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ZUSAMMENFASSUNG

lll. Zusammenfassung

Ku80 ist ein Protein, welches an der DNA-Reparatur beteiligt ist. Ku80 bildet zusammen mit
Ku70 und der katalytischen Untereinheit der DNA-abhangigen Proteinkinase (DNA-PKcs)
das DNA-PK Holoenzym. Dieses spielt vor allem bei der Nicht-homologen Endverknipfung
(NHEJ) eine Rolle. Uber die Regulation von Ku80 und BRCA1 ist bisher nur wenig bekannt.
Die vorliegende Arbeit zeigt, dass Ku80 mittels Polyubiquitinierung posttranslationell
modifiziert wird. Diese Ubiquitinierung wird durch ionisierende Strahlung verstarkt. Die
Ubiquitinierung von Ku80 dient jedoch nicht als Signal zum proteasomalen Abbau. Wahrend
die Verknlpfung Uber Lysin 48 des Ubiquitins, ubiquitinierte Proteine fir den A bbau im
Proteasom markieren, war im Falle von Ku80 eine VerknlUpfung der Ubiquitinkette Uber die
Lysine an den Positionen 33 oder 63 des Ubiquitin-Proteins zu beobachten.

Um die Ubiquitinierungsstelle im Ku80-Protein zu kartieren, wurde das Ku80 Protein vom C-
Terminus her deletiert und die Fragmente auf eine Ubiquitinierung untersucht. Dabei ergab
sich, dass ein Fragment von Aminosaure 1 bis 168 noc h ubiquitiniert wurde. Daraufhin
wurden die Lysine in diesem Fragment kumulativ durch Arginin ersetzt. Dabei zeigte sich
eine deutlich schwachere Ubiquitinierung des Fragments wenn alle Lysine von Aminosaure 1
bis 129 durch Arginin ersetzt worden waren. Damit war es wahrscheinlich, dass die Lysine,
die in dieser Mutante zusatzlich zur vorausgehenden Mutante durch Arginin ersetzt worden
waren (Lysin 125, Lysin 126, Lysin 129) im Ku80 Protein ubiquitiniert werden. Wurden die
Lysine 125, 126 und 1 29 jedoch im Gesamtprotein durch Arginin ersetzt, flihrte dies zu
keiner schwacheren Ubiquitinierung.

Um herauszufinden, welche Ubiquitinligase Ku80 ubiquitiniert, wurden H1299-Zellen mit den
Ubiquitinligasen BRCA1 und RNF8 transfiziert. In Gegenwart dieser Ubiquitinligasen war die
Ubiquitinierung von Ku80 erhoéht. Daneben war eine Assoziation von Ku80 mit BRCA1 zu
beobachten. Vorlaufige Ergebnisse zeigten dariber hinaus, dass Ku80 schwacher an

geschadigte DNA bindet, wenn die Proteinmenge von BRCA1 experimentell reduziert wurde.

Zusammengenommen, deuten diese Ergebnisse darauf hin, dass BRCA1 fur die Aktivitat

von Ku80 physiologisch relevant ist.
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EINLEITUNG

1. Einleitung

Nach Angaben des Robert-Koch-Instituts gab es im Jahr 2006 in Deutschland 426.800
Neuerkrankungen und 210.930 Sterbefdlle durch Krebs (Krebs in Deutschland -
Haufigkeiten und Trends 2005/2006, 2010). Laut WHO st Krebs einer der
Hauptverantwortlichen bei den Todesursachen (WHO Fact sheet N°297, 2011).

Krebs dient als Oberbegriff fur eine Vielzahl bdsartiger Erkrankungen. Im Allgemeinen
versteht man darunter die unkontrollierte Vermehrung von Zellen. Durch diese
unkontrollierte Vermehrung von Zellen kénnen Organe beeinflusst oder sogar zerstort
werden. Das gefahrlichste an Tumorzellen ist dabei ihre Fahigkeit, sich mit Hilfe der Blutbahn
oder des Lymphsystems im Organismus zu verbreiten und M etastasen zu bilden. Die

Hauptursache fir Krebs sind DNA Schaden, die nicht, oder nur fehlerhaft repariert wurden.

1.1. DNA-Schaden und Mutationen

Eines der obersten Ziele jedes Organismus ist die Aufrechterhaltung der genomischen
Integritat. Diese wird jedoch jeden Tag durch eine Vielzahl von Faktoren gestort, die zu
Schaden in der DNA flhren. Dabei unterscheidet man verschiedene Arten von DNA
Schaden. Bei der Veranderung einer Base spricht man von Basenschaden. Daneben kommt
es aber auch zu Basenfehlpaarungen oder zum Verlust einer kompletten Base. Es kann aber
auch zu Veranderungen im Zucker-Phosphatgeriist der DNA oder zu Strangvernetzungen
kommen. Dabei sind DNA-DNA-Vernetzungen oder Protein-DNA-Vernetzungen moglich.
Zusatzlich kénnen aber auch Briiche vorkommen, wobei entweder nur ein DNA-Strang
(Einzelstrangbruch) oder beide DNA-Strange (Doppelstrangbruch) unterbrochen werden
kénnen. Welcher Schaden entsteht, hangt vom Ausléser ab. Polyzyklische
Kohlenwasserstoffe filhren zu Basenaddukten wahrend UV-Strahlung neben Basenschaden
zu Thymin-Dimeren und ionisierende Strahlung neben B asenveranderungen, Einzel- und
Doppelstrangbriiche bewirkt.

Doppelstrangbriiche stellen eine besonders schwere Schadigung der DNA dar. Sollte der
Organismus nicht in der Lage sein, die entstandenen Schaden reparieren zu kbénnen, so
kann dies zu Chromosomen-Translokationen oder sogar zum Zelltod fiihren (Deckbar et al.,
2007; Richardson and J asin, 2000; Vamvakas et al., 1997). Neben exogenen Faktoren
konnen DNA Schaden und Mutationen auch durch endogene Faktoren entstehen. Fehler
wahrend der Replikation verursachen Basenfalschpaarungen, Insertionen und D eletionen.
Diese mussen dann d urch die Mismatch-Reparatur behoben w erden. Je nachdem um

welchen DNA-Schaden es sich handelt, werden verschiedene Reparaturwege aktiviert.

1
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Dabei werden Basenschaden Uber die Basenexzisionsreparatur, Thymindimere und 6-4-
Photoprodukte Uber die Nukleotidexzisionsreparatur repariert. Doppelstrangbriiche und
Strangvernetzungen werden durch die Nicht-homologe Endverknipfung oder die Homologe

Rekombination behoben.

% * ionisierende * UV-Strahlung *ionisierende -+ Falscheinbauten
E Strahlung * polyzyklische Strahlung (bei der Replikation)
§ * Sauerstoffradikale  Kohlenwasserstoffe
2 - alkylierende
& Chemikalien
UI..:
- * Apurin/ * Thymin-Dimere =« Doppelstrang- *» Falschpaarung
e §  Apyrimidin-Stellen * DNA-Addukte bruch * Insertion
g E * 8-Oxoguanin * Strang- * Deletion
&2 vernetzungen
A
3
g
o * Basen- * Nukleotid- * Nicht-homologe ¢ Mismatch-
& % exzisions- exzisions- Endverkniipfung Reparatur
% E reparatur reparatur * Homologe
M Rekombination
L
S5
)
8 E

Abbildung 1: DNA-Schaden und ihre Reparaturmechanismen.

lonisierende Strahlung, Sauerstoffradikale und alkylierende Chemikalien fihren zu AP-Stellen (Apurin
oder Apyrimidin-freie Stellen) oder auch zu 8-Oxoguanin. Diese Basenschaden werden Uber die
Basenexszisionsreparatur repariert. UV-Strahlung und polyzyklische Kohlenwasserstoffe verursachen
Thymin-Dimere bzw. DNA-Addukte und werden mittels Nukleotidexzisionsreparatur repariert. Durch
ionisierende Strahlung verursachte Doppelstrangbriiche und Strangvernetzungen werden durch die
Nicht-homologe Endverknipfung oder durch die Homologe Rekombination repariert. Falscheinbauten
wahrend der Replikation flihren zu Insertionen und Deletionen und werden durch die Mismatch-
Reparatur behoben.

1.2. Detektion von Doppelstrangbriichen

Ist ein Doppelstrangbruch aufgetreten, so muss dieser von der Zelle auch als solcher erkannt
werden. Als erster Schritt nach dem Eintritt eines Schadens wird das Histon H2AX Protein an
Serin 139 phos phoryliert (Fernandez-Capetillo et al., 2004; Rogakou et al., 1998). Zwar
kénnen Doppelstrangbriiche prinzipiell durch alle drei zur Familie der Phosphatidylinositol 3-

Kinase-ahnlichen Protein Kinasen gehdrenden Kinasen wie Ataxia-telangiectasia-mutated
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(ATM), Ataxia telangiectasia and Rad3-related protein (ATR) und DNA-abhéngige Protein
Kinase (DNA-PK) erkannt werden, doch scheint in vivo nur ATM das H2AX Protein zu
phosphorylieren (Fernandez-Capetillo et al., 2004; Stiff et al., 2004). ATM scheint dabei in
der Lage zu sein, Veranderungen der Chromatinstruktur, die bei einem Doppelstrangbruch
auftreten, zu erkennen. Das als inaktives Homodimer vorliegende ATM-Protein teilt sich
danach in zwei aktive Monomere, die sich gegenseitig phosphorylieren (Bakkenist and
Kastan, 2003). Dabei scheint der Mre11-Rad50-Nbs1-Komplex (MRN) eine wichtige Rolle zu
spielen. Der MRN-Komplex besitzt gleichfalls eine hohe Affinitat fir geschadigte DNA und ist
ebenfalls sehr friih an einem DNA-Schaden zu finden (Difilippantonio et al., 2005; Lee and
Paull, 2004; Lee and Paull, 2005). Ein weiteres Protein, das an der Schadenserkennung
beteiligt sein kénnte, ist die Acetyltransferase Tip60, welche Chromatin im Bereich eines
DNA-Schadens modifiziert (Murr et al., 2006; Sun et al., 2009).

