.1.8 Bakterien
Escherichia coli DH5a: supE44AlacU169(p80/acZAM15)hsdR17recA1 endA1 gyrA96 thi-1

relA1 (von Susanne Weg-Rehmers)

2.1.9 Zelllinien und Kulturmedien

EBV-immortalisierte menschliche Pra-B Lymphozyten:

(Alle EBV-immortalisierten lymphoiden Zelllinien wurden vom Coriell Institute for Medical

Research, Camden, USA bezogen):

GMO02184 Zelllinie etabliert von einem gesunden Probanden.

GMO02246 Zelllinie etabliert von einem Patienten, mit Xeroderma Pigmentosum der
Komplementierungsgruppe C. Das XPC-Protein (AS 1 — 131) ist C-
terminal deletiert.

GM02248 Zelllinie etabliert von einem Patienten, mit Xeroderma Pigmentosum der
Komplementierungsgruppe C. Das XPC-Protein (AS 1 — 90) ist C-terminal
deletiert.

GM03249 Zelllinie etabliert von einem Patienten, mit Xeroderma Pigmentosum der
Komplementierungsgruppe D. Eine Punktmutation an der Position 1805
(G1805A) im XPD-Gen fuhrt im XPD-Protein zum Austausch der
Aminosaure Glyzin an der Position 602 durch die Aminosdure Asparagin.

GMO02252 Zelllinie etabliert von einem Patienten, mit Xeroderma Pigmentosum der
Komplementierungsgruppe B. Eine C>A Transversion in der Splice-
Akzeptorsequenz des letzten Introns des XPB-Gens fiihrt zu einer
Leserasterverschiebung und zum Verlust des C-terminalen Bereichs.

GM14589 Zelllinie etabliert von einem Patienten mit Cockayne Syndrom.

GMO02250 Zelllinie etabliert von einem Patienten, mit Xeroderma Pigmentosum der
Komplementierungsgruppe A. Punktmutationen in Exon 3 (G—A) und
Exon 4 (G555C) des XPA-Proteins verandern das SpleilRverhalten.

Alle lymphoiden Zelllinien wurden in Roswell Park Memorial Institut-Medium (RPMI, Gibco-

BRL, Karlsruhe, BRD), das mit 15% hitzeinaktiviertem foétalem Kalberserum (Gibco-BRL,

Karlsruhe, BRD) und 100 U/ml Penizillin und Streptomyzin (Gibco-BRL, Karlsruhe, BRD)

angereichert war, in feuchter Atmosphéare bei 37°C und 5% CO, kultiviert.
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Adharente Zellen:

U20S, menschliche Zelllinie, etabliert aus einem Osteosarkom, ATCC-Nummer HTB 96
(erhalten von Prof. Christoph Englert).

SAOS-2, menschliche Zelllinie, etabliert aus einem Osteosarkom, p53-defizient, ATCC-
Nummer HTB 85 (erhalten von Prof. Christoph Englert).

H1299, menschliche Zelllinie, etabliert aus den Epithelzellen eines Lungenkarzinoms, p53-
defizient, ATCC Nummer CRL 5803 (erhalten von Sir David Lane).

NIH/3T3, Zelllinie aus immortalisierten embryonalen Mausfibroblasten, ATCC Nummer CCL
92 (erhalten von Margarethe Litfin).

GMO01604, primare menschliche Fibroblasten (Coriell Institute for Medical Research,
Camden, USA).

GMO03176, primare menschliche Fibroblasten eines Patienten, mit Xeroderma Pigmentosum

der Komplementationsgruppe C (Coriell Institute for Medical Research, Camden, USA).

U20S, SAOS-2 und H1299 Zellen wurden in Dulbecco’s modifiziertem Eagle Medium
(DMEM; Gibco-BRL, Karlsruhe, BRD), das mit 10% fétalem Kalberserum (FCS) und 100
U/ml Penizillin und Streptomyzin angereichert war, in feuchter Atmosphéare bei 37°C und 5%
CO; kultiviert. 3T3-Zellen wurden in Dulbecco’s modifiziertem Eagle Medium, das mit 10%
LDonor“-Kalberserum und 100 U/ml Penizillin und Streptomyzin angereichert war, in feuchter
Atmosphare bei 37°C und 5% CO, kultiviert. Primare Fibroblasten wurden in Dulbecco’s
modifiziertem Eagle Medium, das mit 15% fétalem Kalberserum und 100 U/ml Penizillin und

Streptomyzin angereichert war, in feuchter Umgebung bei 37°C und 5% CO; kultiviert.

2.1.10 Membranen, Filme und Plastikwaren

ECL und MP Hyperfiime Amersham, Freiburg, BRD
Hybond N+ Membran Amersham, Freiburg, BRD
Immobilon P (PVDF) Membran Amersham, Freiburg, BRD
Plastikwaren flr die Zellkultur Greiner Labortechnik, Nirtingen, BRD

2.1.11 Glaswaren

Alle verwendeten Glaswaren wurden von den Firmen VWR (Darmstadt, BRD), Neolab
(Heidelberg, BRD) und Omnilab (Bremen, BRD) bezogen. Die Sterilisation erfolgte 5
Stunden in einem Warmeschrank (Modell 800, Memmert GmbH & CoKG, Schwabach, BRD).
Medien wurden zur Sterilisierung 20 Minuten bei 120°C in einem Autoklaven (Varioklav, H +
P Labortechnik AG, Oberschleillheim, BRD) autoklaviert.
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2.2 Methoden

Routinemethoden und die Zusammensetzung gebrauchlicher Puffer wurden, soweit nicht
anders vermerkt, dem Protokollbuch ,Molecular Cloning“ (Sambrook et al., 1989)

entnommen.

2.2.1 Zellkultur- und Transfektionsmethoden

2.2.1.1 Zellkultur

Alle Zelllinien wurden in einem Steri-Cult 200 Inkubator (Forma Scientific, Marietta, USA) bei
37°C, 5% CO, und 95% Luftfeuchtigkeit kultiviert.

Suspensionszellen wurden in Zellkulturmedium inkubiert bis sie eine Konfluenz von 80%-
90% erreicht hatten. Dann wurden sie 1:5 in frischem Kulturmedium verdinnt.

Adhéarente Zellen wurden bis zum Erreichen einer Zelldichte von 80-90% Konfluenz in
Zellkulturmedium inkubiert. Dann wurde das Kulturmedium abgenommen und die Zellen
einmal mit PBS (137 mM NaCl; 2,7 mM KCI; 6,5 mM Na,HPO4 1,5 mM K;HPO,)
gewaschen. Pro 50 cm? wurde 1 ml einer 0,25%igen Trypsinldsung auf die Zellen gegeben
und diese circa 2 Minuten bei 37°, bis zur Ablésung von der Kulturschale, inkubiert. Die
abgeldsten Zellen wurden 1:5 in frischem Kulturmedium verdinnt, in ein Falcon-Réhrchen
Uberfiihrt, 2 Minuten bei 1200 rpm zentrifugiert (Megafuge 1.0 Heraeus, Hanau, BRD) und in

der gewlnschten Dichte ausplattiert.

2.2.1.2 Langzeit-Aufbewahrung und Anzucht von eukaryontischen Zellen

Um Suspensionszellen Uber einen langeren Zeitraum aufzubewahren, wurde eine
logarithmisch wachsende Kultur 3 Minuten bei 1100 rpm zentrifugiert, in Einfriermedium
(RPMI, 20% FCS, 10% DMSO) resuspendiert, in Kryordhrchen (Greiner Labortechnik,
Nurtingen, BRD) aliquotiert und langsam auf —80°C gekuhlt. AnschlieBend wurden die Zellen
zur Lagerung in flissigen Stickstoff Gberflhrt.

Adharente Zellen wurden zur Langzeitaufbewahrung wie unter 2.2.1.1 beschrieben mit
Trypsin behandelt und zentrifugiert. Die Zellen wurden in Einfriermedium (DMEM, 20% FCS,
10% DMSO) resuspendiert, in Kryordhrchen aliquotiert und langsam auf —80°C gekuhlt.
AnschlielRend wurden die Zellen zur Lagerung in flissigen Stickstoff Uberfihrt.

Zur Anzucht wurden Suspensionszellen schnell bei 37°C aufgetaut, mit 5 ml frischem
Kulturmedium versetzt, 5 Minuten bei 800 rpm abzentrifugiert und in 500 ul frischem
Kulturmedium resuspendiert. Danach wurden die Zellen wie unter 2.2.1.1 beschrieben weiter

kultiviert.
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Adharente Zellen wurden schnell bei 37°C aufgetaut und in frisches Kulturmedium tberflhrt.
Am nachsten Tag wurde das Medium gewechselt und die Zellen anschlieBend wie unter
2.2.1.1 beschrieben kultiviert.

2.2.1.3 Transfektion von Lymphozyten mittels Elektroporation

Am Tag vor der Transfektion wurden pro Transfektionsansatz 7 — 8 x 10° Zellen in 10 ml
Kulturmedium angesetzt. Unmittelbar vor der Transfektion wurden die Zellen 3 Minuten bei
1100 rpm zentrifugiert und in circa 400 pl frisches Kulturmedium aufgenommen. Dabei wurde
darauf geachtet, dass in 400 pl Zellsuspension mindestens 1 x 10" Zellen enthalten waren.
20 - 40 pg DNA wurden mit 400 pl Zellsuspension gemischt, 10 Minuten auf Eis inkubiert und
in eine vorgeklhlte Elektroporationskiivette (4 mm Elektrodenabstand, Bio-Rad Laboratories
GmbH, Minchen, BRD) Uberflhrt. Die Elektroporation erfolgte bei 960 uF und 220 V. Sofort
nach der Elektroporation wurden 400 pl eiskaltes FCS zu den Zellen gegeben. Die Zellen
wurden 5 Minuten auf Eis inkubiert, anschliefend in 5 ml Zellkulturmedium aufgenommen, in
einer Petrischale mit 60mm Durchmesser ausplattiert und 24 Stunden bei 37°C kultiviert. Am
nachsten Tag wurden die Zellen 3 Minuten bei 1100 rpm zentrifugiert und in 30 — 40 ml
Kulturmedium versetzt mit 500 pg/ml G418 aufgenommen. Ein Teil der Zellsuspension wurde
mit einer Mehrkanalpipette (Dunn Labortechnik GmbH, Asbach, BRD) auf 96-Well-Platten
verteilt. Nach 10 bis 14 Tagen waren die ersten Kolonien sichtbar. Sie wurden wie unter
2.2.1.1 beschrieben kultiviert.

2.2.1.4 Behandlung der Zellen mit UV-Licht, ionisierender Strahlung und Inhibitoren
Zur Bestrahlung mit UV-Licht wurden Suspensionszellen 3 Minuten bei 1100 rpm
zentrifugiert, mit PBS gewaschen und in 150 uyl PBS in einer Petrischale mit 60mm
Durchmesser ausplattiert. Die Zellen wurden, wenn nicht anders vermerkt, mit 200 Jim?
UVC-Licht (UVK-15, Vetter GmbH Laborgerate, Wiesloch, BRD) bestrahlt, im urspriinglichen
Kulturmedium resuspendiert und 10 — 30 Minuten bei 37°C inkubiert.

Die Bestrahlung mit UVA- (Sellas Sunlight med. Gerate GmbH, Gevelsberg, BRD) und UVB-
Licht (UVM-15, Vetter GmbH Laborgerate, Wiesloch, BRD) erfolgte analog mit den jeweils
angegebenen Dosen.

Zur Bestrahlung von adhéarenten Zellen wurde das Kulturmedium abgenommen und die
Zellen mit PBS gewaschen. Nach der Bestrahlung wurde das urspriingliche Kulturmedium
wieder auf die Zellen gegeben und die Zellen 10 — 30 Min bei 37°C inkubiert.

Fur die partielle UV-Bestrahlung wurden U20S-Zellen in 60 mm Petrischalen auf

Glasplattchen kultiviert. Vor der Bestrahlung wurde das Kulturmedium entfernt und die Zellen
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einmal mit PBS gewaschen, wobei eine dinne Schicht PBS auf den Zellen belassen wurde.
Auf diese PBS-Schicht wurde ein Membranfilter (Isopore® Membrane Filters, Millipore
GmbH, Schwalbach, BRD) mit 5 ym Porendurchmesser platziert und die Zellen mit einer
Dosis von 100 J/m? UVC-Licht bestrahlt. Danach wurde der Filter vorsichtig entfernt, das
urspriingliche Kulturmedium auf die Zellen pipettiert und der Ansatz 10 Minuten bei 37°C

inkubiert.

Die Bestrahlung mit ionisierender Strahlung erfolgte im Kulturmedium in einer ®°Cobalt y-
Quelle (Gammacell 220, A.E.C.L. Atomic energy of Canada limited, Ottawa, Kanada) bei

einer Dosisrate von 2 Gray/Min.

Cisplatin wurde als 10 mM L&sung in DMSO angesetzt und in einer Endkonzentration von 10
MM benutzt.

MG132 wurde als 5 mM Lésung in DMSO angesetzt und in einer Endkonzentration von 10
MM verwendet.

Aktinomyzin D wurde in einer Konzentration von 5 mg/ml in Ethanol angesetzt und in einer
Endkonzentration von 5 ug/ml eingesetzt.

5,6-dichloro-1-beta-D-ribofuranosylbenzimidazol (DRB) wurde als 250 mM Lésung in DMSO
angesetzt und in einer Endkonzentration von 250 uM angewandt.

Okadainsaure wurde in DMSO gel6st und in einer Endkonzentration von 100 mM verwendet.
Wasserstoffperoxid (H.O2) wurde in einer Endkonzentration von 3 mM eingesetzt.

Glutathion wurde in einer Konzentration von 0,5 M in Wasser angesetzt und in einer
Endkonzentration von 40 mM verwendet.

G418 (Neomycin) zur Selektion transfizierter Zellen wurde in einer Endkonzentration von 500

pg/ml benutzt.

2.2.2 Methoden zur Arbeit mit Nukleinsauren

2.2.2.1 Bestimmung der Nukleinsdurekonzentration

Die Konzentration von Nukleinsauren wurde durch Messung der optischen Dichte (OD) bei
260 und 280 nm bestimmt. Eine ODyg von 1 entspricht 50 ug/ml einer doppelstrangigen
DNA bzw. 40 pg/ml RNA. Liegt der Quotient aus ODyg und ODogy zwischen 1,8 und 2,0, so

hat die Nukleinsaure eine akzeptable Reinheit.
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2.2.2.2 Isolierung von Nukleinsauren

2.2.2.2.1 Maxipraparation von Plasmiden

200 ml einer Ubernachtkultur von E. coli wurden bei 7000 rpm 10 Minuten zentrifugiert. Aus
dem Pellet wurde mit Hilfe des Qiagen Plasmid Maxi Kits nach dem vom Hersteller (Qiagen,
Hilden, BRD) empfohlenen Protokoll die Plasmid-DNA gewonnen. Die Plasmid-DNA wurde
in 250 yl TE-Puffer (10 mM Tris-HCI pH 8,0; 1 mM EDTA pH 8,0) aufgenommen und bei —
20°C aufbewabhrt.

2.2.2.2.2 Minipraparation von Plasmiden durch alkalische Lyse (nach Birnboim & Doly,
1979)

1,5 ml einer UN-Kultur von E. coli wurden 30 Sekunden bei 14 krpm in der Tischzentrifuge
bei RT zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 100 pl GTE-Puffer (50
mM Glukose; 50 mM Tris-HCI pH 8,0; 50 mM EDTA pH 8,0) resuspendiert. Nach Zugabe
von 200 pl NaOH/Triton (0,2 N NaOH; 1% Triton X-100) wurde der Ansatz vorsichtig
gemischt und zur Zelllyse 5 Minuten bei RT inkubiert. Nach Zugabe von 150 pl eiskaltem
NaAc (3 M, pH 5,2) und vorsichtigem Mischen wurde der Ansatz 20 Minuten auf Eis
inkubiert. Danach wurden die Zelltrimmer, chromosomale DNA und Proteine bei 4°C und 14
krpm 10 Minuten pelletiert. Der Uberstand wurde mit 1 Volumen Isopropanol p. A. versetzt
und die Plasmid DNA 5-10 Minuten bei RT gefallt. Die DNA wurde anschlieend bei 14 krpm
fur 10 Minuten in einer Tischzentrifuge pelletiert, das Sediment mit 250 ul 70% Ethanol
gewaschen und 10 Minuten bei RT getrocknet. AbschlieRend wurde die DNA in 30-50 pl

Wasser resuspendiert und bei —20°C aufbewahrt.

2.2.2.3 Prazipitation von DNA

Die DNA-haltige Lésung wurde mit 0,1 Volumen NaAc (3 M, pH 5,2) und 2 Volumina
eiskaltem EtOH gemischt und fir mindestens 30 Minuten bei -20°C gefallt. AnschlieRend
wurde die DNA fir 40 Minuten bei 4°C und 14 krpm pelletiert und zur Entfernung von
Salzresten mit 500 pl 70% EtOH gewaschen. Der Uberstand wurde vollstandig
abgenommen, das Sediment getrocknet und anschlieRend in TE-Puffer (10 mM Tris pH 8,0;
1 mM EDTA pH 8,0) oder Wasser resuspendiert.

2.2.2.4 Agarosegelelektrophorese
Je nach Grofle des aufzutrennenden DNA-Fragmentes wurde die bendtigte Menge Agarose
in 1x TAE-Puffer (242 g Tris; 57,1 ml Eisessig; 100 ml 0,5 M EDTA pH 8,0; ad 1 | Wasser)
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bis zum vollstandigen Lésen aufgekocht, auf 60°C abgekihlt und mit Ethidiumbromid in einer
Endkonzentration von 3 pg/ml versetzt. Die auf Handwarme abgekuihlte Flussigkeit wurde in
eine mit einem Kamm versehene horizontale Gelkammer eingefiillt. Nach der Polymerisation
wurde der Kamm entfernt und die mit Ladepuffer (0,5 M EDTA; 50% Glyzerol; 0,01%
Bromphenolblau) versetzten Proben (Endkonzentration: 1 x) in die Taschen des Gels
pipettiert. Die Elektrophorese erfolgte bei 100 V in 1 x TAE-Puffer. Die DNA wurde auf einem
Tisch mit eingebauter UV-Lampe (Bachofer Laboratoriumsgerate, Reutlingen, BRD) sichtbar
gemacht und mit einem Eagle Eye Photokamerasystem (Stratagene, Cedar Creek, USA)

und einem ,Video Copy Processor” (Mitsubishi, Singapur) dokumentiert.

Agarose-Konzentration (% wi/v) DNA-GroRe (kb)
0,6 1-20
0,7 0,8-10
0,9 05-7
1,2 04-6
1,5 02-3

Tabelle 2.1: Auftrennungsbereich und zugehorige Agarose-Konzentration (Aus: Sambrook et
al., 1989)

2.2.2.5 Isolation und Aufreinigung von DNA aus Agarosegelen
Zur lIsolation und Aufreinigung von DNA aus Agarosegelen wurde der ,Easy Pure DNA
Purification“-Kit (Biozym Diagnostics GmbH, Oldendorf, BRD) nach den Angaben des

Herstellers benutzt.

2.2.2.6 Isolation von PolyA RNA

Alle Lésungen auler den Tris-enthaltenden Puffern wurden zur Entfernung von RNAsen flr
mindestens eine Stunde bei 37°C mit Diethylpyrokarbonat (DEPC) behandelt und
anschlief3end autoklaviert.

Mindestens 10 ml einer 80 — 90% konfluenten Suspensionszellkultur wurden 3 Minuten bei
1100 rpm zentrifugiert, mit PBS gewaschen und in 10 ml STE-Puffer (100 mM NaCl; 20 mM
Tris-HCI pH 7,5; 10 mM EDTA; 0,5 % SDS) aufgenommen. Genomische DNA wurde mittels
eines 10 Sekunden Pulses mit einem ,Ultra-Turrax T25“ (Janke & Kunkel IKA Labortechnik,
Staufen, BRD) zerkleinert und die Proteine durch Zugabe von 300 ug/ml Proteinase K 45
Minuten bei 37°C verdaut. AnschlieRend wurde das Zelllysat mit 0,1 g Oligo(dT)-Zellulose
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und 1 ml einer 5 M NaCl-Lésung versetzt und Uber Nacht bei RT auf einem rotierenden Rad
(Rottberg Laborgerate, Gottingen, BRD) inkubiert. Am nachsten Tag wurde die Zellulose
durch Zentrifugation pelletiert und 3 mal mit HSB-Puffer (300 mM NaCl; 10 mM Tris-HCI pH
7,5, 5 mM EDTA; 0,1 % SDS) gewaschen und die an die Zellulose gebundene RNA 3 mal
mit je 1 ml destilliertem, sterilem Wasser eluiert. Um die RNA zu konzentrieren wurde sie mit
300 ul NaAc (3 M, pH 4.8) und einem Volumen (3,3 ml) Isopropanol versetzt und mindestens
zwei Tage bei —20°C gefallt. Anschlielend wurde sie 25 Minuten bei 10 000 rpm und 4°C
pelletiert (Avanti J-20, Beckmann, Miinchen, BRD). Der Uberstand wurde sofort nach dem
Abstoppen der Zentrifuge abgenommen und das Sediment zur Entfernung von verbliebenen
Salzen mit 70% Ethanol gewaschen. AnschlieRend wurde das Sediment getrocknet, die RNA
in 50 ul sterilem, destilliertem Wasser geldst und zur Durchfiihrung eines Northern Blots oder

zur Herstellung von cDNA verwendet.

2.2.2.7 Northern Blot

1,4 % Agarose wurde in 1x MOPS-Puffer (20 mM MOPS; 5 mM NaAc pH 7,0; 1 mM EDTA
pH 8,0; pH 7,0) durch Aufkochen geldst. Nach dem Abkihlen auf Handwarme wurde
Formaldehyd in einer Endkonzentration von 6% zugegeben und die Losung in eine mit
einem Kamm versehene horizontale Gelkammer gegossen.

5 pug RNA wurden mit einem Volumen RNA-Ladepuffer (17,5% Formaldehyd; 50%
deionisiertes Formamid; 1x MOPS-Puffer; 0,5% Ethidiumbromid; 0,01% Bromphenolblau)
versetzt, 10 Minuten bei 65°C denaturiert und in die Taschen des vollstandig polymerisierten
Gels geladen. Die Elektrophorese erfolgte bei 130 Volt bis die Bromphenolblau-Bande etwa
6 cm gewandert war.

AnschlielRend wurde die RNA fiir 48 Stunden in 10 x SSC-Puffer (1,5 M NaCl; 150 mM Na-
Citrat, pH 7,0) auf eine Hybond N+-Membran geblottet und mittels UV-Bestrahlung und
Inkubation bei 80°C fur 2 Stunden auf der Membran fixiert.

Vor der Hybridisierung wurde die Membran fir 2 Stunden bei 65°C in 4 x SSC-Puffer (600
mM NaCl; 60 mM Na-Citrat; pH 7,0), 1x Dennhardt’'s Lésung (0,02% Fikoll 400; 0,02%
Polyvinylpyrolidin 360; 0,02% BSA), 0,1% SDS; 16 mM Na-Phosphat pH 7,3 und 0,05%
Natriumpyrophosphat in einem Hybridisierungsofen (Amersham, Freiburg, BRD)
vorhybridisiert. Wahrenddessen wurde die Sonde mit dem ,Prime-a-gene labeling® Kit
(Promega, Mannheim, BRD) nach dem vom Hersteller empfohlenen Protokoll markiert. Die
Vorhybridisierungslésung wurde durch die Hybridisierungslésung (4 x SSC-Puffer, 10 mM
EDTA; 0,1% SDS) ersetzt und die frisch denaturierte, radioaktiv markierte Sonde
zugegeben. Die Hybridisierung erfolgte Gber Nacht bei 65°C im Hybridisierungsofen.

Am nachsten Tag wurde die Membran je 30 Minuten in Puffer A (300 mM NaCl; 30 mM Na-
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Zitrat; 16 mM Na-Phosphat pH 7,3; 0,01% Natriumpyrophosphat), in Puffer B (150 mM NacCl;
15 mM Na-Citrat; 16 mM Na-Phosphat; 0,01% Natriumpyrophosphat), in Puffer C (150 mM
NaCl; 15 mM Na-Citrat; 16 mM Na-Phosphat; 0,01% Natriumpyrophosphat) und in Puffer D
(75 mM NaCl; 7,5 mM Na-Citrat; 0,1% SDS; 16 mM Na-Phosphat pH 7,3; 0,01%
Natriumpyrophosphat) gewaschen und bei —80°C gegen einen MP-Film exponiert. Der Film
wurde anschlieRend in einem M35 X-OMAT Prozessor (Kodak, Stuttgart, BRD) entwickelt.

Zur Entfernung der radioaktiv markierten cDNA-Sonden von der Membran wurden 400 ml
destilliertes, steriles Wasser aufgekocht. Anschlielend wurden 2 ml 20% SDS und 2 ml 20x
SSC zugegeben und die Membran fir 5 — 10 Minuten in der kochend-heilten Losung
inkubiert.

2.2.3 Enzymreaktionen und Klonierungstechniken

2.2.3.1 Restriktionsverdau von DNA

Die zu verdauende DNA wurde im vom Hersteller empfohlenen Puffer bis zu einer
Konzentration von 1 ug/ul verdinnt. Pro ug DNA wurden 2 Einheiten des entsprechenden
Restriktionsenzym zugegeben und der Ansatz 1 Stunde bei 37°C inkubiert. Der Verdau

wurde mittels Agarosegelelektrophorese (Material und Methoden, 2.2.2.5) Uberpriift.

2.2.3.2 Ligation linearer DNA-Fragmenten
Die zu ligierenden DNA-Fragmente wurden in 1x T4-Puffer mit 3 Einheiten T4-Ligase fiir 1-6
Stunden bei RT inkubiert. Das Verhaltnis Insert:Vektor betrug 8:1.

2.2.3.3 Herstellung und Transformation elektrokompetenter E. coli (nach Dower et al.
1988)

100 ml LB-Medium wurden mit 2 ml einer Ubernachtkultur von E. coli beimpft und bis zu
einer Zelldichte von ODggo= 0,6-0,8 bei 37°C schittelnd inkubiert. Anschlielend wurde die
Kultur sofort in Eiswasser abgekuhlt. Alle weiteren Schritte wurden auf Eis durchgefuhrt!

Die Bakterien wurden 3 Minuten bei 10 krpm in einer vorgekihlten Zentrifuge (Centrikon H-
401, Berthold Hermle KG, Gosheim, BRD) pelletiert und dreimal mit je 30 ml eiskaltem 10%-
igem Glyzerin gewaschen, wobei die Zellen bei jedem Waschschritt grundlich resuspendiert
wurden. Anschlielend wurden die Bakterien in 250 ul 10%-igem Glyzerin resuspendiert, in

40 pl Portionen aliquotiert und in flissigem Stickstoff schockgefroren.
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Die Bakterien wurden bei -80°C gelagert.

40 ul der auf Eis aufgetauten elektrokompetenten E. coli-Zellen wurden mit maximal 5 pl
DNA gemischt und in eine vorgekuhlte Elektroporationskiivette (0,2 mm Elektrodenabstand,
Peqglab, Erlangen, BRD) Uberfuhrt. Die Elektroporation der Bakterien erfolgte bei 1800 V in
einem E. coli-Pulser (Biorad, Minchen, BRD). Die Pulsdauer lag dabei zwischen 4,5 und 4,7
Millisekunden. Sofort nach der Elektroporation wurden 200 ul LB-Medium zugegeben, der
gesamte Ansatz aus der Kuvette in 800 ul LB-Medium Uberflhrt und 1 Stunde bei 37°C im
Bakterienschuttler (HA Infors AG, Bottmingen, CH) inkubiert.

Anschliellend wurden die Bakterien kurz zentrifugiert (5415 R, Eppendorf, Hamburg, BRD),
800 pl des Uberstandes abgenommen, das Sediment im verbliebenen Medium resuspendiert

und 100 pl auf Selektivplatten ausplattiert.

2.2.3.4 Herstellung von cDNA

1 ug PolyA RNA und 1 ug Oligo(dT)q2.4s (Invitrogen, Karlsruhe, BRD) wurden mit DEPC-
behandeltem, sterilem, destilliertem Wasser auf ein Endvolumen von 14 pl verdiinnt. Der
Ansatz wurde 5 Minuten bei 70°C denaturiert und auf Eis abgekuhlt. Zu dem Ansatz wurden
5 ul 5x M-MLV RT Puffer (Promega, Mannheim, BRD), 1,25 pyl dNTP Mix (10mM pro
Nukleotid), 25 Units RNAsin® Ribonuklease Inhibitor (Promega, Mannheim, BRD) und 200
Units M-MLV Reverse Transkriptase (Promega, Mannheim, BRD) zugegeben und mit DEPC-
behandeltem, sterilem, destilliertem Wasser auf ein Gesamtvolumen von 25 ul aufgefillt.
Danach wurde der Ansatz fur 10 Minuten bei 40°C und fur 50 Minuten bei 55°C inkubiert. Die
Reaktion wurde durch Hitzeinaktivierung des Enzyms (15 Minuten, 70°C) gestoppt und die
cDNA zur Amplifizierung des XPC-Gens verwendet.

2.2.3.5 Polymerase-Kettenreaktion (Polymerase-Chain-Reaction, PCR)

Alle PCR-Reaktionen wurden in dem Thermocycler GeneAmp PCR System 2400 (Perkin
Elmer, Rodgau-Rigesheim, BRD) durchgeflihrt.

Die Amplifikation von zur Klonierung verwendeten DNA-Fragmenten wurde mit der pfu-
Polymerase durchgefiihrt. Diese Polymerase besitzt, im Gegensatz zur Tag-Polymerase eine
3°-5"-Exonuklease-Aktivitat.

Ein typischer Ansatz fir eine PCR-Reaktion mit der pfu-Polymerase ist in Tabelle 2.2 und ein
typisches PCR-Programm in Tabelle 2.3 aufgefiihrt.

Die Qualitdt der PCR wurde mittels Agarosegelelektrophorese (Material und Methoden,
2.2.2.5) Uberpruft.
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Komponente eingesetzte Menge Endkonzentration
template X Ml circa 50 ng
Oligonukleotid (50 ng/ul) je 3 ul 150 ng
dNTPs (10 mM) 1l 250 uM
10x Puffer 5ul 1x
pfu-Polymerase 2yl 6 Units
H.O ad 50 pl

Tabelle 2.2: Zusammensetzung einer typischen pfu-PCR-Reaktion

Schritt Temperatur Dauer
1. Aufschmelzen der DNA-

Matrize %6°C 2 Min

2. Denaturierung 96°C 30 sec

3. Annealing Annealingtemperatur 30 sec

4. Elongation 72°C 2 Min/1 kb

5. Vollstandige Synthese 72°C 5—-10 Min

6. Pause 4°C 0

Tabelle 2.3 : Beispiel eines typischen pfu-PCR-Programms, die Schritte 2 — 4 wurden 30mal

wiederholt.

2.2.3.6 Sequenzierung von DNA nach Sanger (Sanger et al., 1975)

Die Sequenzierreaktion wurde mit dem ,Thermo Sequenase Radiolabeled Terminator Cycle
Sequencing"-Kit nach den Angaben des Hersteller (USB, Cleveland, USA) in dem
Thermocycler GeneAmp PCR Systems 9600 (Perkin Elmer, Rodgau-Rigesheim, BRD)
durchgeflhrt.

Die Sequenzierreaktion wurde anschlielend elektrophoretisch aufgetrennt. Dazu wurden
Glasplatten, Spacer und Kamm mit Ethanol und Wasser grundlich gereinigt,
zusammengesetzt und mit Klebeband abgedichtet.

Die Gellésung (40 ml 8% Acrylamid/Urea-Stocklosung (133 ml 30% Acrylamid; 50 ml 10x
TBE-Puffer (108 g Tris; 55 g Borsaure; 8,3 g EDTA in 1 | Wasser), 240 g Urea in 500 ml
Wasser), 300 pul 10% APS-Lésung, 30 ul TEMED) wurde langsam zwischen die Platten
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gegossen und der Kamm mit den Zahnen nach aulen eingesetzt. Nach der Polymerisation
(ca. 30 Minuten), wurde der Kamm entfernt, die Geltasche vorsichtig gereinigt und der Kamm
vorsichtig mit den Zahnen nach innen eingesetzt. Das Gel wurde zusammen mit einer
Aluminiumplatte in der Gelkammer befestigt, die Vorratsbehalter mit 1x TBE befillt und die
Geltaschen griindlich mit 1x TBE gespllt. Danach wurde das Gel fiir 30 Minuten bei 30 Watt
aquilibriert. Wahrenddessen wurde die Sequenzierreaktion 5-10 Minuten bei 70°C
denaturiert und auf Eis abgekuhlt. Nach dem Vorlauf wurden die Geltaschen erneut gereinigt
und mit 3 pl der Sequenzierreaktion befiillt. Die Elektrophorese erfolgte bei 30 Watt fir 1,5
bis 3 Stunden.

Nach der Elektrophorese wurde die Apparatur auseinandergebaut und die Platten vorsichtig
getrennt. 2 Lagen Whatman-Papier wurden auf das Gel gepresst und zusammen mit dem
Gel von der Glasplatte gezogen. Das Gel wurde mit Frischhaltefolie bedeckt und bei 90°C
ungefahr 1 Stunde im Vakuum auf einem Geltrockner (GO 40/50, Gibco BRL, Karlsruhe,

BRD) getrocknet, bevor es gegen einen MP-Film exponiert wurde

2.2.4 Methoden zur Arbeit mit Proteinen

2.2.3.1 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford

Die Proteinkonzentration wurde nach Bradford bestimmt. Fir die Bradford-Stockldsung
wurden 100 mg Coomassie Brilliant Blue G-250 in 50 ml Ethanol gel6st. Zu dieser Mischung
wurden 100 ml 85% Phosphorsdure gegeben und der Ansatz auf 1 Liter aufgefillt. Die
Bradford-Stockldsung wurde filtriert und bei 4°C aufbewahrt.

Um die Proteinkonzentration einer Probe zu bestimmen, wurden 2 pl der Probe mit 1 mi
Bradford-Stocklosung vermischt und nach 10mindtiger Inkubation die Extinktion bei 595 nm
in einem Lesegerat (ELX808IU Ultra Microplate Reader, Bio-Tek Intruments Inc., Bad
Friedrichshall, BRD) bestimmt.

Um die Proteinkonzentration der Proben zu ermitteln wurde bei jeder Proteinbestimmung
eine Kalibrierungskurve erstellt. Dazu wurden je 2 ul des fir die Zelllyse eingesetzten Puffers
zusammen mit 0, 2, 4 und 6 pl einer BSA-Stocklésung (1 mg/ml) und 1 ml der Bradford-
Stocklésung vermischt und die Extinktion bestimmt. Die Konzentration der Proben wurde mit
der Formel OD/2a. errechnet, wobei o die OD von 1 ul BSA (1 mg/ml) in 1 ml Bradford-

Stocklésung ist.

2.2.3.2 Praparation des Gesamtzelllysats
Suspensionszellen wurden 3 Minuten bei 1100 rpm zentrifugiert, einmal mit PBS gewaschen
und in eiskaltem Lysispuffer (20 mM Tris-HCI pH 7,5; 100 mM NaCl; 1 mM EDTA; 0,9%
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NP40; 1 mM DDT; 1 mM PMSF; 10 mM Natriumpyrophosphat; 50 mM Natriumfluorid; 1ug/mi
Benzamidin; 1 ug/ml Aprotinin; 1 ug/ml Leupeptin; 1 pg/ml Pepstatin; 1 ug/ml Chymostatin)
10 Minuten auf Eis lysiert. Von adharenten Zellen wurde das Kulturmedium abgenommen,
die Zellen einmal mit PBS gewaschen, in 1 ml PBS von der Platte abgeschabt und 20
Minuten auf Eis in eiskaltem Lysispuffer lysiert. Das Zelllysat wurde 10 Minuten bei 14 krpm
und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues Reaktionsgefal tberfiihrt und die
Proteinkonzentration nach Bradford (siehe Kapitel 2.2.3.1) bestimmt.

15 pg des Gesamtzelllysats wurden mit dem gleichen Volumen 2x SDS-Ladepuffer (4%
SDS; 0,6 M Tris-HClI pH 6,8; 20% Glyzerol; 4% p-Mercaptoethanol; 0,002%
Bromphenolblau) versetzt, 5 Minuten bei 95°C denaturiert und auf ein SDS-PAGE Gel (siehe
Kapitel 2.2.3.4) geladen.

2.2.3.3 Immunprazipitation

Koppeln des Antikérpers an die Sepharose: Pro Ansatz wurden 20 pl einer Protein A

Sepharose Mischung 12 Sekunden bei 14 krpm zentrifugiert. Beim Pipettieren der
Sepharose wurden nur Pipettenspitzen mit gekappter Spitze verwendet, um die Sepharose
nicht zu beschadigen. Die Protein A Sepharose wurde einmal mit PBS gewaschen und mit
PBS auf 500 pl aufgeflllt. Pro Ansatz wurden, je nach Qualitat der Antikérper, 2-3 ul einer
Antikérperlésung zugegeben und mindestens 1 Stunde bei RT auf einem Drehrad inkubiert.
AnschlieRend wurde der Ansatz 12 Sekunden bei 14 krpm zentrifugiert und die
Sepharose/Antikorper-Komplexe einmal mit PBS gewaschen. Danach wurde die Sepharose
grindlich in Lysispuffer resuspendiert und auf die entsprechende Anzahl an
Reaktionsgefalen verteilt.

Immunprézipitationsreaktion: ~ 150-500 ug  Gesamtzelllysat wurden zu den

Sepharose/Antikdrper-Komplexen gegeben und auf einem Drehrad bei 4°C 1-1,5 Stunden
inkubiert. AnschlieRend wurden die Sepharose/Antikérper/Antigen-Komplexe 12 Sekunden
bei 14 krpm pelletiert und 2 mal mit je 400 ul Lysispuffer gewaschen. Nach dem letzten
Waschschritt wurde der Uberstand mit einer feinen Kaniile (100 Sterican® 26G, B. Braun
Medical AG, Emmenbriicke, CH) vollstandig entfernt. Die Proben wurden mit 65 ul 1x SDS-
Probenpuffer (2% SDS; 0,08 M Tris-HCI pH 6,8; 10% Glyzerol; 2% p-Mercaptoethanol;
0,001% Bromphenolblau) versetzt und 5 Minuten bei 95°C denaturiert. Nach der
Denaturierung wurde der Ansatz 12 Sekunden bei 14 krpm zentrifugiert und 20 pl des
Uberstandes auf ein SDS-PAGE Gel (siehe Kapitel 2.2.3.4) aufgeladen.
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2.2.3.4 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Fur die SDS-PAGE wurde das ,Mini-PROTEAN®3 System* (Bio-Rad, Miinchen, BRD)
benutzt. Eine Front- und eine Riickplatte wurden in den Plattenhalter gespannt und in den
Gieltstand eingesetzt. Fir das Trenngel wurde eine Losung aus 2,5 ml 1,5 M Tris-HCI pH
8,8; 50 pl 20% (w/v) SDS; 100 pl 10% (w/v) Ammoniumpersulfat; 4 pyl TEMED und
Acrylamid/Bisacrylamid (30:0,8) in der benétigten Konzentration hergestellt und mit Wasser
auf ein Endvolumen von 10 ml aufgefiillt. Diese Losung wurde zwischen die beiden Platten
eingefiillt und mit Isopropanol Uberschichtet. Nach der Polymerisation des Trenngels wurde
das Isopropanol entfernt, das Sammelgel (6,8 ml Wasser; 1,7 ml Acrylamid/Bisacrylamid
(30:0,8); 1,25 ml 1 M Tris-HCI pH 6,8; 50 pl 20% (w/v) SDS; 100 ul 10% (w/v)
Ammoniumpersulfat; 10 yl TEMED) auf das Trenngel gegossen und ein Kamm eingesetzt.
Nach der Polymerisation des Sammelgels wurde der Kamm entfernt, das Gel aus der
GielRapparatur gelést und in eine Laufkammer eingesetzt. In die Laufkammer wurde 1 x
Laufpuffer (25 mM Tris-HCI; 200 mM Glyzin; 0,1% (w/v) SDS) eingeflllt und die
vorbereiteten Proteinproben in die Geltaschen geladen. Die Elektrophorese erfolgte bei 130
— 150 Volt fur 1,5-2 Stunden bis die Bromphenolblau-Front das Ende des Gels erreicht hatte.

2.2.3.5 Western Blot

Nach der Elektrophorese wurde das Gel zusammen mit 2 Filterpapieren und einer mit
Methanol gespdlten und in Transferpuffer (25 mM Tris-HCI; 200 mM Glyzin; 10% Methanol)
aquilibrierten Immobilon P-Membran in die Transferapparatur des ,Mini-Protein®3 Systems*
(Bio-Rad, Minchen, BRD) eingespannt. Die Transferkammer wurde mit Transferpuffer
aufgeflllt und die Proteine tber Nacht bei 30 V auf eine Immobilon P-Membran Ubertragen.
Nach dem Transfer wurden die unspezifischen Bindungen der Membran bei RT 30 Minuten
in 5% (w/v) fettarmer Milch in PBST (137 mM NaCl; 2,7 mM KCI; 6,5 mM Na;HPOQO,; 1,5 mM
K:HPO,; 0,2% Tween 20) abgesattigt. Anschlielliend wurde die Membran in einer Lésung
aus 5% (w/v) fettarmer Milch in PBST und dem ersten Antikérper 1,5 Stunden bei RT auf
einem sich drehenden Brett (REAX2, Heidolph Elektro GmbH, Kelheim, BRD) inkubiert
(Phosphorylierungsspezifische Antikdrper wurden in 5% BSA in PBST uber Nacht bei 4°C
inkubiert). AnschlielRend wurde die Membran 3 mal fur je 5-10 Minuten in PBST auf einem
Schuttelinkubator gewaschen und mit einem zweiten, HRP-konjugierten Antikdrper, der in
5% (w/v) fettarmer Milch in PBST 1:1000 verdinnt worden war, 1 Stunde bei 37°C auf dem
sich drehenden Brett inkubiert. Danach wurde die Membran 5 mal fiir mindestens 10 Minuten
in PBST auf einem Schiuttelinkubator gewaschen. Zur Entwicklung des Western Blots
wurden gleiche Volumina der ECL-Lésung 1 (100 mM Tris-HCI pH 8,5; 2,5 mM Luminol; 400
MM Kumarinsaure) und ECL-Lésung 2 (100 mM Tris-HCI pH 8,5; 0,02% H,0,) gemischt und
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auf die Membran appliziert, wobei die ECL-LOsung die Membran vollstandig bedeckte. Nach
2 Minuten Inkubation bei RT wurde die Uberschissige ECL-Lésung entfernt und die
Membran gegen einen ECL Hyperfilm exponiert. Der Film wurde in einem Kodak M35 X-

OMAT Prozessor entwickelt.

Zur Entfernung der Antikérper von der Membran wurde die Membran 40 Minuten bei 55°C in
62,5 M Tris-HCI pH 6,8; 2% SDS und 50 mM DDT in einem Wasserbad inkubiert.

2.2.3.6 In Vivo Markierung von Zellen mit **P-Orthophosphat

10 ml einer exponentiell wachsenden Lymphozyten-Kultur wurden 3 Minuten bei 1100 rpm
zentrifugiert, einmal in TBS (50 mM Tris-HCI pH 7,5; 150 mM NaCl) gewaschen und in 10 ml
Phosphat- und Glutaminfreiem RPMI-Medium resuspendiert, das mit 1 mM L-Glutamin und
7,5% dialysiertem FCS angereichert war. Zu dieser Zellsuspension wurden 2,5 mCu *?P-
Orthophosphat gegeben und 1,5 Stunden bei 37°C in feuchter Atmosphéare und 5% CO,
inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen 2 Minuten bei 1000 rpm pelletiert und in TBS
gewaschen. Das Zellpellet wurde in 300 ul TBS aufgenommen und auf 2 Petrischalen mit 60
mm Durchmesser verteilt. Eine dieser Schalen wurde mit 200 J/m? UVC-Licht bestrahlt
(siehe auch Kapitel 2.2.1.4). AnschlieBend wurde das urspriingliche Kulturmedium auf die

Zellen gegeben und die Ansatze 30 Minuten bei 37°C inkubiert.

2.2.3.7 Immunfluoreszenz-Farbung (nach Mone et al., 2001)

Auf Glasplattchen kultivierte Zellen wurden wie in Kapitel 2.2.1.4 beschrieben bestrahlt und
bis zur Ernte weiter kultiviert. Dazu wurden die Glasplatichen mit den Zellen in 24-Loch-
Platten Uberfuhrt und mit 4% Formaldehyd in PBS 15 Minuten bei 4°C fixiert. Danach wurden
die Zellen in 0,5% Triton X-100 in PBS 5 Minuten bei RT permeabilisiert und 10 Minuten in
100 mM Glyzin in PBS inkubiert. Die fixierten Zellen wurden einmal in PB-Puffer (130 mM
KCIl; 10 mM Na;HPOy4; 2,5 mM MgCl,, pH 7,4) gewaschen und anschlieRend in WB-Puffer
(PB-Puffer + 0,5% BSA; 0,2% Gelatine; 0,05% Tween 20) aquilibriert. In jedes
Glasplattchen-enthaltende Loch wurden 200 ul des primaren Antikorpers, verdinnt in WB-
Puffer, gegeben und 1,5 Stunden bei RT auf einem Schittelinkubator inkubiert.
Anschliel3end wurden die Zellen 3 mal mit WB-Puffer gewaschen und mit 200 ul eines Cy2-
oder Cy3-gekoppelten sekundaren Antikorpers, der gleichfalls in WB-Puffer verdinnt worden
war, 1 Stunde bei RT im Dunkeln auf einem Schittelinkubator inkubiert. Danach wurden die
Zellen 5 mal in WB-Puffer gewaschen und mit Hydromount auf Objekttragern eingebettet.

Um CPDs nachzuweisen, wurden die Zellen vor der Antikorperinkubation bei 37°C 20
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Minuten in 2M HCI bei 37°C denaturiert und anschlief3end fiir 15 Minuten bei RT in 10% BSA
in PB inkubiert.

Zur Durchfuihrung einer Doppelfarbung von Proteinen und CPDs wurde zunachst das Protein
mit primarem und sekundarem Antikérper markiert. Anschlielend wurde die DNA denaturiert
und die Markierung der CPDs durchgefiihrt. Nach dem Blocken wurden die Zellen sowohl mit
dem primaren Antikdrper gegen das zu farbende Protein wie auch gegen die CPDs inkubiert.
Die Detektion der fluoreszenzmarkierten Proteine erfolgte mit einem Laser-Konfokal-
Mikroskop (Axiovert 200M, Carl Zeiss AG, Oberkochen, BRD) und der zugehdérigen Software
(Zeiss LSM Image Examiner 510, Carl Zeiss AG, Oberkochen, BRD).

Ansetzen der Paraformaldehyd-Lésung:
1,85 g Paraformaldehyd (3,7%) wurden in 2,5 ml Wasser und 5 Tropfen 1 M NaOH bei 80°C

fur 2-5 Minuten im Wasserbad geldst. AnschlieRend wurde die Losung mit PBS auf 50 ml

aufgefullt.
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3. Ergebnisse

3.1 Der Transkriptionsfaktor IIH (TFIIH) dissoziiert nach Bestrahlung mit UVC-
Licht

Der Transkriptionsfaktor |IH ist ein Multiproteinkomplex aus zehn Proteinen, die in zwei
Untereinheiten aufgeteilt sind, namlich in den TFIlIH-Kern-Komplex und in den Cdk-
aktivierenden Kinasekomplex (CAK; Giglia-Mari et al., 2004; Ranish et al., 2004).

Um Hinweise zu erhalten, aufgrund welcher Veranderungen der TFIIH-Komplex von der
Transkription in die Reparatur wechselt, wurde die Zusammensetzung des TFIIH-Komplexes
vor und nach UV-Bestrahlung untersucht. Dazu wurden Pra-B Lymphozyten (GM02184)
eines gesunden Donors mit 200 J/m? UVC-Licht bestrahlt beziehungsweise unbestrahlt als
Kontrolle verwendet. 15 Minuten nach der Bestrahlung wurden die Zellen geerntet und
lysiert. Das XPB-Protein, eine Komponente des TFIlIH-Kern-Komplexes, wurde mit zwei
verschiedenen Antikdrpern, die gegen unterschiedliche Doméanen des XPB-Proteins
gerichtet sind, aus dem Zelllysat prazipitiert. Dazu wurden die Antikdrper an Protein A
Sepharose gekoppelt und mit dem Zelllysat inkubiert. Um die Spezifitdt der Antikérper zu
Uberprifen wurde einerseits Protein A Sepharose, an die kein Antikdrper gekoppelt war, mit
Zelllysat inkubiert und andererseits Protein A Sepharose, an die Antikérper gekoppelt
worden waren, nur mit Lysispuffer inkubiert. Die Immunprazipitationen (IPs) wurden Uber
SDS-PAGE aufgetrennt und anschliefiend auf eine Immobilon P-Membran lbertragen. Die
Membran wurde mit Antikérpern gegen die Proteine XPB und Cdk7, ein Protein des CAK-
Komplexes, inkubiert. Nach der Inkubation mit dem entsprechenden zweiten, HRP-
konjugierten Antikérper, wurde der Western Blot mittels ECL entwickelt.

Zur Bestimmung der relativen Menge des XPB- und des Cdk7-Proteins im Gesamizelllysat
wurden 15 ug Protein des Zelllysats iber SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine Immobilon P-
Membran Ubertragen. Die Membran wurde analog mit Antikérpern gegen die Proteine XPB
und Cdk7 hybridisiert. Zusatzlich wurde die Membran mit einem gegen das PCNA-Protein
(,proliferating cell nuclear antigen®) gerichteten Antikorper inkubiert. Die Menge des PCNA-
Proteins anderte sich unter den gewahlten Versuchsbedingungen nicht, so dass die relative
Menge des PCNA-Proteins als interner Standard benutzt werden konnte (Moore et al.,
1987).