Die Phosphorylierung von H2AX ermdglicht es dann dem MDC1- (mediator of DNA damage
checkpoint 1) Protein an den Ort des Schadens zu binden. MDC1 bindet Uber die zwei C-
terminalen BRCT-Domanen an yH2AX wund sorgt fiur die Aufrechterhaltung der
Phosphorylierung, indem es die Phosphatasen PP2A und P P4 behindert. Zusatzlich dient
MDC1 als Plattform zur Anlagerung und R ekrutierung weiterer Faktoren wie zum Beispiel
von RNF8 (Chowdhury et al., 2005; Chowdhury et al., 2008; Nakada et al., 2008; Stucki et
al., 2005). Interessanterweise wurde bei Hefe bis jetzt kein Ortholog von MDC1 gefunden.
Daflr sind aber bei hdheren Eukaryoten spater im Signalweg vorkommenden Proteine wie
53BP1 (Ortholog in Hefe: Rad9) in der Lage, direkt an phosphoryliertes H2A zu binden (Du
et al., 2006; Hammet et al., 2007; Williams et al., 2010). Gleichzeitig sorgt das MDC1-Protein
fur eine weitere Anreicherung des MRN-Komplexes, was zu einer weiteren Aktivierung von
ATM flhrt, wodurch ein positiver feedback loop aufgebaut wird (Chapman and J ackson,
2008; Lloyd et al., 2009; Melander et al., 2008; Spycher et al., 2008; Stucki et al., 2005).
Dabei assoziiert das MDC1 Protein uber die FHA-Doméane des Nbs1-Proteins, welches an
eine konservierte Phosphorylierungsstelle im N-terminalen Bereich des MDC1-Proteins
bindet, mit dem MRN-Komplex (Chapman and Jackson, 2008; Melander et al., 2008;
Spycher et al., 2008; Wu et al., 2008).

Innerhalb von zwei Minuten nach einem Doppelstrangbruch hat sich somit eine erste Welle
an Faktoren der Doppelstrangbruch-Reparatur an den Schaden angelagert und das Signal
verstarkt (Bekker-Jensen et al., 2005; Lukas et al., 2004; Mailand et al., 2007). Dabei bilden
diese Proteine Aggregate an der geschadigten DNA welche als sog. Fozi unter dem
Fluoreszenzmikroskop beobachtet werden kénnen.

In einem zweiten Schritt lagern sich weitere Proteine wie RNF8, RNF168, 53BP1 und
BRCA1 an den Doppelstrangbruch an. Als Ausgangspunkt dient hierbei die E3-Ubiquitin-
Ligase RNF8, die Uber ihre FHA-Domane mit dem phosphorylierten MDC1 Protein assoziiert.
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RNF8 ubiquitiniert dann die Histonproteine H2A und H2AX und ermdglicht dadurch die
Rekrutierung weiterer Reparaturfaktoren (Huen et al., 2007; Mailand et al., 2007).

1.3. Doppelstrangbruchreparatur

1.3.1. Homologe Rekombination

Die Homologe Rekombination (HR) ist ein fehlerfrei arbeitender Reparaturmechanismus fir
Doppelstrangbriiche. Dabei wird der Bereich des Doppelstrangbruchs anhand des
Schwesterchromatids neu s ynthetisiert. In somatischen Zellen kann dies aber nur in der
spaten S- oder G2-Phase des Zellzyklus stattfinden, da nur hier das Schwesterchromatid in
unmittelbarer Nahe vorliegt (Franco et al., 2006; Ma et al., 2005). Damit die Homologe
Rekombination stattfinden kann, missen die DNA-Enden des Doppelstrangbruchs zunachst
prozessiert werden. Dabei werden die 5-Enden durch den Rad50/Mre11/Nbs1-Komplex
abgebaut und e s entsteht ein langer 3‘-Einzelstrang (Helmink et al., 2009). Hier scheint
Mre11 die verantwortliche Nuklease zu sein. Diverse Studien haben gezeigt, dass die
Nukleaseaktivitdt von Mre11 bei der Doppelstrangbruchreparatur benétigt wird (Bressan et
al., 1999; Johzuka and Ogawa, 1995; Moreau et al., 1999; Moreau et al., 2001). Mre11
scheint hierbei speziell fir die Prozessierung geschadigter DNA-Enden zustandig zu sein
(Llorente and Symington, 2004; Tsubouchi and Ogawa, 2000). An den entstandenen 3'-
DNA-Einzelstrang bindet das RPA-Protein (replication protein A), um ihn vor Abbau zu
schitzen und um eventuelle Sekundarstrukturen zu entfernen (Sugiyama et al., 1997). An
den Nukleoproteinfilamentkomplex lagert sich dann R ad51 anund férdert die ATP-
abhangige Invasion des DNA-Einzelstrangs in den k omplementaren Bereich des
Schwesterchromatids (Ristic et al., 2005; Song and S ung, 2000; Sugiyama et al., 1997;
Sung, 1994). Dabei muss das Nukleofilament mit Rad51 mindestens 100bp lang sein, damit
ein effizienter Strangaustauch stattfinden kann (Ira and Haber, 2002). Weiterhin lagern sich
Rad52 und Rad54 an und es entsteht ein DNA-Heteroduplex (displacement-loop; D-loop).
Bei Wirbeltieren scheint auch BRCA2, mdglicherweise anstatt Rad52, beim Strangaustausch
und der Stranginvasion eine Rolle zu spielen (Davies and Pellegrini, 2007; Esashi et al.,
2007). Rad54 ist u.a. fur die Suche nach der homologen Sequenz auf dem
Schwesterchromatid und der Paarung der homologen Sequenzen zustandig (Bugreev et al.,
2007; Heyer et al., 2006; Sugawara et al., 2003). Nachdem die passende Stelle gefunden
wurde, synthetisieren die beiden Polymerasen p und A anhand des entsprechenden
komplementaren Stranges auf dem Schwesterchromatid einen neuen Strang (Maloisel et al.,

2008). Dabei kommen die einzelnen DNA-Strange Uberkreuz zu liegen (holiday junction). Um

4
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die Reparatur abzuschlieRen, muss diese Uberkreuzstruktur aufgeldst werden. Dies
geschieht durch die beiden Proteine Rad51C und XRCC3 (Liu et al., 2007).

Schadenserkennung
und Prozessierung

Strangaustausch

DNA-Synthese

Auflosen der
holiday junction

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Homologen Rekombination.

Die DNA-Enden am Doppelstrangbruch werden durch den MRN-Komplex prozessiert. Der freiliegende
DNA-Einzelstrang wird durch die Proteine RPA (braunes Viereck), Rad51 (lila Stern), Rad52 (grauer
Stern) und Rad54 (griiner Stern) bedeckt so dass sich ein Nukleoproteinfilament bildet. Mit Hilfe von
Rad51 findet der ATP-getriebene Strangaustausch und die Anlagerung an eine homologe Sequenz
statt. AnschlieRend wird unter Zuhilfenahme des Schwesterchromatids (blauer Strang) ein neuer DNA-
Strang durch die Polymerasen p (fliederfarbenes Sechseck) und A (rosa Sechseck) synthetisiert. Die
entstandene holiday junction wird durch die Proteine XRCC3 und Rad51C aufgeldst.

1.3.2. Nicht-homologe Endverkniipfung

Die meisten Doppelstrangbriche werden bei héheren Eukaryoten Uber die Nicht-homologe
Endverknupfung (NHEJ von Non-homologous end joining) repariert. Da hier die beiden DNA-
Enden nur ligiert werden, kann sie in jeder Phase des Zellzyklusses erfolgen.
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Urspringlich nahm man an, dass es sich bei der NHEJ um eine simple Ligation von zwei
DNA-Enden handelt. Wegen des gehauften Auftretens von Deletionen und Insertionen nahm
man weiterhin an, dass es sich bei der NHEJ per se um einen sehr fehlerhaften
Reparaturmechanismus handelt. (Moore and Haber, 1996; Wilson et al., 1997). Neuere
Untersuchungen in Hefe zeigten jedoch, dass beim Vorliegen eines Doppelstrangbruches bei
dem keine weitere Bearbeitung der DNA-Enden notwendig ist und bei dem nur das Zucker-
Phosphat-Gerist der DNA durchtrennt ist, die NHEJ den Schaden ohne Informationsverlust
beheben wirde (Wilson et al, 1997; Wilson andLi eber, 1999). Bei den m eisten
Doppelstrangbriichen sind die DNA-Enden jedoch nicht kompatibel und es bedarf einer
Prozessierung der Enden vor der Ligation. Diese Prozessierung fihrt zum Sequenzverlust
am Doppelstrangbruch und damit zu Mutationen.

Die NHEJ kann grob in vier Stufen eingeteilt werden. Der erste Schritt ist das Erkennen des
Doppelstrangbruchs und die Einleitung der NHEJ. Hierbei spielt das Ku70/Ku80 Heterodimer
eine wichtige Rolle. Es bindet an die DNA am Doppelstrangbruch, schitzt die DNA-Enden
vor ungewolltem Abbau und dient als Plattform fir die Rekrutierung weiterer
Reparaturfaktoren, inklusive der regulatorischen Untereinheit der DNA-abhangigen
Proteinkinase (DNA-PK). Nach dem Ku70/Ku80 Heterodimer kommt die katalytische
Untereinheit der DNA-PK zum DNA-Schaden. In Anwesenheit von DNA-gebundenem
Ku70/Ku80 Protein, bindet die DNA-PKcs 100 Mal starker, als ohne Ku70/Ku80 (West et al.,
1998). DNA-PK phosphoryliert daraufhin ihre Zielproteine H2AX, XRCC4, Ku70 und Ku80
(Ma et al., 2004; Soubeyrand et al., 2003; Yavuzer et al., 1998) und sorgt fur ein rdumliches
Zusammenhalten der DNA-Enden (Spagnolo et al., 2006).