In Ubereinstimmung mit verdffentlichten Daten (Coin et al., 2004) konnte in unbestrahlten
Zellen eine signifikante Menge des Cdk7-Proteins mit dem gegen das XPB-Protein
gerichteten Antikérper prazipitiert werden. Wurden die Zellen jedoch vor der Ernte flr 15
Minuten mit UVC-Licht bestrahlt, war die Menge an ko-prazipitierendem Cdk7-Protein

signifikant reduziert. Dabei war es unerheblich, welcher Antikbrper verwendet wurde
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(Abbildung 3.1, IP). Wie die Analyse des Gesamtzelllysats zeigt, veranderte sich die Menge
der Proteine XPB oder Cdk7 nicht durch die Bestrahlung (Abbildung 3.1, Gesamtzelllysat).
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Abbildung 3.1: Die Zusammensetzung des TFIIH-Komplexes verandert sich nach UV-
Bestrahlung

Pra-B Lymphozyten der Linie GM02184 wurden mit 200 J/im? UVC-Licht bestrahlt und 15 Minuten
nach der Bestrahlung lysiert.

IP: Der TFIIH-Komplex wurde mit den Antikdrpern S-19 und 1B3, gekoppelt an Protein A Sepharose,
aus 150 ug Protein des Gesamtzelllysats prazipitiert (A). Das Zelllysat wurde mit dem Antikérper S-19,
gekoppelt an Protein A Sepharose oder mit Protein A Sepharose, an die kein Antikbrper gekoppelt
worden war, inkubiert (B). Auerdem wurde der Antikdrper S-19, gekoppelt an Protein A Sepharose,
mit Lysispuffer inkubiert (B). Die IPs wurde mittels SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine Immobilon P-
Membran transferiert. Die Membran wurde mit Antikorpern gegen die Proteine Cdk7 oder XPB
hybridisiert. Nach der Inkubation mit dem entsprechenden zweiten Antikdrper wurde die Membran mit
ECL-Losung Uberschichtet und anschlieRend gegen einen ECL-Hyperfilm exponiert. Die Zahlen
geben das Verhaltnis des prazipitierten Cdk7-Proteins zum prazipitierten XPB-Protein wider.
Gesamtzelllysat: 15 ug Protein des Gesamizelllysats wurden Uber SDS-PAGE aufgetrennt und auf
eine Immobilon P-Membran (bertragen. Die Membran wurde mit Antikdrpern gegen die Proteine
Cdk7, XPB oder PCNA hybridisiert und nach der ECL-Methode entwickelt.

Wurden die an Protein A Sepharose gekoppelten Antikérper nur mit Lysispuffer inkubiert, so

waren nach der Hybridisierung der Membran keine Signale in Hoéhe des XPB- oder Cdk7-
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Proteins zu sehen (Abbildung 3.1B, IP). Wurde die Protein A Sepharose, an die keine
Antikérper gekoppelt worden waren, mit Zelllysat inkubiert, so erhielt man zwar ein sehr
schwaches Signal flir das XPB-Protein, das Cdk7-Protein aber konnte nicht detektiert
werden (Abbildung 3.1B).

Wie in Abbildung 3.1 dargestellt, fuhrt die Bestrahlung von Zellen zu einer signifikanten
Abnahme der Menge des Cdk7-Proteins, das mit einem gegen das XPB-Protein gerichteten
Antikorper prazipitiert werden kann. Im Hinblick auf dieses Ergebnis stellte sich die Frage, ob
nur das Cdk7-Protein aus dem TFIlIH-Komplex geldst wird, ob die gesamte CAK-Untereinheit
mit den Proteinen Cdk7, Zyklin H und MAT1 abgespalten wird oder ob der TFIIH-Komplex
nach UV-Bestrahlung moéglicherweise vollstandig zerfallt.

Zur Beantwortung dieser Frage wurden pra-B Lymphozyten der Linie GM02184 mit 200 J/m?
UVC-Licht bestrahlt und 15 Minuten nach der Bestrahlung geerntet und lysiert. Fir die
Prazipitation des TFIIH-Komplexes aus dem Zelllysat wurden Antikdrper gegen die Proteine
XPB, Cdk7 und MAT1, ein weiteres Protein des CAK-Komplexes, eingesetzt. Wie im
vorausgegangen Versuch wurden die IPs Uber SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine
Immobilon P-Membran transferiert. Die Membran wurde aufler mit Antikbrpern gegen die
Proteine XPB und Cdk7 mit einem Antikdrper gegen das Protein Zyklin H, dem dritten
Protein des CAK-Komplexes, hybridisiert. Zur Bestimmung der relativen Menge der Proteine
XPB, Cdk7 und Zyklin H wurden 15 ug Protein des Gesamtzelllysats Uber SDS-PAGE
aufgetrennt und auf eine Immobilon P-Membran transferiert, die danach mit Antikbrpern
gegen die Proteine XPB, Cdk7, Zyklin H und PCNA inkubiert wurde.

Wurde der TFIIH-Komplex mit einem Antikérper gegen die Helikase XPB, einer Komponente
des TFIIH-Kerns, gefallt, so wurde aus dem Zelllysat UV-bestrahlter Zellen nicht nur weniger
Cdk7-Protein zusammen mit dem XPB-Protein prazipitiert als aus dem Lysat unbehandelter
Zellen, sondern auch weniger Zyklin H-Protein (Abbildung 3.2, IP). Prazipitierte man
hingegen den TFIIH-Komplex mit einem Antikérper gegen das MAT1-Protein, eine
Komponente der CAK-Untereinheit, anderte sich die Menge der ko-prazipitierenden Proteine
Cdk7 und Zyklin H hingegen nicht durch eine UV-Bestrahlung (Abbildung 3.2, IP). Fihrte
man die Prazipitation des TFIlIH-Komplex mit einem Antikérper gegen das Cdk7-Protein
durch, so anderte sich die Menge an ko-prazipitierendem Zyklin H-Protein nicht durch die
Bestrahlung. Die Menge an ko-prazipitierendem XPB-Protein war jedoch im Vergleich zu
unbestrahlten Zellen signifikant reduziert (Abbildung 3.2, IP).

Die Analyse des Gesamizelllysats zeigte, dass alle Versuchsansatze eine vergleichbare
Menge der TFIIH-Komponenten XPB, Zyklin H und Cdk7 enthielten (Abbildung 3.2,

Gesamtzelllysat).
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Abbildung 3.2: Die CAK-Untereinheit I16st sich nach UV-Bestrahlung als Einheit vom TFIIH-Kern
Pra-B Lymphozyten (GM02185) wurden mit 200 Jim? UVC-Licht bestrahlt und 15 Minuten nach der
Bestrahlung lysiert.

IP: Der TFlIH-Komplex wurde aus 175 ug Protein des Gesamtzelllysats mit Antikdrpern gegen die
Proteine XPB, MAT1 und Cdk7 prazipitiert. Die IP wurde tUber SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine
Immobilon P-Membran dbertragen. Die Membran wurde mit Antikdrpern gegen die Proteine XPB,
Cdk7 oder Zyklin H hybridisiert und nach der ECL-Methode entwickelt.

Gesamtzelllysat: 15 ug Protein des Gesamizelllysats wurden Uber SDS-PAGE aufgetrennt und auf
eine Immobilon P-Membran transferiert. Die Membran wurde mit Antikérpern gegen das XPB-, Cdk7-,
Zyklin H- oder PCNA-Protein hybridisiert und nach der ECL-Methode entwickelt.

Um sicherzustellen, dass die beobachtete Dissoziation des TFIIH-Komplexes nicht auf eine
Besonderheit des Versuchsaufbaus, zum Beispiel der in den Puffern vorhandenen
Salzkonzentration, zuriick zu flhren ist, wurde eine weitere Methode angewandt, um die UV-
induzierten Veranderungen im TFIIH-Komplex zu verdeutlichen. Zellen der Linie U20S, die
aus einem Osteosarkom isoliert worden waren, wurden auf Glasplattchen kultiviert und
bestrahlt. Diese Zelllinie haftet fest am Untergrund und somit ist der Zellverlust bei den bei
dieser Methode anzuwendenden diversen Waschschritten geringer als bei anderen
adharenten Zelllinien. Zur Bestrahlung wurde das Kulturmedium von den Zellen entfernt und
ein Membranfilter mit einem Porendurchmesser von 5 ym wurde vorsichtig auf den Zellen
platziert. Durch diesen Filter wurden die Zellen mit 100 J/m? UVC-Licht bestrahlt.
AnschlieRend wurden die Zellen im urspringlichen Kulturmedium weitere 30 Minuten bei
37°C inkubiert. Danach wurde das Kulturmedium entfernt, die Zellen gewaschen, in
Paraformaldehyd fixiert und mit Triton X-100 permeabilisiert. Anschlie®end wurden die Zellen
auf den Glasplattchen zuerst mit einem Antikérper gegen die Proteine XPB oder Cdk7
inkubiert und danach mit einem zweiten Antikorper, der mit einem fluoreszierenden Farbstoff
konjugiert war. Zur Markierung der UV-induzierten CPDs wurden die Zellen in 2M HCI 20
Minuten bei 37°C denaturiert und anschlie®end 30 Minuten in 10% BSA inkubiert. Dann
wurden die Zellen erneut mit Antikdrpern gegen die Proteine XPB oder Cdk7 und gleichzeitig

mit einem Antikorper gegen die CPDs inkubiert sowie anschliefend mit einem zweiten, an
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einen fluoreszierenden Farbstoff gekoppelten, Antikérper. Die so fluoreszenzmarkierten
Proteine wurden unter einem Laser-Konfokal-Mikroskop detektiert und mit der zugehérigen

Software dokumentiert.

XPB/Cdk7

-UV

+UV

-UvV

+UV

Abbildung 3.3: Das XPB-Protein akkumuliert im Gegensatz zum Cdk7-Protein an UV-
induzierten CPDs

Zellen der Linie U20S wurden auf Glasplattchen kultiviert, mit 100 Jim? UVC-Licht durch einen
Membranfilter mit 5 pum PorengréRe bestrahlt und 30 Minuten nach der Bestrahlung in
Paraformaldehyd fixiert. Nach der Permeabilisierung in Triton X-100 wurden die Zellen 1,5 Stunden
mit Antikorpern gegen die Proteine XPB oder Cdk7 inkubiert. Danach wurden die Zellen gewaschen
und mit dem entsprechenden zweiten, fluoreszenzmarkierten Antikdrper eine Stunde im Dunkeln
hybridisiert. Zur Detektion der UV-induzierten CPDs wurden die Zellen 20 Minuten bei 37°C in 2 M
HCI denaturiert und anschlieBend 30 Minuten in 10% BSA inkubiert. Die Zellen wurden dann 1,5
Stunden mit Antikérpern gegen das XPB-, das Cdk7-Protein oder gegen CPDs inkubiert.
Anschliefend wurden sie mit dem zweiten, fluoreszenzmarkierten Antikorper eine Stunde im Dunkeln
hybridisiert. Die Detektion der Fluoreszenz erfolgte unter einem Laser-Konfokal-Mikroskop und wurde
mit der zugehdrigen Software dokumentiert.

Wurden die Zellen mit Antikérpern gegen das XPB-Protein und gegen CPDs inkubiert,

konnte man eine Akkumulation des XPB-Proteins an den CPDs feststellen. Die Fluoreszenz
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des XPB-Proteins ist hier griin, die Fluoreszenz der CPDs rot wieder gegeben. Uberlagerten
sich die beiden Fluoreszenzen, nimmt man ein gelbes Signal wahr. Farbte man dagegen das
CDK7-Protein (grin) zusammen mit den CPDs (rot) oder dem XPB-Protein (rot), konnte
nach UV-Bestrahlung weder eine Akkumulation des CDK7-Proteins an den DNA-Schaden
festgestellt werden, noch Uberlagerten sich die Fluoreszenzsignale des Cdk7- und des XPB-
Proteins (Abbildung 3.3).

3.2 Charakterisierung der UV-abhangigen Dissoziation des TFIIH-Komplexes

3.21 Der CAK-Komplex wird nach der Dissoziation vom TFIIH-Kern nicht vom
Proteasom degradiert

Im Rahmen dieser Arbeit wurde gezeigt, dass nach UV-Bestrahlung weniger Cdk7- und
Zyklin H-Protein zusammen mit dem XPB-Protein aus dem Gesamtzelllysat bestrahlter
Zellen der Linie GM02184 prazipitiert werden konnte als aus dem Lysat unbestrahlter Zellen.
Um sicherzugehen, dass die Proteine der CAK-Untereinheit nach der Dissoziation von TFIIH
nicht vom Proteasom abgebaut werden, wurden GMO02184-Zellen vier Stunden mit dem
Proteasomeninhibitor MG132 inkubiert. Anschlie®end wurden die Zellen mit einer Dosis von
200 J/m? UVC-Licht bestrahlt und 30 Minuten nach der UV-Bestrahlung lysiert. Der TFIIH-
Komplex wurde mit einem Antikorper gegen die Helikase XPB aus dem Zelllysat prazipitiert,
die IP Uber SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine Immobilon P-Membran Ubertragen. Zur
Uberprifung der Menge an XPB- und Cdk7-Protein wurde ein Aliquot des Gesamtzelllysats
ebenfalls Uber SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine Immobilon P-Membran Ubertragen.
Diese Membran wurde mit Antikérpern gegen die Proteine XPB, Cdk7 und PCNA und zur
Uberpriifung der Wirkung des Proteasomeninhibitors zusatzlich mit einem Antikérper gegen
das p53-Protein hybridisiert.

Abbildung 3.4 (IP) zeigt, dass die mit dem XPB-Protein prazipitierte Menge an Cdk7-Protein
nach Bestrahlung abnahm, unabhangig davon ob die Zellen mit dem Proteasomeninhibitor
behandelt worden waren. Die Gesamtmenge an XPB- und Cdk7-Protein blieb hingegen
unter den Versuchsbedingungen konstant, wahrend die Menge des p53-Proteins in
Gegenwart des Proteasomeninhibitors zunahm. Unter den gewahlten Versuchsbedingungen
war keine Mengenzunahme des p53-Proteins nach Bestrahlung zu beobachten obwohl UV-
Strahlung normalerweise eine Akkumulation des p53-Proteins induziert (Abbildung 3.4,
Gesamtzelllysat; Ubersicht in: Blattner et al., 1994; Herrlich et al., 1994).
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Abbildung 3.4: Die Dissoziation des TFlIIH-Komplexes nach UV-Bestrahlung ist unabhangig von
proteasomaler Degradation.

Pra-B Lymphozyten der Linie GM02184 wurden bei 37°C vier Stunden mit 10 pM des
Proteasomeninhibitors MG132 inkubiert, anschlieRend mit 200 J/m* UVC-Licht bestrahlt und 30
Minuten nach der Bestrahlung lysiert.

IP: Der TFIIH-Komplex wurde aus 150 ug Protein des Gesamtzelllysats mit einem Antikdrper gegen
das XPB-Protein prazipitiert und wie in der Abbildung 3.3 beschrieben prozessiert.

Gesamtzelllysat: 15 ug Protein des Lysats wurden Uber SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine
Immobilon P-Membran transferiert. Die Membran wurde mit Antikdrpern gegen die Proteine XPB,
Cdk7, p53 oder PCNA hybridisiert.

3.2.2 Dosisabhangigkeit der Dissoziation von TFIIH nach UVC-Bestrahlung

Zur Durchflihrung der Experimente wurde bisher eine relativ hohe Dosis an UVC-Strahlung
von 100 - 200 J/m? verwendet. Um festzustellen, ob die Dissoziation des TFIIH-Komplexes
auch in einem niedrigeren Dosisbereich zu beobachten ist, wurden Pra-B Lymphozyten der
Linie GM02184 mit 10, 60, 100 und 200 J/m? UVC-Licht bestrahlt und 30 Minuten nach der
Bestrahlung lysiert. Der TFIIH-Komplex wurde mittels eines Antikdrpers gegen das XPB-
Protein aus dem Gesamtzelllysat bestrahlter und unbestrahlter Zellen gefallt, die IPs Uber
SDS-PAGE aufgetrennt, auf eine Immobilon P-Membran Ubertragen und mit Antikérpern
gegen die Proteine XPB und Cdk7 hybridisiert. Fur die Bestimmung der relativen
Gesamtmenge der Proteine XPB und Cdk7 wurde das Gesamtzelllysat gleichfalls Uber SDS-
PAGE aufgetrennt, auf eine Immobilon P-Membran transferiert und die Membran mit
Antikoérpern gegen die Proteine XPB, Cdk7 oder PCNA hybridisiert.

Wie in Abbildung 3.5 (IP) zu sehen ist, filhrte bereits eine Dosis von 10 J/m? UVC-Licht zu
einer Abnahme der Menge des Cdk7-Proteins, welches zusammen mit dem XPB-Protein aus
dem Zelllysat prazipitiert werden konnte. Eine Erhéhung der Strahlendosis fiihrte reziprok zu
einer Abnahme der Menge an Cdk7-Protein, welches mit dem XPB-Protein ko-prazipitierte.

Die Gesamtmenge an den Proteinen Cdk7 und XPB blieb in der Zelle jedoch konstant
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(Abbildung 3.5, Gesamtzelllysat). Die gleichbleibende Intensitat der PCNA-Proteinbanden in
allen Proben macht deutlich, dass fir jeden Ansatz die gleiche Proteinmenge auf das Gel

aufgetragen wurde (Abbildung 3.5, Gesamtzelllysat).
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Abbildung 3.5: Abhangigkeit der Dissoziation des TFIIH-Komplexes von der Strahlendosis.
Pra-B Lymphozyten (GM02184) wurden mit den angegebenen Dosen UVC-Licht bestrahlt und 30
Minuten nach der Bestrahlung lysiert.

IP: Der TFIIH-Komplex wurde aus 150 ug Protein des Gesamtzelllysats mit einem Antikdrper gegen
das XPB-Protein prazipitiert und wie im Text zu Abbildung 3.3 beschrieben prozessiert.
Gesamtzelllysat: 15 ug des Gesamtzelllysats wurden Uber SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine
Immobilon P-Membran transferiert. Die Membran wurde mit Antikdrpern gegen die Proteine XPB,
Cdk7 oder PCNA hybridisiert.

Die Untersuchung zur Dosisabhangigkeit der UV-induzierten Dissoziation von TFIIH zeigte,
dass bereits eine Dosis UV-Strahlung von 10 J/m? UVC zur Verdnderung eines Teils des
TFIIH-Komplexes in der Zelle flhrt. Allerdings ist der Unterschied in der Menge des mit dem
XPB-Protein ko-prazipitierenden Cdk7-Proteins zwischen unbestrahlten und mit 10 oder
auch 60 J/m? UVC-Licht bestrahlten Zellen sehr gering. Aus diesem Grund wurde fiir die

folgenden Experimente weiterhin eine Dosis von mehr als 100 J/m? UVC-Licht angewandt.

3.2.3 Kinetik der Dissoziation des TFlIIH-Komplexes

Mit Hilfe einer kinetischen Analyse wurde der genaue Zeitpunkt der Dissoziation des TFIIH-
Komplexes bestimmt. Die Zellen wurden dazu mit 300 J/m? UVC-Licht bestrahlt und 3, 6, 8, 9
oder 10 Minuten nach der Bestrahlung geerntet. Der TFIIH-Komplex wurde mit einem
Antikoérper gegen die Helikase XPB aus dem Gesamtzelllysat prazipitiert, die IP tGber SDS-
PAGE aufgetrennt und auf eine Immobilon P-Membran (bertragen. Die Membran wurde
anschliefend mit Antikérpern gegen die Proteine XPB oder Cdk7 inkubiert. Zur Bestimmung
der relativen Menge des XPB- und des Cdk7-Proteins wurden gleichfalls Aliquots der

Gesamtzelllysate Uber SDS-PAGE aufgetrennt, auf eine Immobilon P-Membran Ubertragen
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und die Membran mit Antikérpern gegen die Proteine XPB, Cdk7 oder PCNA inkubiert.
Bereits drei Minuten nach Bestrahlung mit UVC-Licht wurde deutlich weniger Cdk7-Protein
zusammen mit dem XPB-Protein aus dem Zelllysat prazipitiert als aus dem Lysat
unbestrahlter Zellen. 10 Minuten nach UV-Bestrahlung wurde nahezu kein Cdk7-Protein
mehr mit dem XPB-Protein koprazipitiert (Abbildung 3.6, IP). Die Gesamtmenge an XPB-
und Cdk7-Protein blieb hingegen unter den gewahlten Versuchsbedingungen konstant
(Abbildung 3.6, Gesamtzelllysat).
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Abbildung 3.6: Kinetik der TFIIH-Dissoziation

Pra-B Lymphozyten der Linie GM02184 wurden mit 300 J/im? UVC-Licht bestrahlt und 3, 6, 8, 9 oder
10 Minuten nach der Bestrahlung geerntet und lysiert.

IP: Der TFIIH-Komplex wurde mit einem Antikérper gegen die Helikase XPB aus 150 pg Protein des
Zelllysats prazipitiert und wie im Text zur Abbildung 3.3 beschrieben prozessiert.

Gesamtzelllysat: 15 pg Protein des Gesamtzelllysats wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und auf
eine Immobilon P-Membran transferiert. Die Detektion erfolgte mit Antikbrpern gegen die Proteine
XPB, Cdk7 oder PCNA.

Nach einer DNA-Schadigung durch UV-Strahlung finden in der Zelle weitlaufige
Veranderungen statt. So werden DNA-anhangige Prozesse wie Replikation und
Transkription gestoppt und die UV-induzierten Schaden repariert. Nach der Reparatur der
Schaden stellt sich in der Regel in der Zelle wieder der Ausgangszustand ein und alle
unterbrochenen Vorgange werden reaktiviert. Es stellte sich deshalb die Frage, ob sich die
beiden Untereinheiten des TFIIH-Komplexes zu einem spateren Zeitpunkt nach der UV-
Bestrahlung, zum Beispiel nach der Rickkehr in den Ausgangszustand, wieder
reassoziieren. Um diese Mdoglichkeit zu untersuchen, wurden Zellen der Linie GM02184 mit
200 J/m? UVC-Licht bestrahlt und 6 Stunden, 24 Stunden oder 30 Stunden nach Bestrahlung
geerntet. Der TFIIH-Komplex wurde mit einem Antikérper gegen das XPB-Protein aus dem
Gesamtzelllysat prazipitiert, die IPs Uber SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine Immobilon P-
Membran Ubertragen. Die Proteine XPB oder Cdk7 wurden anschlielend durch
Hybridisierung der Membran mit entsprechenden Antikdrpern detektiert. Zur Bestimmung der

relativen Menge der Proteine XPB und Cdk7 im Gesamtzelllysat wurden 15 ug tber SDS-
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PAGE aufgetrennt und auf eine Immobilon P-Membran Ubertragen. Die Membran wurde mit
Antikérpern gegen die Proteine XPB, Cdk7 oder PCNA hybridisiert.

Wie Abbildung 3.7 (IP) zeigt war selbst 30 Stunden nach Bestrahlung die Menge an Cdk7-
Protein, welche zusammen mit dem XPB-Protein aus dem Lysat der bestrahlten Zellen
prazipitiert werden konnte, geringer als aus dem Lysat unbestrahlter Zellen. Die beiden
Untereinheiten von TFIIH waren folglich auch 30 Stunden nach UV-Bestrahlung nicht
reassoziiert. Aus Abbildung 3.7 (Gesamtzelllysat) ist ersichtlich, dass alle Versuchsansatze

eine vergleichbare Gesamtmenge der TFIIH-Proteine XPB und Cdk7 enthielten.
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Abbildung 3.7: Langzeitkinetik der Dissoziation des TFIIH-Komplexes nach UVC-Bestrahlung
Zellen der Linie GM02184 wurden mit 200 J/m? UVC-Licht bestrahlt und 6, 24 oder 30 Stunden nach
der Bestrahlung geerntet und lysiert.

IP: Der TFIIH-Komplex wurde mit einem Antikdrper gegen das XPB-Protein aus 200 pg Protein des
Gesamtzelllysats prazipitiert, und wie im Text zu Abbildung 3.3 beschrieben prozessiert.
Gesamtzelllysat: 15 yg Protein des Gesamtizelllysats wurden ber SDS-PAGE aufgetrennt und auf
eine Immobilon P-Membran transferiert. Die Detektion erfolgte durch Hybridisierung der Membran mit
Antikorpern gegen die Proteine XPB, Cdk7 oder PCNA.

3.2.4 Der Einfluss von UVA- und UVB-Strahlung auf die Zusammensetzung des TFIIH-
Komplexes

Die Dissoziation des TFIIH-Komplexes wurde zuerst nach Bestrahlung mit UVC-Licht
nachgewiesen. UVC-Strahlung wird in unserer Atmosphare jedoch zum groéften Teil von der
Ozonschicht absorbiert und ist infolgedessen kein Teil der normalen Strahlenbelastung des
Menschen. Die auf der Erdoberflache auftreffende Strahlung besteht vorwiegend aus UVA-
und UVB-Licht. Aus diesem Grund stellte sich die Frage, ob die Einwirkung physiologischer
UVA- und UVB-Strahlung analog zur UVC-Strahlung auch zur Dissoziation des TFIIH-
Komplexes flihren kann.