Beim zweiten Schritt der NHEJ werden weitere Reparaturfaktoren an den DNA Schaden
rekrutiert, wie zum Beispiel die DNA-Ligase IV, das XRCC4 (X-ray repair complementing
group 4 pr otein) Protein, die Proteine XLF (XRCC4-like factor) und Artemis sowie die
Polymerasen p und A und eine terminale deoxynukleotidyl Transferase (TdT) (Daley et al.,
2005; Ma et al., 2002). Allerdings kommt die TdT nur in lymphoiden Zellen vor (Bogue et al.,
1997; Mahajan et al., 1999; Mickelsen et al., 1999).

In einem dritten Schritt, werden ligierbare DNA-Enden hergestellt. Dabei werden zu lange
DNA-Einzelstrange durch den MRN-Komplex (Lee and Paull, 2004) oder durch Artemis
verkirzt bzw. zu kurze Einzelstrange mit den passenden Nukleotiden durch die Polymerasen
b und A verlangert (Daley et al., 2005; Nick McElhinny et al., 2005). Uber die TdT kénnen
ferner weitere Nukleotide an die DNA-Enden angeknupft werden (Mahajan et al., 1999;
Mickelsen et al., 1999).

Anschlieend werden in einem vierten und letzten Schritt die DNA-Enden durch den Ligase
IVIXRCC4/XLF-Komplex ligiert. Dabei ist die Ligase IV fur die eigentliche Ligation

verantwortlich. Sie assoziiert Uber ihren C-Terminus mit dem XRCC4 Protein und w ird
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dadurch stabilisiert. Dadurch wird gewabhrleistet, dass in der Zelle immer eine ausreichende
Menge an Ligase IV zur Verfigung steht (Bryans et al., 1999; Grawunder et al., 1997,
Grawunder et al., 1998). XRCC4 ist wie Ligase IV ein nukleares Protein. Nach Bestrahlung
ist es vermehrt phosphoryliert (Matsumoto et al., 2000). Daneben wird das XRCC4 Protein
auch ubiquitiniert und sumoyliert (Foster et al., 2006; Yurchenko et al., 2006). Die Bedeutung
dieser posttranslationellen Modifikationen von XRCC4 wurde bisher jedoch noch nicht weiter
untersucht.

Vor etwa finf Jahren wurde XLF als weiterer essentieller Faktor der NHEJ identifiziert
(Ahnesorg et al., 2006; Buck et al., 2006). XLF interagiert mit dem XRCC4/LigaselV-Komplex
und reguliert so die Aktivitat der Ligase IV (Andres et al., 2007; Hentges et al., 2006). XLF
wird innerhalb von wenigen Sekunden an den D oppelstrangbruch rekrutiert (Yano et al.,
2008). Wie XRCC4, wird auch XLF phosphoryliert. Die genaue Funktion dieser
Phosphorylierung ist jedoch noch unbekannt (Yu et al., 2008).
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der Nicht-homologen Endverkniipfung.

Nach einem Doppelstrangbruch wird der Schaden durch das K70/Ku80 Heterodimer erkannt.
AnschlieRend werden weitere Faktoren wie DNA-PKcs, XRCC4, LigaselV, XLF, Artemis, und die
Polymerasen p und A an den DNA Schaden rekrutiert. Die DNA-Enden werden durch Artemis und den
MRN-Komplex prozessiert. Liicken im DNA-Strang werden durch die beiden Polymerasen y und A
geschlossen. AnschlieRend werden die Enden durch den LigaselV/XRCC4/XLF-Komplex ligiert.
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Sollte einer der Hauptfaktoren der NHEJ (Ku70, Ku80, DNA-PK, DNA-Ligase IV, XRCC4,
XLF oder Artemis) ausfallen, so ist die Zelle nicht mehr in der Lage DNA-
Doppelstrangbriiche mittels NHEJ zu reparieren, was eine erhdhte Empfindlichkeit der Zelle
gegenuber ionisierender Strahlung zur Folge hat. Da die Proteine Ligase IV, XRCC4, XLF
und Artemis zusatzlich bei der V(D)J-Rekombination involviert sind, ergibt sich bei deren
Ausfall oder Mutation automatisch auch eine Einschrankung der Funktion des
Immunsystems (Chang et al., 1993; Rooney et al., 2002; Weterings and van Gent, 2004).

Nachdem der DNA Schaden repariert ist, missen die Reparaturfaktoren wieder von der DNA

entfernt werden. Wie diese Dissoziation des Reparaturkomplexes ablauft, ist noch unklar.

1.4. Ku80

Das Ku80-Protein und seine Funktion bei der Nicht-homologen Endverknipfung ist seit
langem bekannt. Zusammen mit Ku70 bildet es ein Heterodimer, welches das Hauptziel von
Autoimmunantikdrpern aus Patienten mit Sklerodermie-Polymyositis ist (Mimori et al., 1981).
Das Heterodimer Ku80/Ku70 ist an einer Vielzahl zellularer Prozesse wie der V(D)J-
Rekombination, der DNA-Reparatur oder dem Erhalt der Telomer-Struktur beteiligt (Tuteja
and Tuteja, 2000). Ku80 fungiert dabei als DNA- und ATP-abhangige Helikase (Tuteja et al.,
1994).

Das Ku80 Protein besteht aus 732 Aminosauren, die auf vier Domanen aufgeteilt sind
(Abbildung 4). Die erste und die vierte Domane interagieren mit der DNA-Ligase IV und
XRCC4 (Nick McElhinny et al., 2000; Wu and Lieber, 1996). Die zweite Doméane assoziiert
mit der DNA, wobei die Aminosauren 396 bis 404 fiur die Interaktion mit der kleinen Furche
der DNA zustandig sind. Der C-Terminus besteht aus der dritten und vierten Doméane des
Ku80 Proteins und dient der Dimerisierung mit Ku70. Daneben assoziiert dieser Bereich
auch mit der katalytischen Untereinheit der DNA-abhangigen Protein Kinase (DNA-PKcs)
(Koike et al.,, 1999; Myung et al., 1997). Ku80 wird ferner, in Verbindung mit PARP1, zum
Erhalt der genomischen Stabilitdt und zur Tumorsuppression benétigt (Tong et al., 2002).

Im aktiven Zustand bildet das Ku70/Ku80 Heterodimer einen hohlen Zylinder, durch dessen
Mitte die DNA nach einem Doppelstrangbruch hindurchgefiihrt werden kann (Walker et al.,
2001). Dadurch werden die beiden losen DNA-Enden vor dem Abbau geschitzt. Da sich
jeweils an beiden Seiten des Doppelstrangbruchs ein Ku70/Ku80 Heterodimer anlagert und
diese beiden Heterodimere mit einem Molekil DNA-PKcs interagieren, wird aulRerdem eine
Uberbriickung des Doppelstrangbruchs erreicht und beide DNA-Enden in raumlicher Nahe

zu einander gehalten (Walker et al., 2001).
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Ku80 bildet zusammen mit Ku70 die regulatorische Untereinheit der DNA-abhangigen
Protein Kinase (DNA-PK). Alle drei Komponenten zusammen bilden das DNA-PK
Holoenzyme (Cary et al., 1997).

Die Bedeutung von Ku80 fir die Doppelstrangbruch-Reparatur, zeigte sich in Mausen, bei
denen das Ku80-Protein genetisch entfernt worden war. Diese Mause zeigten neben einem
reduzierten Wachstum auch Chromosomen-Anomalien (Gu et al., 1997). Auch fur
menschliche Zellen wurden Chromosomen-Anomalien beschrieben, wenn Ku80 genetisch
ausgeschaltet wurde (Li et al., 2002). Ferner werden die Proteine Ku70 und Ku80 fir die
Entwicklung der T-Zellen des Immunsystems benétigt (Gu et al., 1997; Kurimasa et al., 1999;
Nussenzweig et al., 1996; Ouyang et al., 1997). Auch Mause mit einer Deletion im DNA-PK_s
Gen sind hypersensitiv gegentber ionisierender Strahlung und w eisen Chromosomen-
Anomalien sowie Immundefekte durch Fehler in der V(D)J-Rekombination auf. Allerdings
zeigen sich nach genetischer Entfernung der DNA-PKcs in Mausen keine
Wachstumsprobleme.

Eine erhdhte Menge an K u80, kann jedoch auch negative Auswirkungen haben. Bei
verschiedenen Krebstherapien werden ionisierende Strahlung oder andere DNA-
schadigenden Substanzen verwendet um  Tumorzellen abzutdéten. Die DNA-
Reparaturleistung der Zelle kann die Wirkung dieser Behandlungen erheblich reduzieren. So
wurde gezeigt, dass eine erhdhte Expression von Ku80 bei Menschen mit chronischer
lymphatischer Leukamie oder einem multiplen Myelom, sowie in Mausen mit Leukamie, zur
Resistenz der Krebszellen gegenuber Bestrahlung oder Behandlung mit cis-
Dichlorodiamminplatin(ll) fahrt (Frit et al., 1999; Muller et al., 1998; Tai et al., 2000).
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Abbildung 4: Schematische Darstellung des Ku80-Proteins.

Die erste (griin) und vierte (lila) Domane assoziieren mit Ligase IV und XRCC4. Die Assoziation mit
DNA-PKcs und Ku70 findet Gber den gesamten C-Terminus des Ku80-Proteins statt. Uber die zweite
Domane (rot) bindet Ku80 an die DNA. Die Domanenaufteilung entspricht der Pfam Datenbank V23
(Finn et al., 2010).
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1.5. BRCA1

Mutationen im BRCA1-Gen (breast cancer type 1 susceptibility Gen) gehen mit einer
héheren Wahrscheinlichkeit einher, an Brust- oder Eierstockkrebs zu erkranken (Easton et
al., 1993). Mutationen des BRCA1 Gens sind fur mehr als 80% des ererbten Brust- oder
Eierstockkrebs verantwortlich (Barker et al., 1996; Durocher et al., 1996; Friedman et al.,
1994; Meyer et al., 2003; Valarmathi et al., 2004).

Da BRCA1 mit Rad51 ko-lokalisiert, wurde schon frih vermutet, dass BRCA1 an der DNA-
Reparatur beteiligt sein kénnte (Scully et al.,, 1997; Scully et al., 1996). Diese Vermutung
bestatigte sich nach der genetischen Entfernung der beiden BRCA1 Allele in der Maus.
Mause ohne BRCA1-Gen verstarben innerhalb von 13,5 Tagen im Embryonalstadium und
Zellen aus diesen Embryonen zeigten eine Uberempfindlichkeit gegeniiber ionisierender-
Strahlung. Daneben fuhrte der Verlust der BRCA1 Funktion nach Exposition gegenlber
ionisierender Strahlung zu einer veranderten Chromosomenanzahl und -struktur (Shen et al.,
1998; Zhou and Elledge, 2000). WeiterfUhrende Untersuchungen ergaben, dass das BRCA1
Protein an der Homologen Rekombination, an der Nicht-homologen Endverknipfung, an der
transkriptions-gekoppelten Reparatur und an der durch Mikrohomologie-vermittelten
Endverknlpfung beteiligt ist (Abbott et al., 1999; Baldeyron et al., 2002; Moynahan et al.,
1999; Wang et al., 2001; Zhong et al., 2002a; Zhong et al., 2002b). Daneben ist BRCA1 an
der Regulation der Transkription (Chapman and Verma, 1996; Monteiro et al., 1996; Wang et
al., 1998), an der Polyadenylierung von mRNA (Kleiman and M anley, 1999) und ander
Elongation von mRNA beteiligt (Krum et al., 2003).

Funktionell ist BRCA1 eine Ubiquitin Ligase. Das BRCA1 Protein besitzt eine N-terminale
RING-Domane (Abbildung 4) und zeigt in vitro Ubiquitinierungsaktivitat (Lorick et al., 1999),
die durch Interaktion mit dem BARD1 Protein verstarkt wird (Baer and Ludwig, 2002). Dabei
scheint BARD1 das BRCA1-Protein vor allem vor dem Abbau im 26S Proteasom zu
schitzen (Choudhury et al., 2004). Als Substrate fur das BRCA1/BARD1 Heterodimer
wurden H2A und H2AX, p53, das FANCD2-Protein, y-Tubulin, Nukleophosmin und BRCA1
selbst beschrieben (Chen et al., 2002; Dong et al., 2003; Mallery et al., 2002; Sato et al.,
2004; Starita et al., 2004; Vandenberg et al., 2003). Neben der RING-Doméne besitzt
BRCA1 auch zwei C-terminale BRCT-Domanen, die fir die Interaktion mit anderen Proteinen
wie zum Beispiel mit CtIP oder BACH verantwortlich sind (Bork et al., 1997; Callebaut and
Mornon, 1997; Koonin et al., 1996).

BRCA1 kommt in drei groReren Komplexen vor. Zusammen mit Abraxas, Rap80 und Brcc36
formt es den BRCA1-A-Komplex (Wang et al., 2007), mit Bach1 und dem topoisomerase II-
binding protein 1 (TOPBP1) den BRCA1-B- und mit CtIP und dem MRN-Komplex, den
BRCA1-C-Komplex. Komplex A spielt bei der DNA-Reparatur eine Rolle, wohingegen die
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Komplexe B und C an der Zellzykluskontrolle beteiligt sind (Cantor et al., 2001; Wang et al.,
2007; Yu and Chen, 2004).

Nach einem Doppelstrangbruch werden die Histonproteine H2A und H2AX durch RNF8 und
RNF168 ubiquitiniert (Mailand et al., 2007), was zur Rekrutierung von BRCA1 an den
Doppelstrangbruch fuhrt (Paull et al., 2000; Rogakou et al., 2000). Eine Beteiligung von
BRCA1 an der NHEJ wird gegenwartig kontrovers diskutiert. Bau und Mitarbeiter fanden bei
in vitro und in vivo Experimenten, dass bei Abwesenheit oder reduzierter Proteinmenge von
BRCA1 eine verminderte NHEJ Aktivitat vorliegt und die Effektivitat der Ligation von DNA-
Enden verringert ist (Baldeyron et al., 2002; Bau et al., 2004; Coupier et al., 2004). Hingegen
beobachteten Wang und Mitarbeiter keinen Einfluss von BRCA1 auf die Effektivitat der NHEJ
(Moynahan et al., 1999; Snouwaert et al., 1999; Wang et al., 2001). Die genaue Funktion von
BRCA1 bei der NHEJ ist noch ungeklart. Mdglicherweise interagiert es mit dem MRN-
Komplex und unterdriickt dort die Nukleaseaktivitdt von Mre11. Daneben scheint BRCA1 die
ATM-abhangige Phosphorylierung von Nbs1 zu regulieren. (Foray et al., 2003; Fu et al.,
2003; Paull et al., 2001; Wang et al., 2000; Wu et al., 2000; Zhong et al., 1999). Die genauen

Mechanismen sind jedoch noch unklar.

RING 452 1092
Domine DNA-Bindedomane BRCT“
Domane
341-748 758-1064
MRN-Komplex Rad51

Abbildung 5: Schematische Darstellung des BRCA1-Proteins.

Im N-terminalen Bereich befindet sich eine RING-Domane (Aminosaure 24-65). In der Mitte des
BRCA1 Proteins liegen die Bindestellen fir den MR N-Komplex (Aminosaure 341-748), Rad51
(Aminosaure 758-1064) und fir DNA (Aminosdure 452-1092). Am C-Terminus (Aminosaure 1642-
1736 und Aminosdure 1756-1855) liegen die beiden BRCT-Domaéanen.

Bei der Homologen Rekombination ist BRCA1 an der MRN-abhangigen Prozessierung der
DNA Enden beteiligt (Greenberg et al., 2006). Erst kirzlich wurde entdeckt, dass BRCA1 an
DNA-Schaden mit PALB2 und B RCA2 interagiert (Sy et al., 2009; Zhang et al., 2009a;
Zhang et al., 2009b). PALP2 und B RCA2 assoziieren daruber hinaus mit Rad51 und
unterstutzen die Rad51-abhangige Bildung von DNA-Einzelstrangen (Xia et al., 2006). Der
Verlust von BRCA1 verringert die Stabilitdt von PALB2 und BRCA2 und verhindert die
Lokalisierung von Rad51 an D NA-Schaden, was wiederum die Homologe Rekombination
verhindert (Zhang et al., 2009a; Zhang et al., 2009b).

11
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1.6. RNF8

RNF8 (RING finger protein 8) ist eine E3-Ubiquitin-Ligase, die ebenfalls bei der
Doppelstrangbruch-Reparatur eine Rolle spielt. Das erste Mal wurde sie 1998 von Seki et al.
als ein neues Protein mit RING-Finger-Domane beschrieben (Seki et al., 1998). RNF8
besteht aus einer N-terminalen FHA- (forkhead-associated) Domane und einer RING-Finger-
Domane am C-Terminus (Kolas et al., 2007; Mailand et al., 2007). Zusammen mit dem E2-
Enzym Ubc13 ubiquitiniert RNF8 die Histone H2A und H2AX an einem DSB (Huen et al.,
2007; Mailand et al., 2007; Wu et al., 2009). RNF8 lagert sich an den DSB an, indem es eine
Phosphorylierungs-abhangige Interaktion zwischen der N-terminalen FHA-Domane und des
durch ATM phosphoryliertem TQXF Motivs von MDC (mediator of DNA damage checkpoint)
eingeht (Huen et al., 2007; Kolas et al., 2007; Mailand et al., 2007). Ohne Phosphorylierung
von MDC1 ist keine Akkumulierung von RNF8 an Doppelstrangbriichen mdglich (Mailand et
al.,, 2007). Ebenso kann eine Anlagerung von RNF8 an den D oppelstrangbruch und
Ubiquitinierung von H2A und H2AX nur stattfinden, wenn die FHA-Domane von RNF8 nicht
mutiert ist (Mailand et al., 2007). Da Ubc13 ein E2-Enzym ist, welches die Verknlpfung der
Ubiquitinketten Uber Lysin 63 fordert, ist auszuschliel3en, dass die Ubiquitinierung von H2A
und H2AX als Abbausignal dient (Hofmann and Pickart, 1999). Viel wahrscheinlicher ist,
dass die Ubiquitinierung der Histone H2A und H2AX durch RNF8/Ubc13, als Plattform fir die
Anlagerung weiterer Proteine anei nem DSB dient. Diese Annahme wird durch die
Beobachtung unterstitzt, dass sowohl Ubc13, als auch RNF8 bendtigt werden, um eine
Anlagerung von BRCA1 und 53BP1 an den DSB zu ermdglichen (Huen et al., 2007; Huen et
al., 2008; Kolas et al., 2007; Mailand et al., 2007; Wang and Elledge, 2007). Neben RNF8
und Ubc13 wird fur die Anlagerung von BRCA1 und 53BP1 an den D oppelstrangbruch noch
eine weitere E3-Ubiquitin-Ligase, RNF168, bendtigt. RNF168 bindet Uber sein MIU (motif
interacting with ubiquitin)-Motiv an ubiquitinierte Histonproteine (Doil et al., 2009; Penengo et
al., 2006; Stewart et al., 2009). Wie RNF8 ist auch RNF168 in der Lage, zusammen mit
Ubc13 die Histonproteine H2A und H2AX mit tber Lysin 63-verknlpften Polyubiquitinketten
zu ubiquitinieren. Die Gegenwart von RNF168 verstarkt die von RNF8 begonnene
Ubiquitinierung (Doil et al., 2009; Stewart et al., 2009). Dadurch wird ein Schwellenwert
Uberschritten, der die Anlagerung weiterer Faktoren wie BRCA1 und 53BP1 ermdglicht (Doil
et al., 2009; Stewart et al., 2009). Ob allerdings RNF8 und RNF168 die gleichen Substrate
besitzen und das Signal durch RNF168 nur verstarkt wird oder ob beide Proteine gleichzeitig
arbeiten und jedes Enzym fir sich noch ein separates Substrat ubiquitiniert, ist noch unklar.
Die Bedeutung des RNF168 Proteins fir die DNA-Reparatur zeigt sich in der der Tatsache,
dass eine Mutation der beiden RNF168 Allele, zum RIDDLE-(radiosensitivity,