Zur Klarung dieser Frage wurden Zellen der Linie GM02184 mit 500, 2500 und 5000 J/m?
UVA-Licht und mit 250, 1000 und 2000 J/m? UVB-Licht bestrahlt. Zur Kontrolle wurden
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unbestrahlte und mit 200 J/m? UVC-Licht bestrahlte Zellen mitgefiihrt. 30 Minuten nach der
Bestrahlung wurden die Zellen gesammelt und lysiert. Mittels eines Antikdrpers gegen das
XPB-Protein wurde der TFIIH-Komplex aus dem Gesamtzelllysat gefallt, die IP Uber SDS-
PAGE aufgetrennt, auf eine Immobilon P-Membran transferiert und die Membran mit
Antikérpern gegen die Proteine XPB und Cdk7 hybridisiert. Zur Bestimmung der relativen
Menge an XPB- und Cdk7-Protein wurden 15 ug Protein der Gesamtzelllysate tber SDS-
PAGE aufgetrennt, auf eine Immobilon P-Membran Ubertragen und die Membran mit
Antikoérpern gegen die Proteine XPB, Cdk7 und PCNA inkubiert.

Aus Abbildung 3.8 (IP) geht hervor, dass eine Dosis von 500 J/m? UVA-Licht die Dissoziation
des TFIIH-Komplexes nicht induzieren konnte. Wurden die Zellen jedoch mit 2500 oder 5000
J/m? UVA-Licht bestrahlt, so wurde im Vergleich zu unbestrahlten Zellen weniger Cdk7-
Protein zusammen mit dem XPB-Protein aus dem Gesamtzelllysat prazipitiert. Bei
Bestrahlung mit UVB-Licht war hingegen schon eine Dosis von 50 J/m? ausreichend, um

eine Dissoziation des TFlIH-Komplexes zu bewirken.
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Abbildung 3.8: Der TFIIH-Komplex dissoziiert nach Bestrahlung mit UVA-, UVB- und UVC-Licht
Pra-B Lymphozyten der Linie GM02184 wurden mit den angegebenen Dosen und Arten UV-Licht
bestrahlt und 30 Minuten nach Bestrahlung lysiert.

IP: Der TFIIH-Komplex wurde mit einem Antikdrper gegen die Helikase XPB aus 175 ug Protein des
Gesamtzelllysats prazipitiert. Die IP wurde Uber SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine Immobilon P-
Membran Ubertragen. Die Membran wurde anschlieBend mit Antikdrpern gegen die Proteine XPB
oder Cdk7 hybridisiert.

Gesamtzelllysat: 15 pg des Lysats wurden iber SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine Immobilon P-
Membran Ubertragen. Die Membran wurde anschlieend mit Antikérpern gegen die Proteine XPB,
Cdk7 oder PCNA hybridisiert.
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Wie bereits gezeigt filhrte auch eine Bestrahlung mit 200 J/m? UVC-Licht zur Reduktion der
Menge an Cdk7-Protein welches mit dem XPB-Protein koprazipitiert (Abbildung 3.8, IP). Die
relative Menge der TFIIH-Proteine XPB und Cdk7 blieb auch in dieser Serie an

Experimenten in allen Ansatzen konstant (Abbildung 3.8, Gesamtzelllysate).

Dieses Experiment zeigt, dass nicht nur UVC-Licht, sondern auch UVA- und UVB-Strahlung
bereits bei physiologischen Strahlendosen zur Dissoziation des TFIIH-Komplexes flhren. Fir
die folgenden Versuche wurde trotzdem weiterhin UVC-Strahlung verwendet, weil die

Anwendung dieser Strahlungsart im Laboralltag leichter durchzufiihren war.

3.2.5 Die Wirkung von Cisplatin auf den TFIIH-Komplex

Cisplatin ist eine Chemikalie, welche an DNA bindet und Strangvernetzungen innerhalb
eines Stranges und auch zwischen benachbarten Stradngen in der DNA-Doppelhelix induziert
(Berners-Price et al., 2003; Monjardet-Bas et al. 2002; Eastman, 1985). Aufgrund dieser
Vernetzung kommt es im Zuge der DNA-Replikation oder -Transkription zum Bruch der DNA,
was die Einleitung von Apoptose in der betreffenden Zelle bewirken kann. Diese Eigenschaft
wirkt dem Zellwachstum und der Neubildung von Gewebe entgegen, weshalb es zum
Beispiel in der Tumortherapie eingesetzt wird. Durch Cisplatin induzierte
Strangvernetzungen sind, wie auch Photoprodukte, Substrate der NER (Wang et al., 2004a;
Wang et al., 2004b).

Um die Versatilitdt der Dissoziation des TFIlIH-Komplexes in Gegenwart von weiteren
Substraten der NER zu untersuchen, wurden Zellen der Linie GM02184 16 Stunden mit 10
MM Cisplatin oder dem Loésungsmittel (DMSO) behandelt. Danach wurden die Zellen mit 200
J/m? UVC-Licht bestrahlt oder, zur Kontrolle der Dissoziation, unbestrahlt weitergefihrt. 15
Minuten nach der Bestrahlung wurden alle Zellen lysiert und der TFIIH-Komplex mittels eines
Antikorpers gegen das XPB-Protein aus dem Zelllysat prazipitiert. Die IPs wurden tUber SDS-
PAGE aufgetrennt, auf eine Immobilon P-Membran Ubertragen und die Membran mit
Antikérpern gegen die Proteine XPB und Cdk7 hybridisiert. Zur Uberpriifung der relativen
Menge der Proteine XPB und Cdk7 wurden Aliquots der Zelllysate ebenfalls tGber SDS-
PAGE aufgetrennt, auf eine Immobilon P-Membran Ubertragen und die Membran mit
Antikdrpern gegen die Proteine XPB, Cdk7 und PCNA inkubiert. Um die Funktionalitat von
Cisplatin zu Uberprufen, wurden die Membranen zusatzlich mit einem Antikérper gegen das
p53-Protein inkubiert.

Erstaunlicherweise konnte aus dem Lysat mit Cisplatin oder mit DMSO behandelter Zellen
sowie unbehandelter Zellen eine vergleichbare Menge an Cdk7-Protein zusammen mit dem

XPB-Protein aus dem Gesamtzelllysat prazipitiert werden. Bestrahlte man allerdings mit
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Cisplatin behandelte Zellen mit UVC-Licht, nahm die mit dem XPB-Protein aus dem Zelllysat
gefallte Menge an Cdk7-Protein im Vergleich zu unbestrahlten Zellen ab. Aus dem Lysat
bestrahlter mit DMSO behandelter Zellen sowie nicht mit Cisplatin oder DMSO behandelter
Kontrollzellen prazipitierte ebenfalls eine signifikant geringere Menge an Cdk7-Protein mit

dem XPB-Protein als aus dem Lysat unbestrahlter Zellen (Abbildung 3.9, IP).
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Abbildung 3.9: Cisplatin induziert keine Dissoziation des TFIIH-Komplexes.

Pra-B Lymphozyten der Linie GM02184 wurden mit 10 uM Cisplatin behandelt. Als Kontrolle wurden
unbehandelte und mit DMSO behandelte Zellen mitgefiihrt. 16 Stunden nach der Zugabe von
Cisplatin wurden die Zellen mit 200 J/m* UVC-Licht bestrahlt und nach weiteren 15 Minuten lysiert.

IP: Der TFIIH-Komplex wurde mit einem Antikorper gegen das XPB-Protein aus 150 ug Protein des
Zelllysats geféllt. Die IP wurde Uber SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine Immobilon P-Membran
transferiert. Die Membran wurde mit Antikdrpern gegen die Proteine Cdk7 oder XPB hybridisiert.
Gesamtzelllysat: 15 ug Protein des Gesamitzelllysats wurden Uber SDS-PAGE aufgetrennt und auf
eine Immobilon P-Membran Ubertragen. Die Membran wurde anschlie3end mit Antikdrpern gegen die
Proteine XPB, Cdk7, p53 oder PCNA inkubiert.

Die Zunahme der Menge des p53-Proteins in Cisplatin-behandelten Zellen zeigt deutlich,
dass die Behandlung mit Cisplatin zur Schadigung der DNA geflihrt hat. (Abbildung 3.9,
Gesamtzelllysat). Die Analyse der Gesamizelllysate zeigt auRerdem, dass in den Ansatzen
eine vergleichbare Gesamtmenge der TFIIH-Komponenten Cdk7 und XPB enthalten war
(Abbildung 3.9, Gesamtzelllysat).
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3.2.6 y-Strahlung induziert selbst in hohen Dosen nur die Dissoziation eines geringen
Teils des zellularen TFIIH-Komplexes

Eine Behandlung von Zellen mit y-Strahlung fihrt zu einer Reihe von Schaden, unter denen
die Bildung von Doppelstrangbrichen in der DNA physiologisch am relevantesten ist. Zwar
ist eine Beteiligung von TFIIH oder anderen Enzymen der NER-Maschinerie an der
Doppelstrangbruchreparatur eher unwahrscheinlich, die Ergebnisse nach Bestrahlung von
Zellen mit UVA- Licht bzw. nach Behandlung mit Cisplatin zeigten aber, dass die
Dissoziation des TFIIH-Komplexes zumindest nicht ausschlieRlich mit der Initiierung der NER
durch bekannte Substrate gleichzusetzen ist. Auflerdem gibt es Untersuchungen, nach
denen ionisierende Strahlung haufig ahnliche Signalwege aktiviert wie ultraviolette Strahlung.
Die Aktivierung dieser Signalwege erfolgt meist nicht durch den eigentlichen DNA-Schaden,
sondern uUber Wechselwirkungen der Strahlung mit anderen zellularen Makromolekulen
(Ubersicht in: Shackelford et al., 1999).

Um einen besseren Uberblick zu gewinnen, welche Stimuli die Dissoziation des TFIIH-
Komplexes bewirken und ob mdglicherweise andere Faktoren als die Schadigung der DNA
dabei eine Rolle spielen kénnten, wurde untersucht, ob die Dissoziation des TFIIH-
Komplexes auch durch ionisierende Strahlung induziert werden kann.

Dazu wurden Zellen der Linie GM02184 einer Strahlendosis von 5 oder 50 Gray y-Strahlung
ausgesetzt. Mit 200 J/m? UVC-Licht bestrahlte Zellen wurden als Positivkontrolle mitgefiihrt.
Alle Zellen wurden 30 Minuten nach Bestrahlung geerntet und lysiert. Der TFIIH-Komplex
wurde mit einem Antikorper gegen das XPB-Protein prazipitiert, die IP Uber SDS-PAGE
aufgetrennt, auf eine Immobilon P-Membran (bertragen und die Membran mit Antikbrpern
gegen die Proteine XPB oder Cdk7 hybridisiert. Zur Uberprifung der relativen Menge der
TFIIH-Faktoren XPB und Cdk7 wurden Aliquots des Gesamtzelllysats der verschiedenen
Versuchsansatze ebenfalls Uber SDS-PAGE aufgetrennt und analog prozessiert.

Wie in Abbildung 3.10 (IP) dargestellt ist, fihrte eine Dosis von 5 Gray dabei nicht zu einer
Mengenabnahme des zusammen mit dem XPB-Protein ko-prazipitierten Cdk7-Proteins im
Vergleich zu der ko-prazipitierten Menge an Cdk7-Protein aus dem Lysat unbestrahlter
Zellen. Auch eine Dosis von 50 Gray induzierte nur eine leichte Abnahme der Menge an ko-
prazipitiertem Cdk7-Protein, wahrend die Bestrahlung mit 200 J/m? UVC-Licht zu einer
nahezu kompletten Dissoziation flhrte. Die Analyse der Zellysate zeigte, dass in allen vier
Ansatzen eine vergleichbare Menge an XPB- und Cdk7-Protein enthalten war (Abbildung

3.10, Gesamtzelllysat).

61



3. Ergebnisse

- UV 5G 50G & - UV 5G 50G
IP: esamtzell-
B asames — xrs ysat (e — xPs
oSSy — Cdk7 SSee — ci
e — a—
S — —— —  DPCNA

Abbildung 3.10: Selbst nach hohen Dosen ionisierender Strahlung dissoziiert nur ein geringer
Anteil des TFIIH-Komplexes in der Zelle

Zellen der Linie GM02184 wurden mit 200 J/m? UVC-Licht (UV), 5 oder 50 Gray y-Strahlung (G)
bestrahlt und 30 Minuten nach Bestrahlung geerntet und lysiert.

IP: Der TFIIH-Komplex wurde aus 150 pg Protein des Gesamtzelllysats mit einem an Protein A
Sepharose gekoppelten Antikorper gegen das XPB-Protein prazipitiert. Die IP wurde Uber SDS-PAGE
aufgetrennt und auf eine Immobilon P-Membran Ubertragen. Die Membran wurde mit Antikdrpern
gegen das XPB- und das Cdk7-Protein inkubiert.

Gesamtzelllysat: 15 ug Protein der Gesamtzelllysate wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und auf
eine Immobilon P-Membran Ubertragen. Die Membran wurde anschlieRend mit Antikbrpern gegen die
Proteine XPB, Cdk7 und PCNA hybridisiert.

3.2.7 Auch oxidativer Stress fiihrt zur Dissoziation des TFlIH-62Komplexes

Wie im Rahmen dieser Doktorarbeit bereits festgestellt wurde, flihrt auch eine Bestrahlung
mit UVA-Licht zur Dissoziation des TFIlIH-Komplexes. Im Gegensatz zu UVB- und UVC-
Strahlung entstehen durch UVA-Strahlung vorrangig Radikale, die zu oxidativen
Basenveranderungen in der DNA, wie 2°-Deoxyguanosin, fihren (Ravanat et al., 2001). Vor
diesem Hintergrund sollte untersucht werden, ob die Dissoziation von TFIIH neben den
Photoprodukten auch durch freie Radikale induziert werden kann. Um diese Frage zu
beantworten wurden die Zellen mit Wasserstoffperoxid (H>O,) behandelt. H,O, dissoziiert in
wassriger Losung und bildet reaktive Sauerstoffradikale, welche die DNA oxidieren. Um
sicherzustellen, dass eine eventuelle Dissoziation des TFIIH-Komplexes nach Behandlung
von Zellen mit H,O, auch wirklich auf die Bildung von Radikalen zurtuck zu fuhren ist und
nicht auf andere adverse Reaktionen, wurde ein Teil der Ansatze zusatzlich mit Glutathion
behandelt. Glutathion wirkt als ,Radikalfanger, das heil3t, es bindet die Radikale und
reduziert dadurch die Konzentration an freien Radikalen in der Zelle.

Um die Wirkung freier Radikale auf die Zusammensetzung des TFIIH-Komplexes zu
untersuchen, wurden Zellen der Linie GM02184 fiir 1 Stunde mit 3 mM H,O, kultiviert. Zum
Nachweis, dass die Wirkung von H,O, auch tatsachlich auf die Bildung von Radikalen zurtick
geht, wurde ein Teil der Anséatze zuerst 1 Stunde mit 40 mM Glutathion und anschlief3end 1

Stunde mit 3 mM H,0, inkubiert. Der TFIIH-Komplex wurde aus allen Ansatzen mit einem

62



3. Ergebnisse

Antikérper gegen die Helikase XPB prazipitiert, die IPs mittels SDS-PAGE aufgetrennt, auf
eine Immobilon P-Membran Gbertragen und die Membran mit Antikérpern gegen die Proteine
Cdk7 oder XPB hybridisiert. Zur Uberprifung der relativen Menge der TFIIH-Komponenten
XPB und Cdk7 unter diesen Versuchsbedingungen wurden Aliquots der Gesamtzelllysate
ebenfalls ber SDS-PAGE aufgetrennt und analog prozessiert. Eine weitere Membran mit
Proben der Gesamtzelllysate wurde mit Antikbrpern gegen eine phosphorylierte Form des
GSK3p-Proteins (phospho-GSK3p) und gegen PCNA hybridisiert. Nach der Entwicklung des
Western Blots wurden die an die Membran gebundenen Antikérper entfernt und die
Membran mit einem gegen das GSK3p-Protein gerichteten Antikdrper hybridisiert. Dies

ermdglichte die anschlieliende Bestimmung der Gesamtmenge an GSK33-Protein.
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Abbildung 3.11: Die Dissoziation von TFIIH kann durch freie Radikale induziert werden

Pra-B Lymphozyten der Linie GM02184 wurden eine Stunde mit 3 mM H,O, behandelt. Wo es in der
Abbildung angegeben ist, wurden die Zellen fir 1 Stunde mit 40 mM Glutathion (Glu) vorbehandelt.

IP: Der TFIIH-Komplex wurde mittels eines an Protein A Sepharose gekoppelten Antikorpers gegen
das XPB-Protein aus 150 ug Protein des Gesamtzelllysats prazipitiert. Die IP wurde Gber SDS-PAGE
aufgetrennt, auf eine Immobilon P-Membran Ubertragen und die Membran mit Antikérpern gegen die
Proteine XPB oder Cdk7 hybridisiert.

Gesamtzelllysat: 15 ug Protein des Gesamtzelllysats wurden tber SDS-PAGE aufgetrennt, auf eine
Immobilon P-Membran (bertragen und mit Antikdrpern gegen die Proteine XPB, Cdk7 oder PCNA
hybridisiert. Eine weitere Membran wurde mit Antikdrpern gegen die Proteine phospho-GSK3p oder
PCNA inkubiert. Nach der Detektion von phospho-GSK3p wurde die Membran durch eine 50minitige
Inkubation in DDT-haltiger Lésung bei 55°C von den Antikdrpern gereinigt und mit einem Antikorper
gegen GSK3p inkubiert.
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Analog zu UV-bestrahlten Zellen wurde aus den mit H,O, behandelten Zellen wesentlich
weniger Cdk7-Protein zusammen mit dem XPB-Protein aus dem Gesamtzelllysat gefallt als
aus dem Lysat unbehandelter Kontrollen. Inkubierte man die Zellen allerdings vor der
Behandlung mit H,O, mit dem Radikalfanger Glutathion, dann wurde aus dem Lysat der mit
Glutathion und H,O, behandelten Zellen eine vergleichbare Menge des Cdk7-Proteins
zusammen mit dem XPB-Protein prazipitiert wie aus dem Lysat unbehandelter Zellen
(Abbildung 3.11, IP). Eine Behandlung der Zellen mit Glutathion alleine veranderte die
Menge an mit dem XPB-Protein ko-prazipitierten Cdk7-Protein hingegen nicht. Die
Unterschiede in den Mengen an koprazipitiertem Cdk7-Protein sind nicht auf eine Abnahme
der Gesamtmenge des Cdk7-Proteins in der Zelle zurlick zu fiihren, denn in allen Proben
konnte eine vergleichbare Gesamtmenge der TFIIH-Komponenten XPB und Cdk7 detektiert
werden (Abbildung 3.11, Gesamitzelllysat). In den mit H,O, behandelten Proben war im
Vergleich zu den unbehandelten Proben allerdings wesentlich weniger phosphoryliertes
GSK3p-Protein enthalten. Eine Vorinkubation der Zellen mit Glutathion verhinderte jedoch
die Abnahme der Phosphorylierung des GSK3B-Proteins durch H,O, (Abbildung 3.11,

Gesamtzelllysat).

Neben Photoprodukten induziert UV-Strahlung auch die Bildung von Radikalen, die bei UVA-
Strahlung sogar deutlich Uberwiegen, bei UVB-Strahlung signifikant zur schadigenden
Wirkung beitragen und bei UVC-Strahlung noch immer vorhanden sind. Die Beobachtung,
dass Radikale die Dissoziation des TFIlIH-Komplexes bewirken, fihrte deshalb zur
Vermutung, dass maoglicherweise nicht die Photoprodukte, sondern oxidative Schaden fir die
Dissoziation von TFIIH nach UV-Bestrahlung verantwortlich sein kénnten. Um diese
Annahme zu Uberprifen, wurden Zellen vor der Bestrahlung fir 1 Stunde mit 40 mM
Glutathion inkubiert. Zur Kontrolle der Wirkung von Glutathion wurden Zellen zusatzlich fir 1
Stunde mit 3 mM H,O, behandelt. AnschlieRend wurde der TFIIH-Komplex mit einem
Antikorper gegen das XPB-Protein aus 150 ug Protein des Lysats prazipitiert, die IPs mittels
SDS-PAGE aufgetrennt, auf eine Immobilon P-Membran Ubertragen und die Membran mit
Antikérpern gegen die Proteine Cdk7 oder XPB hybridisiert. Zur Uberpriifung der relativen
Menge der TFlIIH-Komponenten XPB und Cdk7 unter diesen Versuchsbedingungen wurden
Aliquots der Gesamtzelllysate ebenfalls Gber SDS-PAGE aufgetrennt und analog prozessiert.
Eine weitere Membran wurde mit Antikdrpern gegen die phosphorylierte Form des GSK3p-
Proteins (phospho-GSK3p) und gegen PCNA hybridisiert, sowie, nach dem Entfernen des

ersten Antikorpers, mit einem gegen das GSK3p-Protein gerichteten Antikorper.
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Abbildung 3.12: Glutathion hat keinen Einfluss auf die UVC-induzierte Dissoziation des TFIIH-
Komplexes

Pra-B Lymphozyten der Linie GM02184 wurden mit 200 J/m? UVC-Licht bestrahlt und 30 Minuten
nach Bestrahlung lysiert. Ein Teil der Ansatze wurde zusatzlich mit 3 mM H,O, behandelt und ein
weiterer Teil 1 Stunde mit 40 mM Glutathion (Glu) inkubiert.

IP: Der TFIIH-Komplex wurde mittels eines an Protein A Sepharose gekoppelten Antikdrpers gegen
das XPB-Protein aus 150 ug Protein des Gesamtzelllysats prazipitiert und analog wie im Text zu
Abbildung 3.11 aufgeflhrt, prozessiert.

Gesamtzelllysat: 15 ug Protein des Gesamtzelllysats wurden tber SDS-PAGE aufgetrennt und wie
im Text zu Abbildung 3.11 beschrieben weiterbehandelt.

- PCMNA

Im Gegensatz zu den mit H,O, behandelten Zellen der vorhergehenden Abbildung
veranderte die Vorbehandlung mit Glutathion die Menge des Cdk7-Proteins, welches mit
XPB ko-prazipitierte, nicht, weder in anschlieRend bestrahlten noch in unbestrahlten Zellen.
Die zusatzliche Behandlung mit H,O, hatte gleichfalls keinen Einfluss auf die Menge des
Cdk7-Proteins, welches nach Bestrahlung mit dem XPB-Protein prazipitierte. Darliber hinaus

konnte auch hier eine Behandlung mit Glutathion die Abnahme der Menge des ko-
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prazipitierten Cdk7-Proteins nicht verhindern (Abbildung 3.12, IP). Eine Behandlung der
Zellen mit Glutathion alleine veranderte die Menge an mit dem XPB-Protein ko-prazipitierten
Cdk7-Protein hingegen nicht. Auch unter diesen Bedingungen wurden die absoluten
Proteinmengen im Gesamtzelllysat durch die Behandlungen nicht verandert, wie anhand
Abbildung 12 (Gesamtzelllysat) zu erkennen ist. In den mit H,O, vorbehandelten Proben war
indes, im Vergleich zu den unbehandelten Proben, wieder wesentlich weniger
phosphoryliertes GSK3B Protein enthalten. Wurden die Proben jedoch mit Glutathion
inkubiert, so wurde die Menge an phosphorylietem GSK3p-Protein durch H,O, nicht
verandert, was aufzeigt, dass das Glutathion auch funktionell war (Abbildung 3.12,

Gesamtzelllysat).

3.2.8 Die UV-induzierte Dissoziation von TFIIH erfordert aktiven Zellmetabolismus
UV-Licht und auch Radikale interagieren nicht nur mit der DNA, sondern auch mit anderen
zellularen Makromolekilen wie RNA oder Proteinen. Entsprechend rickte die Frage in den
Vordergrund, ob die Zelle aktiven Stoffwechsel betreiben muss, damit der TFIIH-Komplex
nach UV-Bestrahlung dissoziiert oder ob die Dissoziation von TFIIH mdglicherweise auch
eine Reaktion auf direkte UV-induzierte Veranderungen in den Proteinen des Komplexes
sein kénnte. Zur Klarung dieser Frage wurden die Zellen unter Bedingungen bestrahlt und
inkubiert, welche den zellularen Metabolismus auf einen Bruchteil der Ublichen Rate
reduzieren. Sollte die Dissoziation des TFIIH-Komplexes auf eine direkte Schadigung der
TFIIH-Proteine zuriick zu flhren sein, so sollte eine Bestrahlung auf Eis keinen Einfluss auf
die UV-induzierten Veranderungen haben. Ist jedoch von einer Signaltransduktionskaskade
auszugehen, welche die Schadigung der DNA auf den TFIIH-Komplex Ubertragt, so sollte die
Dissoziation bei einer Bestrahlung bei 0°C unterbleiben.

Um diese Uberlegungen experimentell zu belegen, wurden Pra-B Lymphozyten der Linie
GMO02184 bei 0°C mit 200 J/m? UVC-Licht bestrahlt und im vorgekiihlten Medium fiir weitere
30 Minuten auf Eis inkubiert, bevor sie anschlieRend lysiert wurden. Als Kontrollen wurde
eine unbestrahlte auf Eis inkubierte Probe und jeweils eine bestrahlte und unbestrahlte bei
37°C inkubierte Probe mitgefuhrt. Der TFIIH-Komplex wurde aus 150 ug Protein des
Gesamtzelllysats mittels eines an Protein A Sepharose gekoppelten Antikérpers gegen das
XPB-Protein gefallt, die IP Uber SDS-PAGE aufgetrennt, auf eine Immobilon P-Membran
Ubertragen und die Membran mit Antikérpern gegen die Proteine XPB oder Cdk7 inkubiert.
Zur Bestimmung der relativen Mengen der TFIIH-Komponenten im Gesamtzelllysat wurden
Aliquots der Ansatze ebenfalls Uber SDS-PAGE aufgetrennt und analog prozessiert.

Wurden Zellen bei 0°C bestrahlt und nach der Bestrahlung bei 0°C inkubiert, so konnte aus

dem Zelllysat der UV-bestrahlten Proben dieselbe Menge an Cdk7-Protein zusammen mit
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dem XPB-Protein prazipitiert werden wie aus dem Lysat unbestrahlter Zellen. Wurden die
gleichen Zellen hingegen bei 37°C inkubiert, verringerte sich die Menge des mit dem XPB-
Protein gefédllten Cdk7-Proteins in bestrahlten Zellen im Vergleich zu unbestrahlten
(Abbildung 3.13, IP).

Die Analyse der Gesamtzelllysate zeigte, dass alle Ansatze eine aquivalente Gesamtmenge
der TFIIH-Komponenten XPB und Cdk7 enthalten (Abbildung 3.13, Gesamtzelllysat).
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Abbildung 3.13: Die UV-induzierte Dissoziation des TFIIH-Komplexes erfordert aktiven
Zellmetabolismus.

Pra-B Lymphozyten der Linie GM02184 wurden bei 0°C mit 200 J/m* UVC-Licht bestrahlt und 30
Minuten inkubiert. Zur Kontrolle wurden Pra-B Lymphozyten bei RT bestrahlt und 30 min bei 37°C
inkubiert.

IP: Der TFIIH-Komplex wurde mittels eines an Protein A Sepharose gekoppelten Antikorpers gegen
das XPB-Protein aus 150 ug Protein des Gesamtzelllysats prazipitiert. Die IP wurde iber SDS-PAGE
aufgetrennt und auf eine Immobilon P-Membran transferiert und die Membran mit Antikbrpern gegen
die Proteine Cdk7 oder XPB hybridisiert.

Gesamtzelllysat: 15 ug Protein des Gesamtzelllysats wurden Uber SDS-PAGE aufgetrennt und auf
eine Immobilon P-Membran ubertragen. Die Membran wurde mit Antikdrpern gegen die Proteine XPB,
Cdk7 oder PCNA inkubiert.

3.2.9 Die UV-induzierte Dissoziation des TFIIH-Komplexes ist unabhidngig von der
RNA Pol Il vermittelten Transkription

Ein UV-induziertes Photoprodukt in der DNA stellt flr die metabolische Enzyme wie die
transkribierende RNA Pol Il eine Barriere dar, die sie nicht Uberwinden konnen.
Entsprechend reduziert die Zelle nach einer Schadigung der DNA durch UV-Licht die
Transkription auf ein Minimum und die Replikation der DNA wird vollstandig gestoppt (Scaife,
1970). In der wissenschaftlichen Gemeinde gibt es Uberlegungen, dass die an einem DNA-
Schaden festsitzende RNA Pol Il in der TCR das Signal zur Initiation der Reparatur gibt
(Ubersicht in: Mullenders und Berneburg, 2001). Vor diesem Hintergrund stellte sich die
Frage, ob die Dissoziation des TFlIH-Komplexes auch unter Bedingungen erfolgt, die keine
Transkription erlauben, wie zum Beispiel in Gegenwart von Transkriptionsinhibitoren.

Zur Beantwortung dieser Frage wurde in Pra-B Lymphozyten der Linie GM02184 die basale
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Transkription durch Inkubation mit den Transkriptionsinhibitoren Aktinomyzin D und 5,6-
dichloro-1-beta-D-ribofuranosylbenzimidazol (DRB) ausgeschaltet. Wahrend Aktinomyzin D
die Transkription inhibiert indem es spezifisch an dG(3°-57)dC-Stellen des DNA-
Doppelstranges bindet und die Enzyme der DNA-abhangigen RNA-Synthese behindert, fihrt
DRB zum friihzeitigen Abbruch der Transkription in Promotornahe, eventuell durch Inhibition
der Kinase Cdk7 (Yankulov et al., 1995; Rossignol et al., 1997). Es ist aulerdem ein
effizienter Inhibitor der Casein-Kinase I, deren Beteiligung an der Transkription vermutet
wird (Zandomeni et al., 1986).

Um die Abhangigkeit der Dissoziation des TFIlIH-Komplexes von der Transkription zu
untersuchen, wurden Zellen der Linie GM02184 fir eine Stunde mit 5 ug/ml Aktinomyzin D
oder 250 uM DRB behandelt. AnschlieRend wurden die Zellen aufgeteilt. Ein Teil der Zellen
wurde mit 200 J/m? UVC-Licht bestrahlt und fiir die Prazipitation des TFIIH-Komplexes
verwendet. Diese Zellen wurden nach der Bestrahlung 30 Minuten in dem Inhibitor-
enthaltenden Medium inkubiert und anschlieRend lysiert. Der TFIIH-Komplex wurde mit
einem Antikdrper gegen die Helikase XPB aus 200 ug Protein des Zelllysats prazipitiert und
nach Auftrennung Uber SDS-PAGE auf eine Immobilon P-Membran tbertragen, welche mit
Antikorpern gegen die Proteine XPB oder Cdk7 inkubiert wurde.

Zur Uberpriifung, ob die Transkription durch die Inhibitoren vollstindig gehemmt wurde,
wurde der andere Teil der Zellen mit einer Dosis von 30 J/m? UVC-Licht bestrahlt und fiir 45
Minuten in dem Inhibitor-enthaltenden Medium inkubiert. Aus diesen Zellen wurde PolyA
RNA prapariert und mittels Northern Blotting auf die Expression des c-jun-Gens untersucht.
Bei einer Dosis von 30 J/m? UVC-Licht wird die Transkription des c-jun-Gens aktiviert und die
RNA-Menge nimmt zu (Herr et al., 1994; Angel und Karin, 1991; Devary et al., 1991). Diese
Mengenzunahme kann durch Inhibitoren der Transkription vermieden werden.

5 ug der extrahierten RNA wurden Uber ein Formaldehydgel aufgetrennt und auf eine
Hybond N-Membran Ubertragen. Die Membran wurde mit einer radioaktiv markierten cDNA-
Sonde fir die c-jun-RNA und fiir die Glyceraldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase (GAPDH)-
RNA hybridisiert. GAPDH ist ein konstitutiv exprimiertes Gen, welches sich gut als interne
Kontrolle fiir die Bestimmung der relativen RNA-Menge pro Ansatz eignet (Perfetti et al,,
1991).
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Abbildung 3.14: Die Dissoziation des TFIIH-Komplexes ist unabhangig von RNA Pol i
vermittelter Transkription

Zellen der Linie GM02184 wurden eine Stunde mit 5 pg/ml Aktinomyzin D (Akt D) oder 250 uM DRB
behandelt. Anschlieliend wurden die Zellen aufgeteilt, ein Teil davon wurde mit 200 Jim? UVC-Licht
bestrahlt und nach weiteren 30 Minuten Inkubation in dem Inhibitor-enthaltenden Kulturmedium lysiert
A)

IP: Der TFlIH-Komplex wurde mit einem Antikdrper gegen die Helikase XPB aus 200 ug Protein des
Zelllysats prazipitiert, mittels SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine Immobilon P-Membran Ubertragen.
Die Membran wurde mit Antikérpern gegen die Proteine XPB oder Cdk7 inkubiert.

Gesamtzelllysat: 15 ug Protein des Gesamizelllysats wurden Uber SDS-PAGE aufgetrennt und auf
eine Immobilon P-Membran Ubertragen. Die Membran wurde anschlie3iend mit Antikdrpern gegen die
Proteine XPB, Cdk7 oder PCNA hybridisiert.

B) Die Ubrigen Zellen wurden mit 30 J/m?* UVC-Licht bestrahlt, 40 Minuten nach der Bestrahlung
geerntet und PolyA RNA prapariert. 5 ug RNA wurden Uber ein Formaldehydgel aufgetrennt, auf eine
Hybond N-Membran Gbertragen und anschlie3iend mit einer radioaktiv markierten cDNA-Sonde gegen
die c-jun-RNA hybridisiert. Nach der ersten Hybridisierung wurde die Membran von der radioaktiven
Sonde befreit, und mit einer radioaktiv markierten Sonde gegen die GAPDH-RNA hybridisiert.
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Unabhangig davon, ob die Zellen vor der Bestrahlung mit den Transkriptionsinhibitoren
Aktinomyzin D oder DRB behandelt worden waren, wurde in allen IPs bestrahlter Zellen
weniger Cdk7-Protein zusammen mit dem XPB-Protein geféllt als aus dem Lysat
unbestrahlter Zellen (Abbildung 3.14A, IP). Durch einen Western Blot der Gesamtzelllysate
konnte veranschaulicht werden, dass alle Proben eine vergleichbare Gesamtmenge an XPB-
und Cdk7-Protein enthielten (Abbildung 3.14A, Gesamtzelllysat).

Die Analyse der PolyA RNA zeigte, dass die UV-Bestrahlung zur zuvor beschriebenen
Mengenzunahme der c-jun-RNA fihrt (Herr et al., 1994; Angel und Karin, 1991; Devary et
al., 1991). In den Zellen, die mit Aktinomyzin D oder DRB behandelt worden waren, war die
Menge an c-jun-RNA signifikant reduziert und konnte auch durch Bestrahlung mit UVC-Licht
nicht erhoht werden (Abbildung 3.14B). Die Blockierung der Transkription durch die

Inhibitoren war folglich vollstandig.

3.3 Die Dissoziation des TFlIH-Komplexes nach UV-Strahlung ist ein generelles

Prinzip

EBV-transformierte Lymphozyten, wie sie flir die meisten der vorausgegangen Experimente
benutzt wurden, bringen eine Reihe experimenteller Vorteile mit, wie zum Beispiel schnelles
Wachstum und einfache Kultivierbarkeit. Allerdings geht die Etablierung von Zelllinien in der
Regel mit dem Verlust einiger ,normaler zelluldrer Eigenschaften einher und, was im
Zusammenhang mit dieser Studie von besonderer Bedeutung ist, sie sind normalerweise
nicht dem Sonnenlicht ausgesetzt. Dies warf einerseits die Frage nach der
Allgemeingultigkeit der beobachteten Dissoziation des TFIIH-Komplexes auf und
andererseits die Frage, ob der TFIlIH-Komplex auch in Zellen dissoziiert, die unter
physiologischen Bedingungen der UV-Strahlung ausgesetzt sind, wie zum Beispiel
Hautfibroblasten.

Um diese Frage zu klaren, wurden primare menschliche Hautfibroblasten (GM01604),
Mausfibroblasten, die nach dem 3T3-Protokoll etabliert worden waren, sowie Zelllinien, die
aus menschlichen Lungen- (H1299 - p53-/-) oder Knochentumoren (U20S; SAOS-2 - p53-/-)
etabliert worden sind mit 200 J/m? UVC-Licht bestrahlt und nach anschlieRender 30
minutiger Inkubation bei 37°C lysiert. Der TFIIH-Komplex wurde mittels eines an Protein A
Sepharose gekoppelten Antikorpers gegen die Helikase XPB aus 150 ug Protein des
Gesamtzelllysats prazipitiert, die IP Gber SDS-PAGE aufgetrennt, auf eine Immobilon P-
Membran transferiert und mit Antikérpern gegen die Proteine XPB und Cdk7 hybridisiert. Zur
Bestimmung der relativen Proteinmenge im Gesamtzelllysat wurden Aliquots der Lysate

ebenfalls Uber SDS-PAGE aufgetrennt und analog prozessiert.
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Abbildung 3.15: Dissoziation von TFIIH in den Zelllinien GM01604, 3T3, H1299, U20S und
SAO0S-2

Primare humane Fibroblasten der Linie GM01604, embryonale Mausfibroblasten der Linie 3T3,
Lungenkarzinomzellen der Linie H1299 (p53-/-) und Osteosarkomzellen der Linien U20S und SAOS-2
(p53-/-) wurden mit 200 Jim? UVC-Licht bestrahlt und nach 30 Minuten Inkubation bei 37°C lysiert.
Unbestrahlte Zellen wurden als Kontrolle mitgefuhrt.

IP: Der TFIIH-Komplex wurde mit einem an Protein A Sepharose gekoppelten Antikdrper gegen das
XPB-Protein aus 150 ug Protein des Gesamtzelllysats prazipitiert und wie im Text zur Abbildung 3.12
(IP) beschrieben prozessiert.

Gesamtzelllysat: 15 ug Protein des Gesamtzelllysats wurde tGber SDS-PAGE aufgetrennt und wie im
Text zu Abbildung 3.12 (Gesamtzelllysat) beschrieben prozessiert.
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Zusammenfassend ist zu sagen, dass aus dem Zelllysat aller UV-bestrahlten Zellen der
verschiedenen Linien wesentlich weniger Cdk7-Protein zusammen mit dem XPB-Protein
prazipitiert werden konnte als aus dem Lysat der entsprechenden unbestrahlten Zellen
(Abbildung 3.15, IP). Die Analyse der Gesamtzelllysate zeigte, dass sowohl in den
bestrahlten als auch in den unbestrahlten Zellen die gleichen Mengen der TFIIH-

Komponenten XPB und Cdk7 vorlagen (Abbildung 3.15, Gesamtzelllysat).

3.4 Die Dissoziation des TFlIH-Komplexes erfolgt nur in Gegenwart eines
funktionellen XPC-Proteins

Der TFIIH-Komplex ist neben der Transkription auch in die Nukleotid-Exzisions-Reparatur
(NER) involviert (Ubersicht in: Zurita und Merino, 2003). Photoprodukte, die in der DNA-
Doppelhelix nach UV-Schadigung der Zelle entstehen, werden durch dieses
Reparatursystem entfernt. Um festzustellen, ob ein direkter Zusammenhang zwischen der
NER und der UV-induzierten Dissoziation des TFIlIH-Komplexes besteht, wurden mehrere
reparaturdefiziente Zelllinien untersucht. Dabei handelte es sich um Zelllinien, die aus
Patienten isoliert wurden, deren Krankheitssymptome mit Schaden in der NER assoziiert
sind. Die Zellen tragen Mutationen in den Proteinen XPA, XPB, XPC, XPD oder in einem der
CS-Proteine.

Die reparaturdefizienten Zelllinien wurden mit 200 J/m? UVC-Licht bestrahlt, 30 Minuten nach
Bestrahlung lysiert und der TFIlIH-Komplex wurde mittels eines Antikorpers gegen die
Helikase XPB prazipitiert. Die IP wurde Uber SDS-PAGE aufgetrennt, auf eine Immobilon P-
Membran Ubertragen und die Membran mit Antikbrpern gegen die Proteine XPB oder Cdk7
hybridisiert. Zur Uberpriifung der Proteinmenge der TFIIH Komponenten wurden je 15 ug
Protein des Gesamtzelllysats Giber SDS-PAGE aufgetrennt und analog prozessiert.
Prazipitierte man den TFIIH-Komplex mittels eines Antikérpers gegen das XPB-Protein aus
dem Gesamtzelllysat, konnte man aus dem Lysat bestrahlter Zellen, die ein mutiertes XPA-,
XPD- oder CS-Protein exprimieren, weniger Cdk7-Protein zusammen mit dem XPB-Protein
prazipitieren als aus dem Lysat unbestrahlter Zellen (Abbildung 3.16, IP). Fir die Zelllinie,
die ein verandertes XPB-Protein enthalt, ist keine definitive Aussage moglich, da die
Gesamtmenge an XPB-Protein in dieser Zelllinie nach UV-Bestrahlung aus unbekannten
Grunden stark reduziert war.

Uberraschenderweise konnte aus dem Lysat bestrahlter Zellen, die ein mutiertes XPC-
Protein exprimieren, wiederholt eine vergleichbare Menge an Cdk7-Protein zusammen mit
dem XPB-Protein prazipitiert werden wie aus dem Lysat unbestrahlter Zellen (Abbildung
3.16, IP). Der Gehalt an den TFlIH-Komponenten XPB und Cdk7 und auch an PCNA-Protein

im Zelllysat war in allen Ansatzen, mit Ausnahme von Zellen mit mutiertem XPB-Protein,
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sowohl in unbestrahlten wie auch bestrahlten Proben vergleichbar. Zellen mit mutiertem
XPB-Protein zeigten erstaunlicherweise eine starke Verringerung der Menge des XPB-
Proteins nach UV-Bestrahlung (Abbildungen 3.16, Gesamtzelllysat).

IP: Gesamtzell-
' 5 lysat: B
- 4+ 200J/m2UVC + 200J/m2UVC
XPA-Zellen S & — xPB &=t — xrB
(GM02250): : O
m— e — Cdk7 ——  _ (Cdk7
XPB-Zellen - — XPB - — XPB
(GM02252):

- _ cd7
B - o
XPC-Zellen
(GM02246): . & — XPB &8 &8 — XPB
Ao L 3 _—

s w — Cdk7 = e — Cdk7

== == — PCNA

XPD-Zellen - — XPB - — XPB
(GM03249):

CS-Zellen

. — XPB - —
(GM14589): [0 e — XPB
-— — Cdk7 s e — Cdk7
s. — PCNA

Abbildung 3.16: Die Dissoziation des TFlIIH-Komplexes ist unabhangig von der NER.

Pra-B Lymphozyten mit Mutationen im XPA- (GM02250), XPB- (GM02252), XPC- (GM02246), XPD-
(GM03249) oder in einem der CS-Proteine (GM14589) wurden mit 200 J/m? UVC-Licht bestrahlt und
30 Minuten nach der Bestrahlung lysiert.

IP: Der TFIIH-Komplex wurde aus 150 pg Protein des Gesamtzelllysats mittels eines Antikorpers
gegen das XPB-Protein gefallt und wie im Text zu Abbildung 3.12 (IP) beschrieben prozessiert.
Gesamtzelllysat: 15 ug Protein des Gesamtzelllysats wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und wie
im Text zu Abbildung 3.12 (Gesamtzelllysat) beschrieben prozessiert.
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Nachdem festgestellt worden war, dass der TFIIH-Komplex in der Zelllinie GM02246 nicht
dissoziiert, stellte sich die Frage, ob diese Veranderung eine Spezifitdt dieser Zelllinie ist
oder ob die Mutation im XPC-Protein mit der Dissoziation des TFIlIH-Komplexes nach
Bestrahlung interferiert. Um dieser Frage nachzugehen wurde eine weitere Pra-B
Lymphozytenzelllinie mit einer Mutation im XPC-Gen sowie zusatzlich eine Fibroblasten-
Zelllinie, welche ebenfalls eine Mutation im XPC-Gen tragt, untersucht.

Zellen der beiden Pra-B Lymphozytenlinien (GM02248, GM02246), welche beide ein
verkirztes XPC-Protein exprimieren, sowie primare Fibroblasten mit verandertem XPC-
Protein (GM03176) wurden zusammen mit Wildtyp-Lymphozyten (GM02184) und primaren
Wildtyp-Fibroblasten (GM01604) mit 200 J/m? UVC-Licht bestrahlt und 30 Minuten nach
Bestrahlung lysiert. Aus dem Gesamizelllysat wurde der TFIIH-Komplex mittels eines
Antikorpers gegen das XPB-Protein prazipitiert, die IP Uber SDS-PAGE aufgetrennt, auf eine
Immobilon P-Membran transferiert und die Membran mit Antikérpern gegen die Proteine XPB
oder Cdk7 inkubiert. Je 15 ug Protein des Lysats wurden ebenfalls Uber SDS-PAGE
aufgetrennt und analog prozessiert.

Interessanterweise konnte aus den Zelllysaten aller untersuchten XPC-defizienten Zelllinien
nach UV-Bestrahlung die selbe Menge an Cdk7-Protein zusammen mit dem XPB-Protein
aus dem Gesamtzelllysat prazipitiert werden wie aus dem Lysat unbestrahlter Zellen
(Abbildung 3.17, IP). Aus Lysaten der Wildtyp-Zellen GM02184 oder GM01604 hingegen war
nach UV-Bestrahlung der Zellen die Menge an Cdk7-Protein, die zusammen mit dem XPB-
Protein prazipitiert wurde, im Vergleich zu unbestrahlten Zellen wesentlich geringer
(Abbildung 3.17, IP).

Die Analyse der Gesamtzelllysate zeigte, dass alle Versuchsansatze eine vergleichbare
Menge der TFIIH-Komponenten XPB und Cdk7 besallen (Abbildung 3.17, Gesamtzelllysat).
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Abbildung 3.17: Inaktivierende Mutationen im XPC-Protein interferieren mit der Dissoziation
des TFIIH-Komplexes nach UV-Bestrahlung.

Pra-B Lymphozyten der Linien GM02184 (wt), GM02246 (XPC) und GM02248 gXPC) sowie primare
Fibroblasten der Linien GM01604 (wt) und GM03176 (XPC) wurden mit 200 J/m“ UVC-Licht bestrahlt
und 30 Minuten nach Bestrahlung lysiert.

IP: Der TFIIH-Komplex wurde mit Hilfe eines an Protein A Sepharose gekoppelten Antikdrpers gegen
die Helikase XPB aus 150 ug Protein des Gesamtzelllysats prazipitiert. Die IP wurde Uber SDS-PAGE
aufgetrennt und auf eine Immobilon P-Membran Ubertragen. Anschliefend wurde die Membran mit
Antikdrpern gegen die Proteine Cdk7 oder XPB inkubiert.

Gesamtzelllysat: 15 pg Protein des Gesamtzelllysats wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und auf
Immobilon P-Membranen transferiert. Die Hybridisierung der Membran erfolgte mit Antikdrpern gegen
die Proteine XPB, Cdk7 oder PCNA.
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3.5 Rekonstitution von XPC-defizienten Zellen mit dem Wildtyp-XPC-Gen

Wie bereits in Kapitel 3.4 gezeigt, dissoziiert der TFIIH-Komplex in allen untersuchten
Zelllinien, die ein deletiertes XPC-Protein exprimieren, nach UV-Bestrahlung nicht. Um zu
zeigen, dass dieser Umstand ausschliel3lich auf ein nichtfunktionelles XPC-Protein
zuruckzufuhren ist und nicht auf eine Besonderheit der verwendeten Zelllinien, wurde eine
cDNA des XPC-Gens in den Expressionsvektor pcDNAS3 kloniert und anschliefend in XPC-
defiziente Lymphozyten der Linie GM02246 transfiziert. Zur Kontrolle wurden zusatzlich
Klone angezogen, in welche der Originalvektor (pcDNA3.1) ohne XPC-cDNA transfiziert
worden war. 24 Stunden nach der Transfektion wurden die Zellen in Selektionsmedium
aufgenommen, das zur Selektion positiver Klone mit 500 ug/ml Neomyzin angereichert
worden war. Die transfizierten Zellen wurden dann auf 96-Well-Platten verteilt und bis zum
Hochwachsen von Einzelklonen kultiviert. Diese Einzelklone wurden mittels Western Blotting
auf die Expression des XPC-Proteins untersucht. Zur Detektion des Vektors in den Zellen,
welche zur Kontrolle mit dem Originalvektor transfiziert worden waren, wurde PolyA RNA
prapariert und die Expression des Neomyzin-Gens mittels einer gegen die Neomyzin-RNA
gerichteten radioaktiv markierten cDNA-Sonde im Northern Blotting-Verfahren
nachgewiesen.

In Zellklonen, welche das Wildtyp-XPC-Protein exprimieren, bzw. den pcDNA3.1-Vektor
integriert hatten, wurde die Dissoziation des TFIIH-Komplexes nach UV-Bestrahlung erneut
untersucht. Dazu wurden die Klone jeweils mit 200 J/m? UVC-Licht bestrahlt, 30 Minuten bei
37°C inkubiert und anschlie®end lysiert. Der TFIIH-Komplex wurde mit einem Antikérper
gegen das XPB-Protein gefallt, die IP tUber SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine Immobilon
P-Membran Ubertragen. Die anschlielende Hybridisierung der Membran erfolgte mit
Antikérpern gegen die Proteine XPB oder Cdk7. 15 ug Protein des Lysats wurden gleichfalls
Uber SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine Immobilon P-Membran transferiert. Die Membran
wurde neben Antikérpern gegen die Proteine XPB, Cdk7 oder PCNA auch mit einem
Antikorper gegen das XPC-Protein hybridisiert.

Interessanterweise wurde aus dem Lysat des mit dem Wildtyp-XPC-Gen rekonstituierten
Klons GM02246/XPCwt nach UV-Bestrahlung in der Tat weniger Cdk7-Protein zusammen
mit dem XPB-Protein gefallt als aus dem Lysat unbestrahlter Zellen. Im Gegensatz dazu
konnte weder aus der parentalen Linie, welche nur das deletierte XPC-Protein exprimierte,
noch aus dem Kion, der allein mit dem Vektor transfiziert worden war (GM02246/Vektor),
dieselbe Menge an Cdk7-Protein mit dem XPB-Protein aus dem Lysat geféllt werden
(Abbildung 3.18, IP).