immunodeficiency, dysmorphic features and learning difficulties) Syndrom fuhrt (Stewart et
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al.,, 2009). Demgegenuber zeigen Zellen mit verringerter Menge an R NF8/RNF168 nur
leichte Defekte bei der Zellzykluskontrolle nach einem DNA-Schaden (Noon et al., 2010).
Auch Zellen, bei denen RNF-8 genetisch entfernt wurde, zeigen eine erhéhte Empfindlichkeit
gegenuber ionisierender Strahlung (Noon et al., 2010). Daneben sind mannliche Mause
ohne RNF8 unfruchtbar. Bei ihnen kann es zu keiner korrekt ablaufenden Meiose kommen,
da bei ihnen die DNA mangels Ubiquitinierung nicht von den Nukleosomen getrennt werden
kann. (Li et al., 2010; Lu et al., 2010; Ramachandran et al., 2010; Santos et al., 2010). Die
Ursache fur die erhdhte Strahlensensitivitat nach genetischer Entfernung von RNF8 ist noch
weitgehend ungeklart. Mailand et al. vermuten, dass RNF8 defiziente Zellen nicht in der
Lage sind BRCA1 und 53BP1 an den DNA-Schaden zu rekrutieren bzw. sie dort zu halten
(Mailand et al., 2007). Tatsachlich zeigen Mause ohne RNF8, Defekte in der class switch
recombination (CSR) und es bilden sich Anhdufungen von DNA-Briichen in der Region der
DNA, wo die schwere Kette der Immunglobuline kodiert ist (Li et al., 2010; Ramachandran et
al., 2010; Santos et al., 2010). Ein ahnliche Anhaufung von DNA-Brichen ist auch in der
Mausezelllinie CH12F3-2 nach Reduktion der RNF168 Proteinmenge durch siRNA zu
beobachten (Ramachandran et al., 2010). Erstaunlicherweise ist der CSR Phanotyp in
RNF8-negativen Mausen leichter als in Mause ohne 53BP1 (Manis et al., 2004; Ward et al.,
2004).

1.7. Posttranslationelle Modifikationen

Durch posttranslationelle Modifikationen ist die Zelle in der Lage, die Funktion und Aktivitat
eines Proteins innerhalb kirzester Zeit zu andern. Posttranslationelle Modifikationen haben
deshalb eine herausragende Bedeutung bei der Reaktion der Zelle auf auliere Einflisse.
Entsprechend spielen sie auch eine wichtige Rolle bei der DNA-Reparatur. Die Regulation
der Aktivitdt von Reparaturfaktoren durch posttranslationelle Modifikationen ist jedoch nicht
nur durch die Geschwindigkeit, mit der die Proteine auf veranderte Bedingungen reagieren
kénnen, interessant. Nach dem Auftreten von DNA-Schaden hat die posttranslationelle
Regulation der Enzymaktivitat aulRerdem den Vorteil, dass die Mdglichkeit umgangen wird
dass das Gen fur das bendétigte Protein im Bereich des DNA Schadens liegt und bei einer
Regulation der Proteinmenge Uber eine Neusynthese ein defektes Protein entstehen kdnnte.
Posttranslationellen Modifikationen kénnen in Form von Phosphorylierungen, Azetylierungen,
Methylierungen oder durch kovalente Verknupfung mit weiteren Proteinen wie Ubiquitin,
SUMO oder NEDD8 vorgenommen werden (Oberle and Blattner, 2010). In der vorliegenden
Arbeit wurde jedoch nur die Moglichkeit der Regulation von Ku80 durch Ubiquitinierung

untersucht.
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1.7.1. Ubiquitinierung

Urspringlich wurde der Vorgang der Proteinubiquitinierung in den siebziger Jahren entdeckt,
als man bei der Untersuchung von zellfreien Lysaten aus Kaninchen Retikulozyten
feststellte, dass bestimmte ubiquitinierte Proteine unter ATP-Verbrauch abgebaut werden.
Dies flhrte zu dem Schluss, dass die Ubiquitinierung ein Signal zum Abbau des Zielproteins
durch das 26S Proteasom darstellen muss (Hershko and Ciechanover, 1992; Hochstrasser,
1996). Mittlerweile hat sich aber gezeigt, dass die Ubiquitinierung bei der Regulation einer
Vielzahl zelluldrer Prozesse wie Transkription, DNA-Reparatur, Apoptose und Zellzyklus eine
wichtige Rolle spielt (Haglund and Dikic, 2005; Mukhopadhyay and Riezman, 2007).

Bei einer Ubiquitinierung wird das aus 76 Aminosauren bestehende Protein Ubiquitin
kovalent mit einem Zielprotein verknlpft. Dabei wird das Ubiquitin zuerst am C-terminalen
Glyzin unter ATP-Verbrauch aktiviert und anschliel3end auf das Ubiquitin-aktivierende Enzym
(E1) Ubertragen. AnschlieRend wird das Ubiquitin-Molekul auf ein Cystein im C-terminalen
Bereich des Ubiquitin-konjugierenden Enzyms (E2) und z um Schluss auf eine epsilon-
Aminogruppe des Zielproteins durch eine Ubiquitin-Ligase (E3) Ubertragen (Hershko and
Ciechanover, 1998). Die Substratspezifitat wird dabei durch eine der mehr als 500
verschiedenen E3-Ligasen und der en Interaktion mit einer der ca. 40 verschiedenen E2
Enzymen erreicht (Ramaekers and Wouters, 2011).

E3-Ligasen lassen sich in 3 Klassen eingliedern. Man unterscheidet zwischen E3-Ligasen
mit einer HECT-Domane oder einer RING-finger-Domane und Ligasen mit einem U-box-
Motiv (Passmore and Barford, 2004). Dabei unterscheiden sich die E3-Ligasen in der Art der
Ubertragung des Ubiquitin-Molekiils auf das Substrat. Bei RING- und U-Box-Ligasen muss
ein Komplex aus E3, E2 und dem Substrat gebildet werden, damit das Ubiquitin auf das
Substrat Ubertragen werden kann. Warum diese Ligasen die Interaktion mit dem E2 Enzym
zur Ubertragung des Ubiquitins benétigen ist noch unklar. Da die RING-Doméane bei den
RING-Ligasen vom aktiven Zentrum zu weit entfernt ist, wird eine Beteiligung an der Bildung
der Isopeptid-Bindung angezweifelt (Passmore and Barford, 2004). Eine Mdglichkeit ware
deshalb, dass die E3-Ligase nur den Kontakt zwischen dem E2-Enzym und dem Substrat
herstellt. Eine andere Moglichkeit ware, dass sich durch die Interaktion des E2-Enzyms mit
der E3-Ligase eine Konformationsanderung ergibt, die zu einer Lageanderung der aktiven
Seite fiihrt. Jedoch konnte bisher noch keine Anderung der dreidimensionalen Struktur der
E3 Ligase durch ein E2-Enzym beobachtet werden (Huang et al., 2009; Kentsis et al., 2002;
Mace et al., 2008; Poyurovsky et al., 2007; Xu et al., 2008; Zhang et al., 2005; Zheng et al.,
2000).
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Bei den HECT-Ligasen wird das Ubiquitin-Molekl Gber eine Thioesterbindung kovalent an
ein Cysteinrest im aktiven Zentrum gebunden. Das Ubiquitin kann dadurch ohne das Beisein

des E2-Enzyms direkt auf ein Lysin des Zielproteins Gbertragen werden.

Die groRe Anzahl an z ellularen Prozessen, die durch Ubiquitinierung reguliert werden,
kommt daher, dass Ubiquitin selbst sieben Lysine besitzt und dahe r auch ubiquitiniert
werden kann. So kénnen Ketten mit unterschiedlicher Verkettung der Ubiquitin Proteine
entstehen, die in der Zelle unterschiedliche Funktionen haben. Dabei ist es mdglich, dass nur
ein Ubiquitin Protein (Monoubiquitinierung) oder aber mehrere Ubiquitinmonomere in Form
einer Ubiquitinkette kovalent an ein Lysin des Zielproteins (Polyubiquitinierung) gebunden
werden. Daneben kdénnen auch mehrere Ubiquitinmonomere an verschiedene Lysine des
Zielproteins (multi-Monoubiquitinierung) angeknupft werden (lkeda and Dikic, 2008; Kim et
al., 2007). Weiterhin kann eine Verknlpfung innerhalb der Kette Gber den jeweils gleichen
Lysinrest (zum Beispiel nur Uber Lysin 48) geschehen, was zu einer homogenen Kette fuhrt,
oder die Verknipfungen kénnen uber verschiedene Lysine des Ubiquitinproteins erfolgen
(Kim et al., 2007; Komander, 2009). Sowohl die Anzahl, als auch die Art der Verknlpfung der
Ubiquitinmonomere beeinflussen die Funktion des Substrats. Die Monoubiquitinierung eines
Substrats kommt zum Beispiel bei der DNA-Reparatur und bei der Endozytose vor (Haglund
et al., 2003; Hoege et al., 2002; Nicassio et al., 2007). Am weitesten verbreitet sind
Polyubiquitinketten, welche Uber Lysin 48 oder tber Lysin 63 der Ubiquitin Proteine verknipft
sind. Eine Ubiquitinkette, welche Uber Lysin 48 verknlpft ist, markiert das Zielprotein
normalerweise flr den A bbau durch das 26S Proteasom (Pickart and Fushman, 2004;
Thrower et al., 2000). Verknlpfungen Uber Lysin 63 oder Lysin 6 kommen hingegen vor
allem an Protein vor, die an der DNA-Reparatur beteiligt sind (Huang and D'Andrea, 2006;
Kolas et al., 2007; Nishikawa et al., 2004). Ubiquitinketten welche Uber Lysin 11 verknipft
werden, werden durch die E3-Ligase APC/C (anaphase-promoting complex) an das Substrat
geknipft und s orgen so flr dessen proteasomalen Abbau (Jin et al., 2008), wahrend
Ubiquitinketten, die Uber Lysin 29 des Ubiquitin Proteins verknlpft sind, das Zielprotein fir
den Abbau in Lysosomen oder Proteasomen markieren (Chastagner et al., 2006; Johnson et
al., 1995).