Die Expression des XPC-Proteins konnte ausschlieBlich in den Zelllysaten der

rekonstituierten Zelllinie GM02246/XPCwt nachgewiesen werden. Interessanterweise nahm
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die Gesamtmenge an XPC-Protein nach UV-Bestrahlung ab (Abbildung 3.18,
Gesamtzelllysat). Alle Versuchsansatze enthielten jedoch eine vergleichbare Menge an den
TFIIH-Proteinen XPB und Cdk7 (Abbildung 3.18, Gesamtzelllysat).
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02246 Vektor XPCwt

GM GM Gesamtzel- - + - + - + 200J/m2UVC
GM 02246/ 02246/ lysat:
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Abbildung 3.18: Die Dissoziation des TFIIH-Komplexes ldsst sich in XPC-defizienten Pra-B
Lymphozyten durch Transfektion eines wt-XPC-Gens rekonstituieren.

Zellen der Linien GM02246, GM02246/Vektor und GM02246/XPCwt wurden mit 200 J/m? UVC-Licht
bestrahlt und nach 30mindtiger Inkubation bei 37°C lysiert.

IP: Der TFIIH-Komplex wurde mit einem Antikérper gegen das XPB-Protein aus 150 ug Protein des
Gesamtzelllysats prazipitiert. Die IP wurde Uber SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine Immobilon P-
Membran Ubertragen, welche mit Antikérpern gegen die Proteine XPB oder Cdk7 hybridisiert wurde.
Gesamtzelllysat: 15 ug Protein des Gesamtzelllysats wurden Uber SDS-PAGE aufgetrennt und auf
eine Immobilon P-Membran Ubertragen. Die Hybridisierung der Membran erfolgte mit Antikdrpern
gegen die Proteine Cdk7, XPB, XPC oder PCNA.

3.6 Untersuchungen zum Mechanismus der UV-induzierten Dissoziation des

TFIIH-Komplexes

3.3.1 Der Phosphataseinhibitor Okadainsaure hat keine Auswirkung auf die UV-
induzierte Dissoziation des TFIIH-Komplexes

Mehrere Komponenten des TFIlIH-Komplexes wurden in phosphorylierter und
dephosphorylierter Form in der Zelle gefunden, unter anderem die Proteine Cdk7, Zyklin H
und XPB (Coin et al., 2004; Akoulitchev et al., 2000; Adamczewski et al., 1996). Daraus
ergab sich die Frage, ob eine Veranderung des Phosphorylierungsmodus eines Proteins in
Verbindung mit dem UV-induzierten Zerfall des TFIIH-Komplexes stehen kdnnte. Um die
eventuelle Beteiligung einer Dephosphorylierung zu prifen, wurde der Phosphataseinhibitor

Okadainsaure eingesetzt, der spezifisch die Aktivitdt der Proteinphosphatasen PP1 und
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PP2A hemmt (Clarke et al., 1993).

Pra-B Lymphozyten der Linie GM02184 wurden dazu eine Stunde in 100 mM Okadainsaure
enthaltendem Zellmedium kultiviert. AnschlieRend wurden die Zellen mit 200 J/m? UVC-Licht
bestrahlt und 30 Minuten nach der Bestrahlung lysiert. Der TFIIH-Komplex wurde mit Hilfe
eines Antikorpers gegen das XPB-Protein gefallt, die IP per SDS-PAGE aufgetrennt, auf eine
Immobilon P-Membran Ubertragen und die Membran mit Antikdrpern gegen die Proteine
XPB und Cdk7 inkubiert. Um die Menge der Proteine XPB und Cdk7 im Gesamtzelllysat zu
Uberprifen, wurden Aliquots der Ansatze Uber SDS-PAGE aufgetrennt und analog

prozessiert.
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Abbildung 3.19: Die Dissoziation von TFIIH ist unabhangig von der Aktivitit der Phosphatasen
PP1 und PP2A.

Nach 30 minutiger Inkubation mit 100 mM des Phosphataseinhibitors Okadainsaure wurden Zellen der
Linie GM02184 mit 200 J/m? UVC-Licht bestrahlt und 30 Minuten spater lysiert.

IP: Der TFlIH-Komplex wurde mit einem an Protein A Sepharose gekoppelten und gegen das XPB-
Protein gerichteten Antikdrper aus 175 pg Protein des Zelllysats geféllt. Die IP wurde Gber SDS-PAGE
aufgetrennt und auf eine Immobilon P-Membran Ubertragen. Die Membran wurde mit Antikdrpern
gegen die Proteine XPB und Cdk7 hybridisiert.

Gesamtzelllysat: 15 ug Protein des Gesamtizelllysats wurden ber SDS-PAGE aufgetrennt und auf
eine Immobilon P-Membran Ubertragen. Die Hybridisierung der Membran erfolgte mit Antikorpern
gegen die Proteine XPB oder Cdk?7.

Eine zweite Western Blot-Membran mit je 15 ug Protein der Gesamtzelllysate wurde mit Antikérpern
gegen die phosphorylierte Form des GSK3p-Proteins sowie gegen das PCNA-Protein hybridisiert.
Nach der Entwicklung des Western Blots wurde die Membran von den Antikdrpern befreit, indem sie
50 Minuten in einer DDT-haltigen Lésung inkubiert wurde und anschlieend mit einem Antikérper
gegen das GSK3p-Protein hybridisiert.

Eine weitere Membran mit Proben der Gesamtzelllysate wurde mit Antikérpern gegen die an
Serin 9 phosphorylierte Form des GSK3p-Proteins (phospho-GSK3p) und das PCNA-Protein
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hybridisiert. Nach der Hybridisierung mit dem Antikérper gegen phospho-GSK3p wurde die
Membran von den Antikérpern befreit und anschlieend die Gesamtmenge an GSK3p-
Protein bestimmt.

Wie in Abbildung 3.19 zu sehen ist, wurde sowohl aus dem Lysat der mit Okadainsaure
behandelten als auch der nicht mit dem Inhibitor behandelten Kontrollzellen nach UV-
Bestrahlung weniger Cdk7-Protein zusammen mit dem XPB-Protein prazipitiert als aus dem
aquivalenten Lysat unbestrahlter Zellen (Abbildung 3.19, IP). Die Behandlung mit
Okadainsaure hatte dabei keinen Einfluss auf die Menge der Proteine XPB und Cdk7 in der
Zelle, fuhrte jedoch zu einer Zunahme der Menge an phosphoryliertem GSK3pB-Protein, was
gleichzeitig die Wirksamkeit des Inhibitors bestatigt. Die relative Menge an GSK3p3-Protein in
der Zelle blieb allerdings von einer Behandlung mit Okadainsaure unbeeinflusst (Abbildung

3.19; Gesamtzelllysat).

3.3.2 Analyse des Phosphorylierungmodus von TFIIH vor und nach UV-Bestrahlung
durch Inkubation von Zellen mit [*?P]-Orthophosphat

Um Unterschiede in der Phosphorylierung der TFIIH Komponenten aufzusplren, wurden
Pra-B Lymphozyten der Linie GM02184 fiir eine Stunde in Gegenwart von 2,5 mCu [*°P|-
Orthophosphat kultiviert. Bei dieser Inkubation gelangt das radioaktive Orthophosphat in den
Zellkérper und kann anschlielend von Kinasen fur Proteinphosphorylierungen genutzt
werden. Nach der Inkubation mit [*P|-Orthophosphat wurden die Zellen mit 200 J/m? UVC-
Licht bestrahlt, wieder in das [*?P|-Orthophosphat enthaltende Medium aufgenommen und
weitere 30 Minuten bei 37°C inkubiert. Nach der Lyse der Zellen wurde der TFlIH-Komplex
mit Antikbrpern gegen die TFlIH-Komponenten MAT1, XPD und XPB aus dem
Gesamtzelllysat prazipitiert und die IPs wurden Uber SDS-PAGE aufgetrennt. Die Gele
wurden getrocknet und gegen einen MP-Autoradiographie-Film bei —80°C exponiert.

Zur Kontrolle der Zellreaktivitat wurden Zellen der Linie GM02184 aus der gleichen Kultur mit
200 J/m? UVC-Licht bestrahlt. Der TFIIH-Komplex wurde mit einem Antikdrper gegen die
Helikase XPB aus 200 ug Protein des Gesamtzelllysats prazipitiert, die IPs Gber SDS-PAGE
aufgetrennt, auf eine Immobilon P-Membran bertragen und die Membran mit Antikérpern
gegen die Proteine XPB und Cdk7 inkubiert. Auch je 15 ug Protein des Gesamtzelllysats

wurden Uber SDS-PAGE aufgetrennt und analog prozessiert.
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Abbildung 3.20: Die Anzahl an phosphorylierten Phosphatresten innerhalb des TFIIH-
Komplexes andert sich nicht.

A) Zellen der Linie GM02184 wurden aufgeteilt. Ein Teil der Zellen wurde 1 Stunde mit jeweils 2,5
mCu Orthophosphat inkubiert. Nach Bestrahlung mit einer Dosis von 200 J/m? UVC-Licht wurden die
Zellen 30 Minuten bei 37°C in dem P*? enthaltenden Zellmedium inkubiert und anschlieend lysiert.
Der TFlIH-Komplex wurde mit Antikbrpern gegen die Proteine MAT1, XPB oder XPD aus dem
Zelllysat gefallt und Uber SDS-PAGE aufgetrennt. Das Gel wurde getrocknet und gegen einen MP-
Autoradiographie-Film bei —80°C exponiert.

B) Der andere Teil der Zellen der Linie GM02184 wurde mit 200 J/m* UVC-Licht bestrahlt und 30
Minuten nach der Bestrahlung lysiert.

IP: Der TFIIH-Komplex wurde mit einem an Protein A Sepharose gekoppelten Antikdrper gegen das
XPB-Protein aus 200 ug Protein des Gesamtzelllysats prazipitiert, die IP wurde Uber SDS-PAGE
aufgetrennt und auf eine Immobilon P-Membran transferiert. Die Membran wurde mit Antikbrpern
gegen die Proteine XPB oder Cdk7 inkubiert.

Gesamtzelllysat: 15 ug Protein des Gesamtzelllysats wurden tber SDS-PAGE aufgetrennt, auf eine
Immobilon P-Membran Ubertragen und die Membran wurde mit Antikérpern gegen die Proteine XPB,
Cdk7 oder PCNA hybridisiert.

Zwar konnten nach der Markierung mit [*?P|-Orthophosphat einzelne Proteinbanden
detektiert werden, es waren aber keine Unterschiede festzustellen, die auf eine
unterschiedliche Phosphorylierung der prazipitierten Proteine nach DNA-Schadigung durch

UVC-Licht hinwiesen. Weiterhin konnten die Proteinbanden keinem der TFIIH-Proteine
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zugeordnet werden, so dass es sich bei diesen phosphorylierten Proteinen méglicherweise
um unspezifisch koprazipitierte Proteine handelt (Abbildung 3.20A).

Wie auch bei den vorhergehenden Abbildungen gezeigt, konnte aus dem Lysat bestrahlter
Zellen deutlich weniger Cdk7-Protein zusammen mit dem XPB-Protein prazipitiert werden als
aus dem Lysat unbestrahlter Zellen, (Abbildung 3.20B, IP). Alle Ansatze enthielten darlber
hinaus eine vergleichbare Menge der TFlIH-Komponenten Cdk7 und XPB sowie eine
aquivalente Gesamtproteinmenge (Abbildung 3.20B, Gesamtzelllysat). Die Untereinheiten
von TFIIH dissoziierten folglich in diesem Experiment, obwohl mit dieser Vorgehensweise
keine Veranderung des Phosphorylierungsmusters der TFIIH Komponenten nachgewiesen

werden konnte.
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Unser Erbmaterial, die DNA, ist kontinuierlich den zerstérerischen Einflissen intra- und
extrazellularer Schadstoffe ausgesetzt. Umwelteinflisse wie UV- oder ionisierende Strahlung
aber auch toxische Stoffwechselintermediate modifizieren die DNA kovalent, was eine
sofortige Reaktion der Zelle erfordert, um dauerhaften Schaden zu vermeiden. Die Reparatur
der entstandenen Schaden wird umgehend eingeleitet und alle DNA-abhangigen Vorgange
wie Transkription und Replikation werden sofort gestoppt (Rieger und Chu, 2004). Die Zelle
hat mehrere hochkonservierte und schadensspezifische Reparaturwege etabliert, welche die
Integritdt des Genoms aufrecht erhalten, und diese mit anderen zelluldren Prozessen wie
Transkription und Replikation vernetzt (Ubersicht in: Sancar et al., 2004). Die Vernetzung
essentieller Funktionen gewahrleistet eine ideale Abstimmung aller zellularen Prozesse.
Auch der Transkriptionsfaktor IIH ist an verschiedenen Uberlebenswichtigen Prozessen der
Zelle beteiligt. Seine Partizipation sowohl an der RNA Pol Il vermittelten Transkription als
auch an der DNA-Reparatur warf vor allem zwei Fragen auf:

¢ Wird der vollstandige Multiproteinkomplex TFIIH von Orten aktiver Transkription durch das
dicht gepackte Nukleoplasma zur Schadensstelle rekrutiert oder gelangen nur einige
Proteine wie zum Beispiel die beiden Helikasen XPB und XPD zum Schadensort?

e Wird der TFIIH-Komplex nach UV-Bestrahlung der Zelle modifiziert und ist er dadurch
imstande, von der Transkription in die Reparatur zu wechseln? Existieren sozusagen eine
Transkriptions- und eine Reparaturform von TFIIH?

Zur Beantwortung dieser Fragen begann ich, Studien Uber die Zusammensetzung des TFIIH-

Komplexes vor und nach Bestrahlung mit UV-Licht durchzufuhren.

4.1. Veranderungen des Transkriptionsfaktors IIH (TFIIH) nach Bestrahlung mit UVC-
Licht

Zur Prazipitation des TFIIH-Komplexes aus dem Lysat bestrahlter und unbestrahlter Zellen
wurden zwei unterschiedliche Antikdrper gegen die Helikase XPB eingesetzt (Sc-19, 1B3).
Diese Antikorper sind gegen Epitope gerichtet, die in verschiedenen Regionen des XPB-
Proteins lokalisiert sind. Unabhangig davon, welcher Antikorper zur Prazipitation des TFIIH-
Komplexes benutzt wurde, wurde aus dem Gesamtzelllysat UV-bestrahlter Zellen im
Vergleich zu unbestrahlten Zellen weniger Cdk7-Protein zusammen mit dem XPB-Protein
prazipitiert. Mit der Verwendung unterschiedlicher Antikbrper gegen dasselbe Protein wurde
sichergestellt, dass die UV-induzierte Veranderung von TFIIH nicht nur auf die Verwendung
eines speziellen Antikdrpers gegen die Helikase XPB, dessen Epitop nach UV-Bestrahlung

moglicherweise verandert wird, zurlckzufuhren ist. Des Weiteren bewies die Durchflhrung
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adaquater Kontrollen die Spezifitit der verwendeten Antikérper. Auch ist es
unwahrscheinlich, dass die Dissoziation des TFIIH-Komplexes nach UV-Bestrahlung durch
den Salzgehalt des Puffers hervorgerufen wird. Zwar deuten frilhere Ergebnisse auf einen
Zusammenhang zwischen der Salzkonzentration der verwendeten Losungen und der
Zusammensetzung des TFIlIH-Komplexes hin (Adamczewski et al., 1996; Schaeffer et al.,
1994). Dabei wurde eine spontane Dissoziation des Komplexes bei Salzkonzentrationen im 1
molaren Bereich beobachtet (Adamczewski et al., 1996), die Salzkonzentration des im
Rahmen dieser Arbeit verwendeten Lysispuffers betrug jedoch nur 100 mM NaCl und war
aullerdem flr bestrahlte und unbestrahlte Zellen identisch. Die Unabhangigkeit der UV-
induzierten Dissoziation des TFIIH-Komplexes von der Salzkonzentration des Lysispuffers
konnte ferner durch die Immunfluoreszenzfarbung der TFIIH-Proteine bestatigt werden.
Diese Nachweistechnik bedingt die Fixierung von Proteinen in ihrer natirlichen Umgebung.
Die Resultate, die durch die Verwendung dieser Technik erzielt wurden, zeigten, dass die
TFIIH-Kern-Komponente XPB aber nicht die Kinase Cdk7 an CPDs akkumulierte. Aulerdem
wurde unter den angewandten  Versuchsbedingungen kein  unkoordiniertes
Auseinanderbrechen des Komplexes in Einzelkomponenten beobachtet, sondern eine
gezielte Abspaltung des CAK-Komplexes, der nach der Dissoziation als trimerer
Proteinkomplex erhalten blieb. Verwendete man namlich einen Antikorper gegen die TFIIH-
Kern-Komponente XPB zur Prazipitation des TFlIH-Komplexes, so konnte aus dem Lysat
bestrahlter Zellen weniger Cdk7- und Zyklin H-Protein mit dem XPB-Protein ko-prazipitiert
werden als aus dem Lysat unbestrahlter Zellen. Nutzte man dagegen Antikérper gegen die
zur CAK-Untereinheit gehérenden Proteine MAT1 und Cdk7, blieb die Menge des
(ko)prazipitierten Zyklin H- oder Cdk7-Proteins in unbestrahlten und bestrahlten Zellen
konstant, wahrend die Menge an koprazipitiertem XPB-Protein zumindest in der IP mit dem
Cdk7 Antikérper abnahm. Fallte man den TFIIH-Komplex mit einem Antikérper gegen das
MAT1-Protein aus dem Lysat, war es leider aufgrund der schlechten Qualitat des MAT1-
Antikoérpers nicht moglich, das XPB-Protein zu detektieren. Auflierdem erkannte dieser
Antikbrper nur das native MAT1-Protein und konnte damit nicht fir die Kontroll-

Hybridisierung eingesetzt werden.

Neben der Dissoziation des TFlIH-Komplexes kénnte die Abnahme der Menge des Cdk7-
Proteins, welches in bestrahlten Zellen mit dem XPB-Protein prazipitiert, auch durch eine
UV-induzierte Degradation des TFlIH-assoziierten Cdk7-Proteins erklart werden. Diese
Madglichkeit ist jedoch eher unwahrscheinlich. Zwar wéare die Abnahme der Menge an
koprazipitiertem Cdk7-Protein konsistent mit einer UV-induzierten Degradation des Cdk7-
Proteins, allerdings widerspricht die Tatsache, dass die Menge an Cdk7-Protein, die

zusammen mit dem MAT1-Protein in bestrahlten und unbestrahlten Zellen prazipitiert wurde,
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konstant blieb, dieser Mdglichkeit. Daruber hinaus interferierte auch die Behandlung der
Zellen mit einem Inhibitor des Protein-abbauenden Proteasoms nicht mit der Verringerung

der Menge an mit dem XPB-Protein koprazipitiertem Cdk7-Protein nach UV-Bestrahlung.

Zwar ist die physiologische Bedeutung der Abspaltung des trimeren CAK-Komplexes vom
TFIIH-Kern nach UV-Bestrahlung noch unklar, da aber der TFIIH-Kern die CTD der RNA Pol
Il im Zuge der Transkriptionsinitiation ohne die CAK-Untereinheit und die dort lokalisierte
Kinaseaktivitdt nicht phosphorylieren kann, ware es denkbar, dass durch die sofortige
Ablésung der CAK-Untereinheit nach UV-Bestrahlung die RNA Pol Il vermittelte basale
Transkription blockiert wird. Dies konnte gleichermalRen auch fir die RNA Pol | vermittelte
Transkription gelten, an der der TFIIH-Komplex ebenfalls beteiligt ist (Ubersicht in: Zurita und
Merino, 2003). Interessanterweise ist die Kinaseaktivitdt des Cdk7-Proteins zumindest in
vitro flir die RNA Pol Il vermittelte Transkription einiger Gene entbehrlich (Tirode et al., 1999;
Akoulitchev et al., 1995; Makela et al., 1995). Dieser Umstand wirde erklaren, warum nach
UV-Bestrahlung die Transkription einiger Gene, zum Beispiel des c-fos- und c-jun-Gens
stimuliert wird, wahrend die Transkription zahlloser Gene reprimiert wird (Devary et al.,
1991). Ungeklart ist jedoch, ob die Transkription jener Gene, die nach UV-Bestrahlung
aktiviert werden, unabhangig von einer CTD-Phosphorylierung erfolgt, oder ob die
Anwesenheit von CAK beziehungsweise die Kinaseaktivitdt des Cdk7-Proteins die
Transkription dieser Gene eventuell sogar negativ beeinflusst.

Fur die NER hingegen ist nachgewiesen, dass die Assoziation des CAK-Komplexes mit dem
TFIIH-Kern in vitro nicht essentiell (Mu et al., 1996), sondern sogar hinderlich ist (Araujo et
al., 2000). Fur die Funktionalitat eines in vitro NER-Systems reichen die sechs Proteine des
TFlIH-Kerns (ohne TTD-A/TfbS) aus. Gibt man den CAK-Komplex und ein ATP-
regenerierendes System zu, wird die NER-Reaktion inhibiert. Die Inhibition wird durch
Zugabe des Kinaseinhibitors H-8 aufgehoben (Araujo et al., 2000). Auch in Hefezellen reicht
ein TFIIH-Kern-Komplex ohne Kinaseaktivitat fir eine funktionelle NER aus (Sveijstrup et al.,
1995). In diesem Kontext waren die Ergebnisse von Jorg Adamczewski, der zeigen konnte,
dass die Kinaseaktivitat des mit dem TFIIH-Kern assoziierten CAK-Komplexes in vivo nach
UV-Bestrahlung signifikant abnimmt, nicht verwunderlich (Adamczewski et al., 1996). Auch
die von mir gezeigte UV-abhangige Dissoziation von TFIIH ist ein Weg zur Vermeidung
unerwlinschter CAK-abhangiger Phosphorylierungen nach UV-Bestrahlung und somit ein
weiterer Schritt hin zur Erklarung des NER-Mechanismus.

Erwahnenswert ist in diesem Zusammenhang die Regulation der TFIIH-Aktivitat durch
Phosphorylierung des XPB-Proteins. Das XPB-Protein liegt in proliferierenden Zellen
konstitutiv phosphoryliert vor (Coin et al., 2004). Wéahrend in der Transkription sowohl die
phosphorylierte als auch die dephosphorylierte Form aktiv sind, inhibiert die phosphorylierte
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Form die NER, indem sie die Inzision auf der 5'-Seite UV-induzierter DNA-Schaden
unterbindet (Coin et al., 2004). Die Dephosphorylierung des XPB-Proteins kdnnte den TFIIH-
Komplex also vom ,Transkriptionsmodus® in den ,Reparaturmodus® Uberfihren und
moglicherweise zur UV-induzierten Dissoziation von TFIIH beitragen. Welche Kinasen und
Phosphatasen die Phosphorylierung des XPB-Proteins regulieren ist noch unbekannt. Ein
naheliegender Kandidat ware jedoch die zum Komplex gehérende Kinase Cdk7. Durch die
Dissoziation eines tberwiegenden Teils des TFIIH-Komplexes und gleichzeitige Inaktivierung
der Kinaseaktivitdt des an den TFIlIH-Kern gebundenen CAKs nach UV-Bestrahlung
(Adamczewski et al., 1996), kdnnte eine erneute Phosphorylierung des zum Einsatz in der
NER dephosphorylierten XPB-Proteins verhindert und so der intrazellulare Anteil der in der
Reparatur aktiven Form des XPB-Proteins erhdht werden. Da sich durch Ablésung vom
TFIIH-Kern auch die Substratspezifitat der Kinase Cdk7 andert (Rossignol et al., 1997),
widerspricht die Tatsache, dass freier CAK nach UV-Bestrahlung aktiv bleibt (Adamczewski
et al., 1996), nicht dieser Theorie.

Auch eine Behandlung mit den Inhibitoren Mikrozystin-LR, Tautomyzin und Okadainsaure,
die die Protein-Phosphatasen PP1 und PP2A hemmen, bewirkt einen dramatischen
Rickgang der NER-AKktivitdt in Zellextrakten, der wahrscheinlich durch den Verlust der
PP2A-Aktivitat zustande kommt (Ariza et al., 1996). PP2A konnte folglich die Phosphatase
sein, die das XPB-Protein zum Einsatz in der NER dephosphoryliert. Allerdings hatte diese
Phosphorylierung dann keine Auswirkung auf die TFIIH-Dissoziation, da sich der Komplex

auch in mit Okadainsaure behandelten Zellen nach UV-Bestrahlung teilt.

Zu Beginn dieser Arbeit wurden die Zellen einer hohen Strahlendosis von 200 - 300 J/m?
ausgesetzt. Die Durchfiihrung einer Dosisabhangigkeit zeigte, dass schon geringe Dosen
UVC-Strahlung von 10 bis 60 J/m? die Dissoziation eines Teils des zelluldren TFIIH-
Komplexes induzieren. Der TFIlIH-Komplex dissoziierte dabei innerhalb weniger Minuten
nach UV-Bestrahlung. Dass der TFIIH-Kern und die CAK-Untereinheit im Rahmen der
Langzeitkinetik selbst nach 24 Stunden nicht reassoziierten, ist wahrscheinlich auf
Applikation einer sehr hohen Dosis von 200 J/m? UVC-Licht zuriickzufiihnren. Zwar konnten in
friheren Untersuchungen UV-induzierte Schaden 24 Stunden nach einer Bestrahlung mit
einer Dosis von 150 J/m? UVC-Licht nicht mehr mit Antikérpern detektiert werden (Dunand-
Sauthier et al., 2005), eine Erhéhung um weitere 50 J/m? UVC-Strahlung kénnte aber zu
irreparablen Schaden geflihrt haben, so dass die Zellen nicht mehr in den
»JAusgangszustand® zurtick kehren konnten. Nach diesem Ergebnis wurde die Langzeitkinetik
mit einer niedrigeren Dosis UVC-Licht von 50 J/m? wiederholt, allerdings war hier das
Ergebnis nicht eindeutig, da die Intensitatsunterschiede zwischen den einzelnen Banden zu

gering waren.
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Wie inzwischen bereits mehrfach erwahnt, ist der TFIlIH-Komplex sowohl an der
Transkription als auch an der DNA-Reparatur beteiligt. Wie eine Behandlung der zu
untersuchenden Zellen mit den Transkriptionsinhibitoren Aktinomyzin D beziehungsweise
DRB zeigte, ist keine aktive Transkription nétig, damit sich der TFIIH-Komplex nach UV-
Bestrahlung teilt. Notwendig ist jedoch ein aktiver Zellmetabolismus, denn wenn die Zellen
wahrend der Bestrahlung und in der Zeit zwischen Bestrahlung und Lyse auf Eis inkubiert
wurden, zerfiel der TFIIH-Komplex nach UV-Bestrahlung nicht. Zusatzlich kann man aus
diesem Ergebnis ableiten, dass der TFIIH-Komplex nicht aufgrund direkt durch UV-Licht
induzierter Modifikationen seiner Proteinkomponenten dissoziiert. Vermutlich erkennen
Reparaturproteine die Schaden in der DNA und Iésen eine Signaltransduktionskaskade aus,
die zur Dissoziation des TFlIH-Komplexes flhrt.

Bis zu diesem Punkt waren Pra-B Lymphozyten der Linie GM02184 zur Durchfihrung der
Experimente verwendet worden. Mit der Untersuchung weiterer Zelllinien sollte
ausgeschlossen werden, dass die UV-induzierte Dissoziation des TFIIH-Komplexes eine
Spezialitat der untersuchten Lymphozytenzelllinie ist. Fibroblasten der Linie GMO01604
wurden als Versuchsobjekte ausgewahlt, weil sie aufgrund ihrer Lokalisation in der Haut der
UV-Strahlung unter natirlichen Bedingungen ausgesetzt sind. Die bisher verwendeten
Lymphozyten der Linie GM02184 wurden aullerdem mit dem Epstein-Barr-Virus
immortalisiert, wogegen Zellen der Linie GMO01604 primare, das heil3t genetisch
unveranderte, Hautfibroblasten sind. Diese Zellen kommen also den physiologischen
Bedingungen im Korper sehr nahe. Nachdem die UV-induzierte Teilung des TFIIH-
Komplexes auch in menschlichen Hautfibroblasten beobachtet worden war, wurden
Zelllinien, die aus Lungen- und Knochentumoren sowie aus der Maus etabliert worden
waren, untersucht. Die UV-induzierte Teilung des TFIIH-Komplexes konnte in allen
ausgewahlten Zelllinien unabhangig von der physiologischen Lokalisation im Kérper und von
genetischen Veranderungen beobachtet werden. Die Dissoziation des TFIIH-Komplexes
nach UV-Bestrahlung ist folglich keine Spezifitat der Pra-B Lymphozyten und auch kein

Artefakt, der durch die Immortalisierung der Zelllinie GM02184 hervorgerufen wird.

4.2 Alternative Funktionen des vom TFIIH-Kern dissoziierten CAK-Komplexes

Die CAK-Untereinheit dissoziierte wenige Minuten nach UV-Schadigung der Zelle als
trimerer Komplex vom TFIIH-Kern und wurde nicht vom Proteasom degradiert. Der
dissoziierte CAK konnte also eine Funktion in der UV-geschadigten Zelle erflllen. Da sich
die Substratspezifitat des CAK in Abhangigkeit von der Assoziation mit dem TFIIH-Kern
verandert (Rossignol et al., 1997), spricht auch die Feststellung, dass der trimere, freie CAK

die Kinaseaktivitat behalt, wahrend mit dem TFIlIH-Kern assoziierter CAK nach UV-
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Bestrahlung inaktiv wird (Adamczewski et al., 1996), nicht gegen diese Mdoglichkeit. Wie
bereits in der Einleitung beschrieben, ist die CAK-Untereinheit zum Beispiel an der
Regulation des Zellzyklus beteiligt. Der Zellzyklus wird direkt nach UV-Schadigung der Zelle
sofort gestoppt. Méglicherweise sind daran das Cdk7-Protein bzw. der freie CAK-Komplex
beteiligt.

Die Kinase Cdk7-Protein des freien CAK-Komplexes kénnte nach der UV-Bestrahlung
bestimmte Zielproteine phosphorylieren. Hierbei kénnte es sich um Transkriptionsfaktoren
handeln, die spezifisch nach UV-Schadigung induzierte Gene aktivieren. Das Cdk7-Protein
phosphoryliert beispielsweise den Transkriptionsfaktor p53 in vitro (Ubersicht in: Kaldis,
1999). Das Protein p53, das die Bildung von Tumoren hemmt, ist latent in der Zelle
vorhanden und wird durch eine Reihe von Umwelteinflissen wie Strahlung oder
chemotherapeutische Medikamente als transkriptioneller Mediator der Zellantwort auf DNA-
Schadigung aktiviert (Ubersicht in: Levine, 1997; Blattner et al., 1994; Herrlich et al., 1994).
Die freie CAK-Untereinheit konnte aber auch zum Beispiel durch Phosphorylierung von
Enzymen der NER-Maschinerie direkten Einfluss auf die Reparatur nehmen. Eine aktive
Rolle der freien CAK-Untereinheit in der NER bietet auch eine Erklarung fiir das Phanomen,
dass eine Injektion von Antikérpern gegen das Cdk7-Protein in die Zelle die NER-Reaktion in
vivo verhindert (Roy et al., 1994). Es ist allerdings nicht bekannt, welcher Mechanismus der

NER dadurch vereitelt werden konnte.

4.3 TFIIH dissoziiert als Antwort auf UV-Strahlung und oxidativen Stress

Jeder DNA-Schaden wird im Allgemeinen von einem fir diesen Schaden spezifischen Faktor
erkannt, der mit einem individuellen Reparatursystem assoziiert ist. Beispielsweise werden
Photoprodukte von der NER repariert, oxidierte Basen von der BER und Doppelstrangbriiche
von der DSBR (Ubersicht in: Sancar et al., 2004). Die Dissoziation von TFIIH wurde sowohl
durch UVA- und UVB- als auch durch UVC-Strahlung hervorgerufen. Eine Bestrahlung mit
UVA-Licht fuhrt im Gegensatz zu UVB- und UVC-Strahlung aber vorwiegend zu oxidativen
Schaden in der DNA-Doppelhelix (Ravanat et al., 2001). Folglich kann die Dissoziation des
TFIIH-Komplexes anscheinend durch mehr als eine Schadensform induziert werden. Um
dies zu testen, wurden Zellen Faktoren ausgesetzt, die verschiedene Arten von DNA-
Schaden induzieren. H,0, induziert wie auch UVA-Strahlung vorwiegend oxidative Schaden
in der DNA (Ravanat et al. 2001), erwartungsgemaf dissoziierte der TFIIH-Komplex auch in
mit H,O, behandelten Zellen. Inkubierte man die Zellen aber vor der Behandlung mit H,O,
mit dem ,Radikalfanger* Glutathion, wurde die H,Oo-induzierte Teilung des TFIIH-Komplexes
verhindert. Folglich waren es die durch H,0O, induzierten freien Radikale, die in diesem Fall

zur Dissoziation von TFIIH fihrten. Wurden die Zellen aber vor der Behandlung mit UVC-
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Strahlung ausschlieRBlich mit Glutathion behandelt, konnte die Dissoziation des TFIIH-
Komplexes nicht verhindert werden. Aus diesem Ergebnis kann man ableiten, dass eine
Radikalbildung im Fall von UVC-Bestrahlung, wenn Uberhaupt, eine untergeordnete Rolle bei
der Dissoziation des TFIIH-Komplexes spielt. Demzufolge kann neben den Photoprodukten
auch oxidativer Stress die Dissoziation des TFIIH-Komplexes bewirken. Warum diese zwei
Schadenstypen gleichermalien die Dissoziation von TFIIH bewirken ist unbekannt. Zwar
entfernt die NER neben Photoprodukten auch oxidierte Basen aus der DNA (Drablos et al.,
2004; Brooks et al., 2000; Satoh et al., 1993; Ubersicht in: Sancar et al., 2004; Rybanska
und Pirsel, 2003; Satoh und Lindahl, 1994), man geht allerdings davon aus, dass die NER
einen oxidativen Schaden nur dann entfernt, wenn die BER, das eigentliche
Reparatursystem zur Entfernung oxidativer Schaden, den Schaden nicht reparieren kann
(Drablos et al., 2004; Ubersicht in: Sancar et al., 2004; Rybanska und Pirsel, 2003).

Eine Applikation von Gamma-Strahlung flihrt zu Doppelstrangbriichen, Einzelstrangbriichen
und Basenveranderungen unter denen auch oxidative Schaden zu finden sind (Ubersicht in:
Cadet et al, 2003; Albanese und Dainiak, 2003). Doppelstrangbriiche werden im
Allgemeinen durch die beiden Reparaturwege der Doppelstrangbruchreparatur (DSBR),
homologe Rekombination (HR) und nicht-homologe Endverkniipfung (non-homologous end-
joining, NHEJ) entfernt. Bisher wurde keine Beteiligung eines TFIIH-Proteins an einem dieser
Reparaturprozesse postuliert. Selbst eine hohe Dosis Gamma-Strahlung von 50 Gray fuhrte
nur zur Dissoziation eines minimalen Anteils an zellularem TFIIH im Vergleich zu UV-
bestrahlten Proben. Ob diese Abnahme nun auf die Dissoziation eines geringen Teils der
Gesamtmenge an TFIIH in der Zelle durch oxidative Schaden in der DNA zuriickzufihren ist
oder ob die hohe Dosis Gamma-Strahlung einen direkten Effekt auf das Cdk7-Protein oder
ein anderes Protein des TFlIH-Komplexes hat, ist unklar.

Da sich der TFlIH-Komplex sowohl nach Behandlung der Zellen mit H,O, wie auch nach
Bestrahlung mit UVA- und mdglicherweise sogar nach Bestrahlung mit hohen Dosen
Gamma-Strahlung teilt, ist es wahrscheinlich, das auch Modifikationen einzelner Basen,
vorwiegend wahrscheinlich oxidative Veranderungen, neben Photoprodukten die
Dissoziation des Komplexes induzieren.

Uberraschenderweise flhrte eine Vorbehandlung der Zellen mit Cisplatin nicht zur
Dissoziation von TFIIH, obwohl durch Cisplatin induzierte Strangquervernetzungen Substrate
der NER-Enzyme sind (Ubersicht in: Zamble und Lippard, 1995). Eines der wichtigsten
Schadensbindeproteine in der NER ist das XPC-Protein. Die UV-induzierte Dissoziation von
TFIIH fand in XPC-defizienten Zellen nicht statt, was auf eine Verbindung zwischen dem
XPC-Protein, welches den Schaden in der DNA bindet, dem NER-System und der Teilung
von TFIIH hindeutet. In diesem Zusammenhang stellt sich die Frage, ob das XPC-Protein

mdglicherweise nicht an der Erkennung oder Reparatur von Cisplatin-induzierten DNA-
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Schaden beteiligt ist. Diese Moglichkeit ist jedoch eher unwahrscheinlich. Ein Vergleich von
Microarray-Daten nativer und XPC-defizienter Zellen zeigte die Regulation mehrerer hundert
XPC-abhangiger Gene durch Cisplatin (Wang et al., 2004a; Wang et al., 2004b). Des
Weiteren wurde in XPC-defizienten Zellen eine erhéhte Mutationsrate nach Cisplatin-
Behandlung festgestellt (Chen et al., 2003). Diese Beobachtungen fuhren zu der Annahme,
dass das XPC-Protein auch an der Reparatur von Cisplatin-induzierten Schaden beteiligt ist.
Das Ausbleiben der Dissoziation des TFIIH-Komplexes nach einer Behandlung mit Cisplatin
kénnte darauf hinweisen, dass die durch Cisplatin induzierten Veranderungen in der DNA
nicht direkt vom XPC-Protein erkannt werden und deshalb in diesem Fall die Teilung des
TFIIH-Komplexes nicht induziert wird. Alternativ kénnte der TFIlIH-Komplex nicht zur
Reparatur Cisplatin-induzierter Schaden bendtigt werden, beziehungsweise die assoziierte
CAK-Untereinheit stort bei der Reparatur dieser Schaden nicht. In diesem Zusammenhang
ist eine interessante Frage, ob die Kinaseaktivitat des mit dem TFIIH-Kern assoziierten CAK
nach Behandlung von Zellen mit Cisplatin erhalten bleibt. Eine weitere Option ware, dass der
freie CAK-Komplex bei der Reparatur von Cisplatin-induzierten Schaden keine eigene
Funktion erfillen muss und aus diesem Grund eine Trennung vom TFIIH-Kern nicht

notwendig ist und deshalb nicht ausgeldst wird.

4.4 Molekulare und biochemische Grundlagen der UV-induzierten Dissoziation des
TFlIH-Komplexes

Mehrere Proteine des TFIIH-Komplexes werden in vivo Gber Phosphorylierung reguliert. Das
Cdk7-Protein, die Kinaseeinheit des TFIIH-Komplexes, ist innerhalb der T-Schleife an Serin
164 und Threonin 170 phosphoryliert (Martinez et al., 1997) und wird zum Beispiel wahrend
der Mitose durch Dephosphorylierung inaktiviert (Akoulitchev und Reinberg, 1998). Auch die
Phosphorylierung des Zyklin H-Proteins durch Cdk8/Zyklin C flhrt zum Verlust der
Kinaseaktivitdt des Cdk7-Proteins und damit der Transkriptionsaktivitdit des TFIIH-
Komplexes (Akoulitchev et al., 2000). Neben dem Cdk7-Protein ist in proliferierenden Zellen
auch die Helikase XPB konstitutiv phosphoryliert und diese Phosphorylierung inhibiert die
NER (Coin et al., 2004). Dies sind nur einige Beispiele fiir die Regulation der TFIIH-
Funktionen durch Phosphorylierung einzelner komplexeigener Proteinkomponenten.
Phosphorylierung und Dephosphorylierung von  Aminosauren fihrt haufig zu
Konformationsdnderungen von Proteinen und somit gegebenenfalls auch des zugehérigen
Komplexes. Da mehrere Proteine des TFIlIH-Komplexes durch Phosophorylierung reguliert
werden, ist es durchaus denkbar, dass auch die UV-induzierte Dissoziation des TFIIH-
Komplexes durch einen solchen Mechanismus geregelt wird. Vor diesem Hintergrund

wurden Zellen in vivo mit [**P]-Orthophosphat markiert, bevor der TFIIH-Komplex mit
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Antikdrpern gegen verschiedene Komponenten préazipitiert wurde. Die erhaltenen
Phosphorylierungsmuster  zeigten jedoch  keine  Veranderung hinsichtlich  der
Phosphorylierung zwischen bestrahlten und unbestrahlten Zellen. Die angewandte Methode
gibt jedoch ausschlieBlich Auskunft Gber Veranderungen in der relativen Anzahl der
Phosphatreste eines Proteins, weshalb durchaus mdglich ist, dass lediglich die Position einer
Phosphatgruppe im untersuchten Protein verandert wurde. Eine Regulierung der
Dissoziation des TFIlIH-Komplexes durch Phosphorylierung oder Dephosphorylierung von
Proteinkomponenten kann also anhand dieser Ergebnisse nicht ganzlich ausgeschlossen
werden.

Ausgeschlossen werden kann allerdings eine Beteiligung der Phosphatasen PP1 und PP2A.
Diese beiden Phosphatasen werden durch Okadainsaure effizient gehemmt (Clarke et al.,
1993), die Behandlung der Zellen mit Okadainsaure beeintrachtigte die Dissoziation des
TFIIH-Komplexes nach Bestrahlung jedoch nicht. Die Akkumulation von p53-Protein in den
mit Okadainsdure behandelten Zellen zeigte die Wirksamkeit des Inhibitors. Auch eine
Beteiligung der komplexeigenen Kinaseaktivitdt kann ausgeschlossen werden. Zwar ist die
Méoglichkeit naheliegend, dass eine durch das Cdk7-Protein vorgenommene
Phosphorylierung an der UV-induzierten Dissoziation beteiligt ist, die Dissoziation des TFIIH-
Komplexes in Gegenwart des Transkriptionsinhibitors DRB, der zugleich ein potenter
Inhibitor der Cdk7-Kinase ist (Rossignol et al., 1997; Yankulov et al., 1995), schliel3t diese
Méglichkeit jedoch aus. Gleichzeitig kann auch eine Beteiligung der Kasein Kinase I
ausgeschlossen werden, da DRB auch diese Kinase effizient hemmt (Xagorari et al., 2002;
Blaydes und Hupp, 1998). Ein interessanter Kandidat ware hingegen zum Beispiel die
atypische Proteinkinase C zeta, von der bereits gezeigt wurde dass sie die NER stimuliert,
allerdings durch Regulierung der Expression des XPC/hHR23B-Heterodimers (Louat et al.,
2004).

Auch eine Regulation der Dissoziation des TFIIH-Komplexes durch UV-induzierte
proteasomale Degradation einer Komponente, die fir den Zusammenhalt der TFIIH-
Untereinheiten bendtigt wird, kann ausgeschlossen werden, da der TFIIH-Komplex auch in
mit dem Proteasomeninhibitor MG132 behandelten Zellen dissoziiert,.

Obwohl mittlerweile die Beteiligung der einen oder anderen Komponente an der Dissoziation
des TFIIH-Komplexes nach UV-Strahlung ausgeschlossen werden konnte, erbrachten die
durchgefiihrten Versuche keine Hinweise auf den Mechanismus, der der Dissoziation

zugrunde liegt.
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4.5 Die UV-induzierte Teilung des TFlIH-Komplexes ist abhdngig von dem Reparatur-
protein XPC

Da TFIIH neben der Transkription auch an der NER beteiligt ist und die Dissoziation des
Komplexes nach UV-Bestrahlung stattfindet, war die Frage naheliegend, ob die Teilung des
Komplexes in Zusammenhang mit der NER steht, sei es als essentieller Bestandteil des
Reparatursystems oder als Nebenprodukt der Reparatur.

Um diese Frage zu beantworten, wurde die UV-induzierte Teilung des TFIIH-Komplexes in
Zelllinien mit Mutationen in verschiedenen Komponenten des NER-Systems untersucht.
Dabei zeigte sich, dass der TFIIH-Komplex in allen untersuchten und auswertbaren
reparaturdefizienten Zelllinien mit Ausnahme von Zelllinien oder primaren Zellen mit
mutiertem XPC-Protein dissoziierte. Der Verlust der UV-induzierten TFIIH-Dissoziation wurde
dabei in mehreren Zelllinien mit unterschiedlichen Mutationen im XPC-Protein beobachtet,
was darauf hinweist, dass ein funktionelles XPC-Protein bendtigt, um die Dissoziation des
TFIIH-Komplexes zu induzieren. Darliber hinaus wurde die Dissoziationsfahigkeit durch
Einfihren eines funktionellen XPC-Proteins in die XPC-defiziente lymphoide Zelllinie
GMO02246 wieder hergestellt. Aus diesen Ergebnissen ist zu schliel3en, dass eine kausale
Verbindung zwischen dem XPC-Protein, welches den Schaden in der DNA erkennt und
bindet, und der Dissoziation des TFIIH-Komplexes besteht. Ein funktionelles XPC-Protein,
welches ausschlie3lich fur die Schadenserkennung in der GGR bendtigt wird, ist also
obligatorisch fur die Teilung des Komplexes, wogegen die CS-Proteine, welche spezifisch fur
die Schadenserkennung in der TCR sind, nicht benétigt werden (Ubersicht in: Sancar et al.,
2004). Ist also die Dissoziation von TFIIH eine Spezifitat der GGR?

Ein bezlglich der Reparatur weiterer zu bedenkender Aspekt ist die Grofle des TFIIH-
Komplexes. Bei der Rekrutierung von TFIIH zu einem Schaden in einem nicht aktiv
transkribierten Teil der DNA musste der Multiproteinkomplex von den Orten aktiver
Transkription durch den gesamten, dicht gepackten Nukleus zu der Schadensstelle in der
DNA transportiert werden. Aufderdem wirde sich in der GGR der TFlIH-Komplex aus zehn
Proteinen zusammen mit mindestens flinf weiteren Komponenten der NER (XPA, RPA, XPG
und das Dimer XPF-ERCC1) um die Schadensstelle drangen, der vollstandige TFIIH-
Komplex kénnte folglich moéglicherweise fir die Formierung des Prainzisionskomplexes
schlicht zu gro sein. Durch die Abspaltung der CAK-Untereinheit und eventuell weiterer
Proteine des TFIIH-Kerns konnte die GrofRe des TFIIH-Kerns so weit reduziert werden, dass
alle Enzyme, die fir die GGR benétigt werden, am Schaden platziert werden koénnen.

Fir die TCR scheint die Dissoziation des TFlIH-Komplexes indes nicht erforderlich zu sein.
Weder ist in Zellen, bei denen aufgrund von Veranderungen in einem CS-Protein die TCR
nicht erfolgt, die Dissoziation des TFIIH-Komplexes gestort, noch wird die Dissoziation durch

eine Behandlung mit den Transkriptionsinhibitoren Aktinomyzin D oder DRB beeinflusst.
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Zumindest eine Behandlung mit Aktinomyzin D fuhrt zu einer Blockierung der RNA Pol II, wie
sie auch durch UV-induzierte Photoprodukte in der DNA hervorgerufen wird. Eine an einem
DNA-Schaden festsitzende Polymerase kann folglich nicht das Signal zur Teilung von TFIIH
geben, da sie durch den Einsatz von Aktinomyzin D schon blockiert worden war, bevor sie
ein Photoprodukt erreichen konnte.

Hinsichtlich dieser Ergebnisse scheint es, dass der Wechsel zwischen Transkriptions- und
Reparaturform des TFIIH-Komplexes in Abhangigkeit davon, ob die TCR oder die GGR den
betreffenden Schaden entfernt, auf zwei verschiedene Arten erfolgen kann.

Eine offene Frage bleibt dabei, wie das XPC-Protein, wenn es an einen DNA-Schaden
gebunden ist, die Teilung des TFIlIH-Komplexes induzieren kann. Die wahrscheinlichste
Méglichkeit ist, dass das XPC-Protein, nachdem es ein Photoprodukt gebunden hat, eine
Signalkaskade auslost, die zu einer Modifikation des TFIIH-Komplexes oder einer anderen
zellularen Komponente, die dann den Komplex beeinflusst, flihrt. Als Konsequenz davon
koénnte die Konformation von Proteinen des Komplexes verandert werden und der Kontakt
zwischen CAK und dem TFIlIH-Kern verloren gehen. Ein denkbarer Kandidat fir die
Vermittlung der Signaltransduktion zwischen dem XPC-Protein und dem TFIIH-Komplex war
das p53 Tumorsuppressorprotein. Mehrere verdffentlichte Aufsatze hatten einen
Zusammenhang zwischen dem p53-Protein und der GGR postuliert (Nahari et al., 2004;
Ford und Hanawalt, 1997; Ford und Hanawalt, 1995). So spielt das p53-Protein zum Beispiel
eine entscheidende Rolle bei der Rekrutierung der NER-Faktoren und der
Zusammensetzung des Inzisionskomplexes (Wang et al., 2003a). Die untersuchten Zellinien
H1299 und SAQOS-2 exprimieren jedoch kein p53-Protein, die UV-induzierte Teilung des
TFIIH-Komplexes konnte aber auch in diesen Zelllinien beobachtet werden. Folglich kann
eine p53-vermittelte  Signaltransduktion zwischen TFIIH und dem XPC-Protein
ausgeschlossen werden.

Alternativ konnte das XPC-Protein durch eine direkte Interaktion mit dem TFIIH-Komplex
eine Konformationsanderung induzieren, die zur Teilung des Komplexes flhrt. Interaktionen
des XPC-Proteins mit dem XPB- und dem p62-Protein wurden in der Vergangenheit bereits
gezeigt (Riedl et al., 2003; Yokoi et al., 2000). Allerdings ist unklar, wie ein XPC-Protein,
welches einen Schaden irgendwo im Genom lokalisiert und gebunden hat, mit dem TFIIH-
Komplex interagieren kann, der in die Transkriptionsmaschinerie eingebunden ist.
Wabhrscheinlicher ist deshalb die Uberlegung, dass eine direkte Interaktion zwischen dem an
den Schaden gebundenen XPC-Protein und den Proteinen des TFIIH-Komplexes erst nach
der Rekrutierung von TFIIH zu der Schadensstelle erfolgt. Alternativ ware es denkbar, dass
der TFIIH-Komplex erst nachdem er zum Ort der Lasion rekrutiert wurde, dissoziiert. In
diesem Fall kdnnte eine direkte Interaktion des XPC-Proteins mit Komponenten des TFIIH-

Komplexes sehrwohl zu dessen Dissoziation fiihren, méglicherweise indem sich das XPC-
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Protein nach UV-Bestrahlung der Zellen zwischen die beiden Untereinheiten des TFIIH-
Komplexes schiebt. Aufgrund der vergréBRerten rdumlichen Entfernung und Veranderungen
der Bindungsstarken koénnte dies eine Ko-Prazipitation von CAK und Kern-Untereinheit
unterbinden.