Welche Art von Polyubiquitinkette gebildet wird, ist wahrscheinlich von der Kombination der

E2-Enzyme mit den E3-Ligasen abhangig (David et al., 2010).
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Aktivierung Konjugation Ligation

)

Ubi\ + ATP AMP + PP, . -

Ubi
Ubi .
Ubi Ubi /\,
&x — @x-
Abbildung 6: Schematische Darstellung der Ubiquitinierungsreaktion.
Zuerst wird Ubiquitin (Ubi) durch das E1-Enzym (E1) am C-terminalen Glyzin unter ATP-Verbrauch
aktiviert. AnschlieBend wird das Ubiquitin auf das Cystein im C-Terminus des E2-Enzyms (E2)
Ubertragen. Im letzten Schritt wird durch die E3-Ligase (E3), das Ubiquitin kovalent an ein Substrat
gebunden. Hierbei unterscheidet man drei Arten von E3-Ligasen. RING- oder U-Box-Ligasen gehen
keine kovalente Verbindung mit Ubiquitin ein, sondern vermitteln die Ubertragung des Ubiquitin
Proteins vom E2-Enzym auf die epsilon-Aminogruppe eines Lysins des Substrats nur. HECT-Ligasen

sind hingegen katalytisch aktiv. Sie binden das Ubiquitin an einem Cystein-Rest im aktiven Zentrum
und Ubertragen es in einem weiteren Schritt kovalent an ihr Substrat.

1.8. Zielsetzung

Ku80 Ubernimmt eine wichtige Rolle bei der Nicht-homologen Endverknupfung. Da
posttranslationelle Modifikationen eine herausragende Rolle bei der Regulation von
Proteinen habenw ar das Ziel dieser Doktorarbeit herauszufinden, ob und w ie Ku80
posttranslationell modifiziert wird und inwiefern diese Modifikation seine Funktion beeinflusst.
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2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Chemikalien

Tabelle 1: Verwendete Chemikalien und Lésungen.

Chemikalien

Firma, Ort

Agar Otto Nordwald, Hamburg
Agarose Peqlab, Erlangen
Ampizillin Roth, Karlsruhe

Azeton Roth, Karlsruhe

30% Acryl- Bisacrylamid-Mischung

Roth, Karlsruhe

Ammoniumpersulfat (APS)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

B-Mercaptoethanol

Roth, Karlsruhe

Bradford-Reagenz

BioRad, Miinchen

Bromphenolblau

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Chlorophorm

Merck, Darmstadt

deoxy-Nukleotidtriphosphat (ANTP)

Peqglab, Erlangen

Diethylpyrocarbonat (DEPC)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Di-Natriumhydrogenphosphat

Roth, Karlsruhe

Dithiotreithol (DTT)

Roche, Mannheim

Dulbeccos modified eagle medium (DMEM)

Invitrogen, Karlsruhe

Ethanol (100% vergallt)

Roth, Karlsruhe

Ethanol (100% unvergallt)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Ethidiumbromid

Roth, Karlsruhe

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)

Roth, Karlsruhe

Formaldehyd 37%

Merck, Darmstadt

Glyzerin Roth, Karlsruhe
Glyzin Roth, Karlsruhe
Guanidinium-Hydrochlorid Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Harnstoff Roth, Karlsruhe
Hefeextrakt Roth, Karlsruhe
HEPES Roth, Karlsruhe
Hydromount National Diagnostics, USA
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Imidazol

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Isoamylalkohol

Roth, Karlsruhe

Isopropanol

Merck, Darmstadt

Kaliumchlorid

Roth, Karlsruhe

Kalziumchlorid

Roth, Karlsruhe

Lithiumchlorid

Roth, Karlsruhe

Luminol

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Magermilchpulver

Saliter, Oberglinzburg

Magnesiumchlorid

Roth, Karlsruhe

Manganclorid (MnCl,)

Roth, Karlsruhe

Methanol

Roth, Karlsruhe

MG132

Calbiochem, Darmstadt

MOPS (3-(N-Morpholino)-propansulfonsaure)

Roth, Karlsruhe

N,N,N‘,N‘-Tetramethylenethylendiamin (TEMED)

Roth, Karlsruhe

Natriumazetat

Roth, Karlsruhe

Natriumchlorid

Roth, Karlsruhe

Natriumdeoxycholat

Roth, Karlsruhe

Natrium-Dihydrogenphosphat

Roth, Karlsruhe

Natriumdodecylsulfat (SDS)

Roth, Karlsruhe

Natriumhydroxid

Roth, Karlsruhe

NP-40 (Nonident-P40, Igepal)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Paraformaldehyd (PFA)

Roth, Karlsruhe

Penizillin/Streptomyzin

Biochrom, Berlin

Pepton/Trypton

Roth, Karlsruhe

Phenol

Roth, Karlsruhe

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Phosphat-gepufferte Salzlésung (PBS)

Invitrogen, Karlsruhe

Pink-DNA®

Roth, Karlsruhe

Rinderserum-Albumin (BSA)

PAA, Cdlbe

Rubidiumchlorid (RbCl,)

Roth, Karlsruhe

Salzsaure (HCI)

Merck, Darmstadt

Triamzinolonazetonid

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Tris-Base Roth, Karlsruhe
Tris-HCI Roth, Karlsruhe
Triton-X-100 Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Tween® 20 Roth, Karlsruhe
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Wasserstoffperoxid

Merck, Darmstadt

Xylencyanol FF

Biorad, Minchen

2.1.2. Enzyme

Tabelle 2: Verwendete Enzyme.

Enzym

Firma, Ort

BamHl

Fermentas, St. Leon-Rot

DreamTaqg-Polymerase

Fermentas, St. Leon-Rot

FastDigest® BamHI Fermentas, St. Leon-Rot
FastDigest® Dpnl Fermentas, St. Leon-Rot
FastDigest® Notl Fermentas, St. Leon-Rot
GoTag®-Polymerase Promega, Mannheim

Not| Fermentas, St. Leon-Rot

Proteinase K

Roth, Karlsruhe

PrimeStar-Polymerase

Takara, Japan

Reverse Transkriptase

Fermentas, St. Leon-Rot

RNase A Sigma-Aldrich, Taufkirchen
T4-Ligase Fermentas, St. Leon-Rot
Trypsin Difco, USA

2.1.3. GroRenstandards

Tabelle 3: GroBenstandards.

Name Firma, Ort

PageRuler™ Prestained Protein Ladder

Fermentas, St. Leon-Rot

GeneRuler™ DNA Ladder Mix

Fermentas, St. Leon-Rot

2.1.4. Gerate und Verbrauchsmaterialien

Tabelle 4: Gerate und Verbrauchsmaterialien.

Bezeichnung

Firma, Ort

96- /24-Loch-Platten

Greiner Bio-One, Frickenhausen

Bakterienschuittler

Heraeus, Fellbach
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Deckglaschen (rund)

Roth, Karlsruhe

Drehrad Kisker, Steinfurt
ECL-Filme GE-Healthcare Europe, Freiburg
Einfrierbox Nalgene, USA

Einfrierrohrchen

Corning, Niederlande

Elektrophorese-Zubehor fir Proteingele

BioRad, Miinchen

Entwickler Kodak X-omat 2000

Kodak, Stuttgart

Eppendorf-Reaktionsgefalle (1,5ml und 2ml)

Eppendorf, Hamburg

Falcon-Réhrchen (15ml und 50ml)

Greiner Bio-One, Frickenhausen

Feinwaage

Mettler, GieRRen

Filterpapier

Whatman, Schweiz

Folienschweiligerat

Audion Electro, Kleve

Gefrierschrank -80°C

New Brunswick Scientific, USA

Gefrierschrank -20°C

Liebherr, Ochsenhausen

Glaspipetten (diverse Grolien)

Brand, Wertheim

Glaswaren (Flaschen, Becherglaser, Kolben)

Schott, Mainz

Hamilton-Spritze

Hamilton, Martinsried

Heizblock mit Schittler

Haep Labour Consult, Bovenden

Kanulen und Spritzen

Braun, Melsungen

Klebeband (verschiedene Sorten)

tesa, Hamburg

Kdhlraum 4°C

Foster, Schutterwald

Kuhlschrank 4°C

Liebherr, Ochsenhausen

Kuhlzentrifuge (Eppendorf 5415R)

Eppendorf, Hamburg

Kuhlzentrifuge (Eppendorf 5810R)

Eppendorf, Hamburg

Konfokalmikroskop LSM 510

Zeiss, Jena

Lichtmikroskop Leica DMIL

Leica, Wetzlar

Magnetrihrer

IKA Labortechnik, Stauffen

Messzylinder (diverse Grofken)

Brand, Wertheim

Nanodrop Spektrophotometer

Peqglab, Erlangen

Netzgerat fur Gelelektrophorese (EV243)

Peqlab, Erlangen

Ni*-NTA-Agarose-Beads

Qiagen, Hilden

Ni*-NTA-Agarose-Beads

amocol, Teltow

Objekttrager Superfrost Plus

Gerhard Menzel GmbH,

Braunschweig

pH-Meter

Knick, Berlin

Pipette (0,1-1pl)

Brand, Wertheim
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Pipetten Labmate (2-20ul, 20-200pI, 100-1000ul)

Abimed, Langenfeld

Pipettenspitzen (1pl)

Brand, Wertheim

Pipettenspitzen (200ul, 1000ul)

Corning, Niederlande

Pipettierhilfe inklusive Ladegerat

Brand, Wertheim

PVDF-Membran (0,45um)

Millipore, USA

Roéntgenfilmkassette

Rego, Augsburg

Roéntgenquelle (Gulmay Medical RS225)

XStrahl Ltd, UK

Schwenkplatte

Heidolph, Schwabach

Skalpell

Braun, Melsungen

Spektrometer (ELISA-Lesegerat)

Biotek Instruments, Bad
Friedrichshall

Spritzflasche (Plastik)

Roth, Karlsruhe

Sterilbank

Clean Air Technik, Niederlande

Sterilfilteraufsatz (0,22um) fur Spritze

Renner, Dannstadt

Sterilfilter (0,22um), Steritop

Millipore, USA

Tischzentrifuge

Heraeus, Fellbach

Tusche (schwarz)

Pelikan, Hannover

Ultraschallgerat (Sonifizierer) BIORUPTOR

diagenode

Vortex-Gerat

Julabo, Seelbach

Waage

Sartorius, Goéttingen

Zellkulturartikel (Flaschen und Petrischalen)

Greiner Bio-One, Frickenhausen

Zellkulturinkubator

Heraeus, Fellbach

Zentrifuge Beckmann Avanti J-20 (Corex)

Beckmann Coulter, Krefeld

Zentrifuge Beckmann J2-HS (Bakterien)

Beckmann Coulter, Krefeld

Zentrifuge fur Zellkultur

Heraeus, Fellbach

2.1.5. Primare Antikorper

Tabelle 5: Primare Antikorper.

Ziel (Verdiinnung)

Herkunftsorganismus | Firma, Ort

Anti-AuroraA (WB 1:1000)

Kaninchen, polyklonal Abcam, UK

Anti-BRCA1 (D9, WB 1:500)

Maus, monoklonal

Santa Cruz Biotechnology,

Heidelberg

Anti-BRCA1 (C20, IF 1:200)

Kaninchen, monoklonal | Santa Cruz Biotechnology,

Heidelberg

Anti-FLAG (WB 1:1000)

Maus, monoklonal

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
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Anti-Ku80 (WB 1:5000) Kaninchen, polyklonal Santa Cruz Biotechnology,
Heidelberg

Anti-PCNA (WB 1:5000) Maus, monoklonal Santa Cruz Biotechnology,
Heidelberg

Anti-phospho-Histon H2AX (IF | Maus, monoklonal Millipore, USA

1:500)

Anti-V5 (WB 1:3000) Maus, monoklonal AbDSerotec, Diisseldorf

2.1.6. Sekundare Antikorper (HRP-gekoppelt)

Tabelle 6: Sekundare Antikorper.

Ziel (Verdiinnung) Herkunftsorganismus | Firma, Ort
Anti-Kaninchen (1:1000) Ziege Dako, Danemark
Anti-Maus (1:1000) Ziege Dako, Danemark

2.1.7. Sekundare Antikorper (Fluorophor-gekoppelt) und Kernfarbstoffe

Tabelle 7: Sekundare Antikorper und Kernfarbstoffe.

Ziel Herkunftsorganismus | Fluorophor Firma, Ort
(Verdiinnung 1:1000)

Anti-Maus Ziege Alexa488 Invitrogen, Karlsruhe
Anti-Kaninchen Ziege Alexa546 Invitrogen, Karlsruhe
Dragd™ Biostatus Ltd, UK

2.1.8. Kits und Transfektions-Reagenzien

Tabelle 8: Kits und Transfektionsreagenzien.

Bezeichnung Firma, Ort
Lipofectamine™ 2000 Invitrogen, Karlsruhe
Qiagen® Plasmid Maxi Purification Kit Qiagen, Hilden
peqGOLD Gel Extraction Kit Peqlab
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2.1.9. Software und Programme

Tabelle 9: Software und Programme.

Name Verwendung

BioEdit 7.0.9 DNA-/Protein-Sequenz-Analyse

Endnote X4.0.2 Literaturverwaltung

Imaged 1.42 densitometrische Auswertung

Zeiss LSM Image Browser 4.2.0.121 Betrachtung und Auswertung der
Fluoreszenzbilder vom Konfokalmikroskop

2.1.10. Plasmide

Nachfolgende Plasmide wurden in der vorliegenden Arbeit verwendet. Die mit einem *

gekennzeichneten Konstrukte wurden von mir hergestellt und in den pcDNA3.1-Vektor

kloniert.

pcDNA3.1:

pEJ:

pRFP-GR-IScel:

V5-AuroraA:
Flag-BRCA1:
*V5-Ku80:
*V5-Ku80_KucC:
*V5-Ku80_Ku:
*V5-Ku80_KuN:
*V5-Ku80_KuN2:
*V5-Ku80_KuN1:

Eukaryotischer Expressionsvektor mit CMV Promotor (Invitrogen,
Karlsruhe).

Plasmid, zwei IScel-Schnittstellen zur Doppelstrangbruch-Induktion (zur
Verflgung gestellt von Prof. Jochen Dahm-Daphi, Marburg)

(Mansour et al., 2008).

Das Plasmid kodiert flir ein Fusionsprotein aus Red-Fluorescent-Protein,
dem Restriktionsenzym [Scel und der ligandenbindenden Domane des
Glukokortikoidrezeptors. Nach der Behandlung der Zellen mit dem
Glukokortikoid-Analogon Triamzinolonazetonid (TA) transloziert das
Fusionsprotein in den Zellkern. Somit entsteht nach Induktion mit TA in
dem pEJ-Plasmid ein Doppelstrangbruch (zur Verfigung gestellt von
Prof. Jochen Dahm-Daphi, Marburg) (Soutoglou et al., 2007).

(1-403)

(1-1863)
(1-732)

(1-588)
(1-460)
(1-244)
(1-168)
(1-109)
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*V5.-Ku80_KuN2_K7R:
*V5-Ku80_KuN2_K36R:
*V5.Ku80_KuN2_K51R:
*V5.Ku80_KuN2_K97R:

*V5-Ku80_KuN2_K129R:

*V5-Ku80_KuN2_K144R:

*V5.Ku80_KuN2_K156R:

*V5-Ku80_K129R:
*V5-Ku80_K144R:
FLAG-RNF8:
His-Ubi:
His-Ubi_KO:
His-Ubi_K6R:
His-Ubi_K6only:
His-Ubi_K11R:
His-Ubi_K11only:
His-Ubi_K27R:
His-Ubi_K27only:
His-Ubi_K29R:
His-Ubi_K290only:
His-Ubi_K33R:
His-Ubi_K33only:
His-Ubi_K48R:
His-Ubi_K48only:
His-Ubi_K63R:
His-Ubi_K63only:

2.1.11. Oligonukleotide

Die Oligonukleotide wurden entweder von der Firma Metabion, Martinsried (Primer) oder von

(1-168), K7R

(1-168), K7R, K35R, K36R

(1-168), K7R, K35R, K36R, K51R
(1-168), K7R, K35R, K36R, K51R, K97R
(1-168),
K129R

(1-168), K7R, K35R, K36R, K51R, K97R, K125R, K126R,

K129R, K144R

(1-168), K7R, K35R, K36R, K51R, K97R, K125R, K126R,

K129R, K144R, K155R, K156R
(1-732), K125R, K126R, K129R
(1-732), K144R

(1-485)

(1-76)

(1-76), K6R, K11R, K27R, K29R, K33R, K48R, K63R

(1-76), K6R

(1-76), K11R, K27R, K29R, K33R, K48, K63
(1-76), K11R

(1-76), K6R, K27R, K29R, K33R, K48, K63
(1-76), K27R

(1-76), K6R, K11R, K29R, K33R, K48, K63
(1-76), K29R

(1-76), K6R, K11R, K27R, K33R, K48, K63
(1-76), K33R

(1-76), K6R, K11R, K27R, K29R, K48, K63
(1-76), K48R

(1-76), K6R, K11R, K27R, K29R, K33R, K63
(1-76), K63R

(1-76), K6R, K11R, K27R, K29R, K33R, K48

der Firma MWG Eurofins, Ebersberg (siRNA) lyophilisiert geliefert.
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2.1.11.1. Primer

Tabelle 10: Primer zur Herstellung von Plasmiden und Punktmutanten.

Primer Sequenz [5°-3¢]

Ku80_for cgtggatccgccaccatgggtaagcctatcecctaaccctctectcggtctcgattctacg
gtgcggtcggggaataaggcagct

Ku80_rev tgcggcecgcctatatcatgtccaataaatcgtccacate

Ku80_ KuC rev tgcggcecgcectatccaacagaggtgacactgcecttcagcecag

Ku80_ Ku_rev tgcggccgcctatgtcttctcatctttctttgccaagctcat

Ku80 KuN_rev

tgcggccgcectagccaatggtcagtcggcagggcecagtgaat

Ku80_KuN2_rev

tgcggccgcectatgagaaaggcaagaagaattgcaggga

Ku80_KuN1_rev

tgcggccgcectaatccaggaagtcagcectgttgagaacc

Ku80_ KuN2_K7R _for

gtgcggtcggggaatagggcagctgttgtgcetg

Ku80_ KuN2_K7R_rev

cagcacaacagctgccctattccccgaccgceac

Ku80_ KuN2_K36R_for

gaatccccatttgaacaagcaaggagggtgataaccatgtttgtacagcg

Ku80_KuN2_K36R_rev

cgctgtacaaacatggttatcaccctccttgcttgttcaaatggggattc

Ku80_ KuN2_K51R_for

cgacaggtgtttgctgagaacagggatgagattgctttagtcc

Ku80_KuN2_K51R_rev

ggactaaagcaatctcatccctgttctcagcaaacacctgtcg

Ku80 _KuN2 K97R_for

gctggaggacattgaaagcagaatccaaccaggttctcaacaggc

Ku80_ KuN2_K97R _rev

gcctgttgagaacctggttggattctgctttcaatgtcctccagce

Ku80_ KuN2_K129R_for

ggatgtgattcaacatgaaacaataggaaggaggtttgagaggaggcatattgaaat

attcactg

Ku80_KuN2_K129R rev

cagtgaatatttcaatatgcctcctctcaaacctccttcctattgtttcatgttgaatcacatc

Cc

Ku80_ KuN2_K144R_for

gacctcagcagccgattcagcagaagtcagctgg

Ku80_KuN2_K144R_rev

ccagctgacttctgctgaatcggcetgctgaggtc

Ku80 KuN2_K156R_for

gtcagctggatattataattcatagcttgaggagatgtgacatctccctgcaattc

Ku80_ KuN2_K156R_rev

gaattgcagggagatgtcacatctcctcaagctatgaattataatatccagctgac

Ku80_ KuN2_K129R_for

ggatgtgattcaacatgaaacaataggaaggaggtttgagaggaggcatattgaaat

attcactg

Ku80_ KuN2_K129R_rev

cagtgaatatttcaatatgcctcctctcaaacctccttcctattgtttcatgttgaatcacatc

C

Ku80_ KuN2_K144R_for

gacctcagcagccgattcagcagaagtcagctgg

Ku80 K144R rev

ccagctgacttctgctgaatcggcetgctgaggtc
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Tabelle 11: Primer fiir die Chromatin-lmmunprazipitation.