Bei den vorgenommenen Analysen fiel aullerdem auf, dass die Menge des XPC-Proteins
sowohl in den Wildtyp- (GM02184) als auch in den mit der XPC-cDNA rekonstituierten Zellen
nach UV-Bestrahlung abnahm. Diese Abnahme war um so erstaunlicher, da die Funktion
des XPC-Proteins gerade nach UV-Bestrahlung gebraucht wird. Eine Mdglichkeit flr die
beobachtete Mengenabnahme ware eine UV-abhangige Degradation des XPC-Proteins. In
Hefezellen wurde eine UV-abhangige proteasomale Degradation des RAD 4-Proteins, dem
XPC-Homolog, bereits gezeigt (Lommel et al., 2002). Das RAD 4-Protein wird in Hefezellen
nach UV-Bestrahlung ubiquitinyliert und degradiert. Seine Bindung an das RAD23-Protein
protektiert es hingegen vor proteasomalem Abbau (Lommel et al., 2002). Hefezellen mit
mutierter 26S-Untereinheit des Proteasoms oder mit einer Uberexpression des RAD 4-
Proteins zeigen eine erhohte NER-Rate (Lommel et al., 2002). Alle diese Ergebnisse weisen
auf eine negative Regulation der NER in Hefe durch proteasomale Degradation hin (Lommel
et al., 2002). Eine Analyse von Mauszellen, die weder das hHR23A- noch hHR23B-Protein
exprimieren, zeigte, dass das HR23-Protein das XPC-Protein stabilisiert, indem es das
Protein vor proteasomaler Degradation schutzt (Ng et al., 2003). In eukaryontischen Zellen
wird auch das NER-Protein p48, eine Untereinheit des DDB, kurze Zeit nach UV-Bestrahlung
degradiert (Rapic-Otrin et al., 2002). Ereilt das XPC-Protein ein ahnliches Schicksal? Und
wird die NER auch in menschlichen Zellen durch proteasomale Degradation reguliert? Diese

Fragen bleiben vorerst unbeantwortet.

4.6 Modell zur UV-abhangigen Dissoziation des TFIIH-Komplexes

Im Rahmen meiner Doktorarbeit konnte ich zeigen, dass die beiden Untereinheiten des
TFIIH-Komplexes, CAK und der TFIIH-Kern, nach UV-Bestrahlung der Zelle in Abhangigkeit
von dem Reparaturprotein XPC voneinander dissoziieren. Die Dissoziation ist vermutlich auf
folgenden Mechanismus zurlickzuflihnren: Das XPC-Protein erkennt und bindet ein UV-
induziertes Photoprodukt in der DNA-Doppelhelix. Durch diese Bindung wird eine
Signalkaskade ausgel6st, die zu einer Veranderung im TFIIH-Komplex fiihrt. Méglicherweise
werden ein oder mehrere Proteine des Komplexes zum Beispiel durch Phosphorylierung
oder Azetylierung verandert. Diese Modifikationen kénnten zu einer Konformationsdnderung
des Komplexes fuhren, welche die Dissoziation der TFIIH-Untereinheiten mit sich bringt. Der
TFIIH-Kern-Komplex oder Teile davon werden zum Schaden rekrutiert, um die Reparatur
durchzufuhren, wahrend die CAK-Untereinheit als trimerer Komplex der Zelle zur Erfillung

weiterer Aufgaben zur Verfligung steht.
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Abbildung 4.1: Modell zur UV-induzierten Dissoziation von TFIIH
Nahere Erlauterung im Text

4.7 Ausblick

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass sich die trimere CAK-Untereinheit nach UV-Bestrahlung
vom TFIIH-Kern 16st. Es bleibt jedoch unklar, wie sich die Komponenten des TFIIH-Kerns
nach UV-Bestrahlung verhalten. Lost sich der Kern in seine Bestandteile auf oder bleibt er
als Ganzes oder in Teilen intakt? Welche Konsequenzen hat die Dissoziation? Ein weiterer
interessanter Aspekt ist die Tatsache, dass nach UV-Bestrahlung die Transkription der
meisten Gene reprimiert wird, wahrend die Transkription anderer Gene stimuliert wird
(Boerma et al., 2005). Daraus leitet sich die Frage ab, ob die Transkription der nach UV-
Bestrahlung aktivierten Gene auch ohne die CAK-Untereinheit stattfindet. Ferner konnte im
Rahmen dieser Arbeit nur ungenitigend darauf eingegangen werden, welche molekularen
biochemischen Prozesse zur Dissoziation fuhren und wie das XPC-Protein in diese
Vorgange eingreift. Ein weiterer interessanter Aspekt ist der Verbleib und die Funktion des
vom TFIIH-Kern dissoziierten CAK-Komplexes.

Was die moégliche Dissoziation des TFIIH-Kerns betrifft, so ist bisher bekannt, dass die
TFIIH-Kern-Komponenten XPB und XPD essentiell fir die NER sind und an einem DNA-
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Schaden akkumulieren (Winkler et al., 2000; Ubersicht in: Egly, 2001). Mittels
immunhistochemischer Farbung wurde aufierdem die Translokation des p62-Proteins an den
Ort des DNA-Schadens gezeigt (Mone et al., 2001). Ob weitere Bestandteile des TFIIH-
Kerns gleichfalls an einem DNA-Schaden akkumulieren, konnte bisher aufgrund Fehlens
entsprechender Antikdrper nicht nachgewiesen werden. Gleichermalien offen ist die Frage,
ob die Uubrigen Untereinheiten des TFIIH-Kerns (berhaupt fir die Reparatur von
Photoprodukten bendtigt werden. Dieser Fragenkomplex kdnnte durch eine abgewandelte
Form einer Ko-IP beantwortet werden: Zellen miussten dazu mit Oligonukleotiden transfiziert
werden, welche neben einem synthetisch hergestellten Photoprodukt eine Sequenz zur
Aufreinigung der Oligonukleotide enthalten, zum Beispiel Brom-desoxy-Uridin oder einen
Dinitrophenyl-Rest. In Abhangigkeit von der Transfektionseffizienz missten die transfizierten
Zellen méglicherweise angereichert werden, zum Beispiel mit Hilfe eines FACS-Gerates oder
magnetischer Teilchen. AnschlieRend wiirden die Zellen lysiert und das Oligonukleotid mit
Hilfe eines gegen diese Sequenz gerichteten Antikdrpers prazipitiert werden. Sowohl
Antikérper gegen Brom-desoxy-Uridin als auch gegen einen Dinitrophenyl-Rest sind
kommerziell erhaltlich. Die IPs wirden Uber SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine Membran
Ubertragen werden. Durch Inkubation der Membran mit Antikdrpern gegen die Proteine des
TFIIH-Komplexes kdnnte dann bestimmt werden, welche Komponenten des Komplexes am
Photoprodukt akkumulieren. Die Antikorper dazu mussten allerdings teilweise noch
hergestellt werden, da bisher gegen die Proteine MAT1, p34, p44, p54 und Tfb5/TTD-A nur
Antikérper von schlechter Qualitdt erhaltlich sind. Diese neu angefertigten Antikdrper
kdnnten dann parallel fur eine Immunfluoreszenzfarbung in partiell UV-bestrahlten Zellen
verwendet werden, wie sie bereits im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrt wurde. Alternativ
kénnten die TFIIH-Proteine selbst fur die IP und die Immunfluoreszenzfarbung mit einer
bestimmten Sequenz aus einem anderen Protein versehen werden, zum Beispiel des c-Myc-
oder V5-Proteins. Diese Sequenz wurde die Detektion der TFIIH-Proteine mit einem gegen
die betreffende Sequenz des c-Myc- oder des V5-Proteins gerichteten Antikorpers
ermoglichen. Solche Antikérper sind kommerziell erhaltlich. Fir die mikroskopische Analyse
kénnten auch chimare Proteine aus der jeweiligen Sequenz und einem fluoreszierenden
Protein hergestellt werden, zum Beispiel mit GFP oder YFP. Plasmide mit den chimaren
cDNAs miussten dann in Zellen transfiziert werden. Daraufhin konnten die Zellen partiell UV-
bestrahlt werden. Mit Hilfe des Laser-Konfokal-Mikroskops kénnte dann detektiert werden,
welche TFIlIH-Komponenten an einem DNA-Schaden akkumulieren. Bei dieser
Vorgehensweise ist jedoch zu bedenken, dass die Konformation eines Proteins durch
zusatzliche Sequenzen, vor allem wenn sie wie im Falle des GFP-Proteins sehr grof3 sind,
verandert werden. Deshalb sind sorgfaltige Kontrollen durchzufiihren, um sicher zu stellen,

dass die Reaktion des chimaren Proteins auf UV-Schadigung der Zelle nicht von der
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natlrlichen Reaktion abweicht. Eine Mdéglichkeit dies zu Uberprifen ware zum Beispiel der
Einsatz des chiméaren Proteins in einem in vitro Reparatursystem.

Der Einsatz eines Cdk7-Inhibitors wie zum Beispiel DRB kénnte Aufschluss dariber geben,
ob die Kinaseaktivitdt des Cdk7-Proteins generell fur die NER bendtigt wird. In mit DRB
behandelten Zellen kénnte ein ,Host Cell Reactivation“-Assay zur Bestimmung der
Funktionsfahigkeit der NER durchgefihrt werden (Khan et al., 2002; Qiao et al., 2002; Slor et
al., 2000). Dazu musste ein Reporterplasmid, zum Beispiel mit dem Luziferase-Gen, mit UV-
Licht bestrahlt und in die zu untersuchenden Zellen transfiziert werden. Nach 24 bis 48
Stunden kénnte dann die Reporteraktivitat im Luminometer bestimmt werden (Khan et al.,
2002). Anhand des Vergleich der Messwerte der Luziferaseaktivitdt von unbehandelten
Zellen mit den Werten mit DRB behandelter Zellen kénnte eine Aussage getroffen werden,
ob die Kinaseaktivitdt des Cdk7-Proteins fir die NER-Aktivitat in vivo notwendig ist. Eine
Hemmung der NER durch die Kinaseaktivitat des Cdk7-Proteins wurde bisher nur in in vitro-
Assays gezeigt (Araujo et al., 2000). Direkte Hinweise auf eine alternative Funktion der freien
CAK-Untereinheit nach UV-Bestrahlung kénnten zum Beispiel durch eine ,Two-Hybrid*-
Studie in bestrahlten beziehungsweise unbestrahlten Hefezellen gewonnen werden. Mit
dieser Vorgehensweise konnten weitere Bindungspartner der Proteine der CAK-Untereinheit
identifiziert werden, durch die moglicherweise Rickschlisse auf eine Funktion des CAK
nach Dissoziation vom TFIIH-Kern gezogen werden kdnnten. Die Ergebnisse dieser Studie
kénnten zum Beispiel Hinweise auf Substrate des Cdk7-Proteins in UV-bestrahlten und
unbestrahlten Zellen und somit auf eventuell induzierte Signaltransduktionswege geben.

Die physiologische Bedeutung, welche die Ablésung der CAK-Untereinheit vom TFIIH-Kern
hat, ist noch immer unklar. Sie kdnnte aber zum Beispiel fur die Inaktivierung der RNA Pol Il
vermittelten Transkription verantwortlich sein. In der Vergangenheit wurde bereits gezeigt,
dass CAK fur die Transkription einiger Promotoren in vitro nicht erforderlich ist (Araujo et al.,
2000; Akoulitchev et al., 1995). Die Moglichkeit, dass die Dissoziation der CAK-Untereinheit
vom TFIIH-Kern das differenzierte An- und Abschalten einzelner Gene nach UV-Strahlung
reguliert, koénnte untersucht werden, indem die Promotoren UV-induzierter Gene mit
Promotoren UV-reprimierter Gene in in vitro Transkriptionsstudien verglichen werden und die
Notwendigkeit der Anwesenheit einer funktionellen CAK-Untereinheit zur Transkription
untersucht wird.

Auch hinsichtlich des molekularen und biochemischen Ablaufs der Dissoziation des TFIIH-
Komplexes bleiben nach dieser Studie noch viele Fragen offen. Zwar konnte ich eine
Beteiligung der Phosphatasen PP1 oder PP2A sowie der Kinasen Cdk7 oder CK2 an der
Dissoziation des TFIIH-Komplexes ausschlieRen, fir die konkrete Beteiligung der einen oder
anderen Zellkomponente am molekularen Mechanismus der Dissoziation konnte ich, mit

Ausnahme des XPC-Proteins, bis jetzt keine Anhaltspunkte finden. Die Behandlung von
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Zellen mit Inhibitoren anderer modifizierender Enzyme, wie zum Beispiel weiterer
Phosphatasen und Kinasen, Azetylasen und Deazetylasen, und die anschlieRende
Untersuchung des TFIIH-Komplexes in bestrahlten und unbestrahlten Zellen kdnnte weitere
Hinweise auf den Dissoziationsmechanismus von TFIIH bringen. Als weitere
Phosphataseinhibitoren waren zum Beispiel RK-682 und Dephostatin zu erwahnen, die
Protein-Tyrosin-Phosphatasen inhibieren. Die Substanz DMHYV ist ein potenter Inhibitor der
Tyrosin-Phosphatase 1B und LY294002, Wortmannin und Kaffein sind potente Inhibitoren
von PI3-Kinasen. Als Inhibitor fir Deazetylasen kdnnte zum Beispiel TSA verwendet werden.
Wie bereits erwahnt stimuliert die atypische Proteinkinase C (PKC) zeta die NER-Aktivitat
(Louat et al., 2004). Der Einsatz spezifischer Inhibitoren oder von siRNA gegen diese PKC-
Isoform kénnte zeigen, ob die Kinaseaktivitat von PKC die UV-induzierte Dissoziation von
TFIIH beeinflusst.

Um einen genaueren Einblick in veranderte Phosphorylierungsmuster von TFIIH-
Komponenten und Reparaturproteinen zu erhalten, kdnnten zweidimensionale Peptidkarten
der betreffenden Proteine vor und nach UV-Bestrahlung angefertigt werden. Hierzu missten
die Zellen vor der Bestrahlung mit [*?P]-Orthophosphat radioaktiv markiert werden. Das zu
untersuchende Protein wirde aus dem Lysat prazipitiert und mit Hilfe einer bestimmten
Peptidase, zum Beispiel Trypsin, gespalten werden. Die entstehenden Fragmente wirden
dann in zwei Dimensionen elektrophoretisch und chromatographisch aufgetrennt und gegen
einen Rontgenfilm exponiert. Gegenuber der bisher angewendeten Methode hatte der
Verdau des Proteins und die zweidimensionale Auftrennung den Vorteil, dass nicht nur die
Gesamtphosphatmenge des Proteins bestimmt werden koénnte, sondern auch die
Phosphatmenge der einzelnen Fragmente. Dadurch kdénnen in der Regel auch
intramolekulare Phosphatumlagerungen detektiert werden, die bei der alleinigen Prazipitation
und Autoradiographie untergehen. Ein Problem bei der Anwendung dieser Methode kénnte
allerdings die geringe Phosphatinkorporation der TFIIH-Komponenten sein. Die zu
untersuchenden Komponenten missen nach einer SDS-PAGE aus dem Gel eluiert werden.
Fir die Identifizierung des zu untersuchenden Proteins im Gel koénnte die
Phosphatmarkierung moglicherweise nicht ausreichen. Dieser Umstand musste dann durch
vorherige Transfektion und Uberexpression der TFIIH-Komponenten verbessert werden, so
dass die Komponenten zumindest auf Proteinebene leicht nachweisbar werden. Alternativ
kdnnten die Proteine des TFIIH-Komplexes mittels Massenspektroskopie untersucht werden.
Dazu wuirde der TFlIH-Komplex aus dem Lysat bestrahlter und unbestrahlter Zellen
prazipitiert und Uber Saulenchromatographie und Gelelektrophorese aufgereinigt werden.
Auch hier muissten die Faktoren durch eine Peptidase verdaut und anschlieRend das
Gemisch in einem Massenspektrometer analysiert werden. Eine Veranderung der

Laufmodalitdten eines Peptids der einzelnen Proteine gabe Hinweise auf eine
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GroRenanderung des Proteins und damit verbundene Modifikationen. Als Erweiterung wirde
sich eine Untersuchung des Komplexes in XPC-defizienten Zellen empfehlen, da hier keine
UV-induzierte Dissoziation stattfindet. Ein Vergleich der massenspektrometrischen
Analyseergebnisse reparaturkompetenter Zellen und XPC-defizienter Zellen kénnte einen
Einblick gewahren, welche TFIlIH-Komponente in Abhangigkeit von dem XPC-Protein
modifiziert wird und eventuell die Dissoziation von TFIIH herbeifiihrt. Dieser Vergleich ware
besonders hilfreich, falls mehrere Proteine modifiziert werden.

Interessant ware zudem zu untersuchen, ob die kurzlich beschriebene Phosphorylierung von
Serin 751 im XPB-Protein Einfluss auf die UV-induzierten Veranderungen des TFIIH-
Komplexes hat, da eine Dephosphorylierung die in der Transkription aktive Form des
Komplexes in die in der Reparatur aktive Form Uberfiihrt (Coin et al.,, 2004). Durch die
Herstellung zweier Mutanten kénnte festgestellt werden, ob die Dephosphorylierung von
Serin 751 Einfluss auf die Teilungsfahigkeit von TFIIH hat. Dabei sollte eine der Mutanten
statt eines Serins an Position 751 ein Alanin enthalten und die unphosphorylierte Form des
Proteins nachahmen. Im XPB-Protein der zweiten Mutante wirde Serin 751 durch
Asparaginsaure ersetzt, was eine konstitutiv phosphorylierte Form imitieren wirde. Beide
Mutanten waren bezilglich der Aminosaureposition 751 nicht mehr veradnderbar und wirden
je eine Zustandsform des Proteins simulieren. Die Mutanten mussten aul3erdem mit einer
bestimmten Sequenz aus einem anderen Protein versehen werden, zum Beispiel des c-Myc-
oder V5-Proteins, damit sie von der nativen Form zu unterscheiden waren. Nach einer
Transfektion der Mutanten in Zellen wirde ein Teil der Zellen bestrahlt und der TFIIH-
Komplex wirde anschlieend mit einem kommerziell erhaltlichen Antikdrper gegen die c-
Myc- oder V5-Sequenz aus dem Lysat gefallt und GUber SDS-PAGE aufgetrennt werden.
Nach Ubertragung der Proteine auf eine Membran und der Detektion der TFIIH-
Komponenten kénnte anhand der Ergebnisse eine Aussage getroffen werden, ob eine der
beiden Zustandsformen der Aminosadure 751 des XPB-Proteins die UV-induzierte
Dissoziation des TFIIH-Komplexes unterbindet. Sollte eine der Formen die Teilung des
TFIIH-Komplexes nach UV-Bestrahlung verhindern, so ware der nachste Schritt die
Untersuchung, ob in XPC-defizienten Zellen, in denen die UV-induzierte Dissoziation von
TFIIH nicht stattfindet, nur die betreffende Form des XPB-Proteins zu finden ist. Sollte also
zum Beispiel die Nachahmung des ,konstitutiv phosphorylierten“ XPB-Proteins (Ser751Asp)
die Teilung unterbinden, so ware es mdglich, dass in XPC-defizienten Zellen eine
Dephosphorylierung des Serins 751 im XPB-Protein nach UV-Bestrahlung unterbleibt und
umgekehrt. Die einfachste Moglichkeit, dies zu untersuchen, ware die Verwendung eines
phosphorylierungsspezifischen Antikdrpers gegen Serin 751. Leider ist ein solcher Antikérper
nicht erhaltlich und muisste selbst hergestellt oder in Auftrag gegeben werden. Man kénnte

die aufgereinigten XPB-Proteine aus unbestrahlten und bestrahlten Wildtyp- und XPC-
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defizienten Zellen auch, wie bereits zuvor beschrieben, in einem Massenspektrometer
untersuchen und so Hinweise auf das Phosphorylierungsmuster erhalten.

Um der Aufklarung der Signaltransduktionskaskade naher zu kommen, ware es sicherlich
auch hilfreich zu untersuchen, welche Domane(n) innerhalb des XPC-Proteins fur die UV-
induzierte Dissoziation des TFIIH-Komplexes verantwortlich ist (sind). Die Arbeitsgruppe von
Fumio Hanaoka ermittelte in der Vergangenheit mit Hilfe von Deletionsmutanten des XPC-
Proteins die Lokalisation verschiedener Domanen (Uchida et al., 2002). So ordneten sie die
Interaktion mit dem hHR23B-Protein dem Bereich von AS 496 bis AS 734, die DNA-
Interaktionsdomane dem Bereich von AS 607 bis AS 742 und die Interaktionsdomane mit
TFIIH dem C-terminalen Ende des XPC-Proteins von AS 816 bis AS 940 zu (siehe auch
Abbildung 1.6; Uchida et al., 2002).

Die Arbeitsgruppe von Ron Legerski beschrieb ebenfalls die Interaktion des XPC-Proteins
mit dem hHR23B-Protein, allerdings lokalisierte diese Gruppe die Interaktionsdomane im
XPC-Protein in dem Bereich zwischen AS 776 und AS 801 (Li et al., 1997).
Unverstandlicherweise benutzte diese Arbeitsgruppe ein XPC-Protein mit N-terminaler
Deletion (A1-108). Es ist deshalb nicht vollig auszuschlieRen, dass der Verlust des N-
terminalen Endes die Konformation und auch die Interaktionsmodalitdten des Proteins
verandert. Durch die Diskrepanz in den Ergebnissen der beiden Arbeitsgruppen und der
moglichen Bedeutung der Interaktionsdomanen fur die Dissoziation des TFIIH-Komplexes,
sollten die frlGheren Ergebnisse uUberpruft werden. Dazu sind Deletionsmutanten des XPC-
Proteins herzustellen oder von Professor Hanaoka zu erfragen und zu sequenzieren. Bei den
Deletionsmutanten sollte jede Interaktionsdomane des XPC-Proteins einzeln ausgeschaltet
werden. Die Deletionsmutanten wirden dann in XPC-defiziente Zellen transfiziert und
positive Klone selektioniert werden. AnschlieRend kénnte die Dissoziation des TFIIH-
Komplexes in Gegenwart der XPC-Mutanten mit charakterisierter Deletion einzelner
Domaénen untersucht werden. Zusatzlich sollten die Deletionsmutanten auf ihre Fahigkeit mit
dem hHR23B-Protein und der DNA zu interagieren getestet werden. Die Bindung an das
hHR23B-Protein kénnte zum Beispiel durch Expression der Proteine in einem in vitro
Transkriptionssytem und anschlieRender Ko-IP (berprift werden. Die Fahigkeit, an DNA zu
binden, konnte hingegen durch DNA-Bindungsstudien (,DNA Footprint) analysiert werden.
Diese Technik beruht auf der Annahme, dass die Bindung eines Proteins an eine bestimmte
DNA-Sequenz den Verdau dieser Region durch die Endonuklease DNasel verhindert. Zur
Durchfuhrung sollte ein DNA-Fragment, welches ein Photoprodukt enthalt, in unabhangigen
Versuchsansatzen mit den verschiedenen XPC-Deletionsmutanten inkubiert werden.
Idealerweise sollte das Oligonukleotid ein (6-4)PP besitzen, da das XPC-Protein (6-4)PPs
besser bindet als CPDs (Sugasawa et al., 2001). Die DNA wird dann mit DNasel verdaut und

der Verdau mittels Gelelektrophorese analysiert. Ein Vergleich des Bandenmusters der
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verschiedenen Ansatze sollte den ,FulRabdrucks® der durch das XPC-Protein protektierten
Region zeigen.

Das XPC-Protein sollte aulRerdem daraufhin untersucht werden, ob es direkt mit
Komponenten des TFIIH-Komplexes interagiert. Die Interaktion mit den Proteinen XPB und
p62 des TFIIH-Komplexes wurde bereits beschrieben (Uchida et al., 2002; Yokoi et al.,
2000). Diese Ergebnisse sollten Uberprift und auf weitere Komponenten des TFIIH-
Komplexes ausgedehnt werden. Die Deletionsmutanten koénnen auch hier wieder
herangezogen werden, um zu bestimmen, welcher Bereich des XPC-Proteins daflr
erforderlich ist. Durch Vergleich mit den Resultaten des beschriebenen Experimentes, bei
dem die Deletionsmutanten in Zellen transfiziert werden und anschlief3end die Dissoziation
des TFIIH-Komplexes untersucht wird, wird sich zeigen, ob in beiden Fallen die gleichen
Domanen erforderlich sind.

Durch die Untersuchung von Deletionsmutanten des XPC-Proteins zusammen mit den
Ergebnissen aus den ,Two-Hybrid“-Studien in Hefezellen und der Verwendung von
verschiedenen Inhibitoren von Signalwegen konnte es moglich sein, konkrete Hinweise auf
den nach UV-Bestrahlung induzierten Signaltransduktionsweg zwischen dem XPC-Protein
und TFIIH zu erhalten. Die Entschlisselung dieses Signaltransduktionsweges ware ein

weiterer Schritt hin zum Verstandnis der Mechanismen der NER.
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