Primer Sequenz [5°-3°]

pEJ_for cctcaacaatccgatcgaagtctactgatcgeg
pEJ_rev gggtcagcttgccgtaggtggceatcg
2.1.11.2. siRNA

Tabelle 12: siRNA.

Name Sequenz [5°-3°]
BRCA1 siRNA aatgccaaagtagctaatgta
Kontroll siRNA aaccccuuuuaaaaggggccce

2.1.12. Bakterien

E. coli DH5a: Genotyp: F-, ¢80lacZAM15, A(lacZYA-argF)U169, deoR, recA1, endA1,
hsdR17(rk-, mk+) phoA, supE44, thi-1, gyrA96, relA1

2.1.13. Zelllinien

H1299: Humane, epitheliale Lungenkarzinomzelllinie (ATCC-No. CRL-
5803™)
SKOV3: Humane, epitheliale Eierstockkrebszelllinie (ATCC-No. HTB-77™)

2.2. Methoden

2.2.1. Methoden und Medien fiir Bakterien

2.2.1.1. Herstellung chemisch kompetenter Bakterien

2ml LB Medium (10g Pepton, 5g Hefeextrakt, 5g NaCl fur 11) wurden mit einer Einzelkolonie
des E.coli Stamms DH5a inokuliert und Gber Nacht bei 37°C und 160r pm im
Bakterienschuttler inkubiert. Die Kultur wurde am nachsten Morgen 1:100 mit frischem LB-

Medium verdunnt und s olange im Bakterienschittler inkubiert, bis ein OD-Wert von 0,48
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erreicht worden war. Anschliellend wurden die Zellen bei 4°C und 2500rpm 10min
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 16ml kaltem RF1-Puffer
(100mM RbCl;, 50mM MnCl,, 30mM Kalium-Azetat, 10mM CaCl,, 15% Glyzerin)
resuspendiert. AnschlieRend wurden die Bakterien 3-4h auf Eis inkubiert und danach erneut
bei 4° und 2500rpm fiir 10min zentrifugiert, der Uberstand wurde verworfen, und das Pellet in
4ml RF2-Puffer (10mM MOPS, 10mM RbCl,, 75mM CaCl,, 15% Glyzerin, pH6,8)
resuspendiert. Nach 15minutiger Inkubation auf Eis wurden die Bakterien in 100ul Aliquots

aufgeteilt, in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert.

2.2.1.2. Transformation chemisch kompetenter Bakterien

Die Bakterien wurden vorsichtig auf Eis aufgetaut und mit 0,1ug Plasmid-DNA, einem
kompletten Ligationsansatz oder dem Ansatz einer Mutagenese-PCR versetzt. Der Ansatz
wurde 20min auf Eis inkubiert und anschlief3end flr 45s auf 42°C erhitzt. Danach wurden
800u! LB-Medium hinzugegeben und fir 1h bei 37°C auf einem Schuttler inkubiert. Danach
wurden die Bakterien fir 20s bei 13000rpm zentrifugiert. 700ul des Uberstands wurden
abgenommen, das Pellet im restlichen Medium resuspendiert und auf einer Agar-Platte mit
dem entsprechenden Antibiotikum ausplattiert. Die Agar-Platte wurde Uber Nacht bei 37°C

inkubiert und am nachsten Tag auf Kolonien UGberprift.

2.2.2. Kultur und Manipulation eukaryotischer Zellen

2.2.2.1. Kultur eukaryotischer Zellen

Alle Zellkulturarbeiten wurden unter sterilen Bedingungen durchgefiihrt. Gleichfalls wurden
stets sterile Medien und Materialien verwendet.

In dieser Arbeit wurden ausschliellich immortalisierte, adharente Zelllinien verwendet.
H1299-Zellen wurden in Dulbeccos Modified Eagles Medium (DMEM), das mit 1%
Penizillin/Streptomyzin und 10% FCS versetzt worden war, kultiviert. Fur die Kultivierung von
SKOV3-Zellen wurde DMEM verwendet, das mit 1% Penizillin/Streptomyzin und 15% FCS
versetzt worden war. Beide Zelllinien wurden bei 37°C, 7% CO, und einer Luftfeuchte von
ca. 95% kultiviert.

Nachdem die Zellen eine Dichte von 80-90% erreicht hatten, wurden sie passagiert. Hierzu
wurde zuerst das alte Medium abgenommen unddi e Zellen mit PBS gewaschen.

AnschlieRend wurde eine 0,25% Trypsin-Lésung hinzugegeben und bei 37°C inkubiert bis
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sich die Zellen von der Kulturschale abgeldst hatten. Die Zellen werden nunin frischem
Medium aufgenommen und f Gr 2min bei 1000rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen, das Pellet in frischem Medium resuspendiert und in eine neue Zellkulturflasche
uberfuhrt.

2.2.2.2. Kryokonservierung und Anzucht von Zellen

Fir eine langere Lagerung wurden die Zellen, in flissigem Stickstoff (-196°C) eingefroren.
Hierzu wurden die Zellen zunachst von der Kulturschale abgel6st und pelletiert. Das
Zellpellet wurde dann in Einfriermedium (DMEM, 10% DMSO, 20% FCS) aufgenommen und
in Kryoréhrchen Uberflhrt. Diese werden in einer Einfrierbox zwei Tage lang auf -80°C
herunter gekuhlt. Anschliefend werden die Zellen in flissigen Stickstoff Uberfuhrt.

Zur erneuten Anzucht, werden die Zellen aus dem flissigen Stickstoff genommen und in
einem 37°C warmen Wasserbad schnellstmdglich aufgetaut. Danach wurden die Zellen in
Medium aufgenommen und fir 2min bei 1000rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen, das Pellet in Medium resuspendiert und in eine Zellkulturflasche Uberfihrt. Am

nachsten Tag wurde das Medium durch frisches Medium ersetzt.

2.2.2.3. Transfektion mittels Kalzium-Phosphat-Koprazipitation (Chen and O kayama,
1987)

In eine 10cm Gewebekulturschale wurden 4,4ml Medium und 1ml Zellsuspension vorgelegt.

Pro Transfektionsansatz (600ul) werden bis zu 15ug DNA in 30yl 2,5M CaCl, und der
entsprechenden Menge an Wasser auf 300ul verdinnt. Unter standigem Mischen wurden
300ul  2xHBS-Puffer (280mM NaCl, 50mM HEPES, 1,5mM Na,HPO,, pH7,05)
hinzugegeben. Die Kalzium-Phosphat-DNA-Prazipitatidsung wurde auf die Zellen getropft
und die Gewebekulturschale vorsichtig geschwenkt. AnschlieRend wurden die Zellen Gber
Nacht bei 37°C inkubiert. Am nachsten Tag wurde das Medium entfernt und 4ml 15%
Glyzerin in PBS fur 3min bei Raumtemperatur auf die Zellen gegeben. AnschlieRend wurde
die Glyzerinldsung mit der gleichen Menge an P BS verdinnt und das Gemisch
abgenommen. Die Zellen wurden zwei Mal mit PBS gewaschen und erhielten dann 5ml

frisches Medium. Nach weiteren 24h Inkubation wurden die Zellen geerntet.
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2.2.2.4. Transfektion mit Lipofectamine™ 2000

Am Tag der Transfektion werden in eine 10cm Gewebekulturschale 7,1ml DMEM und 1ml
Zellsuspension vorgelegt.

Als Transfektionsmix werden einmal 450ul DMEM mit 15pl Lipofectamine™ 2000 gemischt.
Gleichfalls wurden 450yl DMEM mit 800pMol siRNA zusammen mit bis zu 10ug DNA
gemischt. Alternativ wurden 450 yl DMEM mit bis zu 10 ug DNA (in Abwesenheit von siRNA)
gemischt. Die Ansatze wurden 5min bei RT inkubiert. AnschlieRend wurden die beiden
Lésungen vereinigt, gemischt und 20min bei RT inkubiert. Danach wurde der
Transfektionsmix auf die Zellen gegeben und 10min bei RT unter leichtem Schitteln
inkubiert. Die Zellen wurden Uber Nacht im Inkubator inkubiert. Am nachsten Tag wurde das
Medium abgenommen und durch Medium, welches FCS und Antibiotika enthielt, ersetzt.

Nach weiteren 72h werden die Zellen geerntet.

2.2.2.5. Behandlung von Zellen

lonisierende Strahlung (IR): Zur Erzeugung von Doppelstrangbriichen werden die Zellen mit

5Gray (ColP und Ubiquitinierungs-Versuch) oder 0,5Gray
(Immunfluoreszenz) mit einer Rdntgenquelle bei 200kV und
15mA bestrahlt.

MG132: Zur Inhibierung des Proteasoms, wurden 4h vor der Ernte
10uM MG132 zu den den Zellen gegeben.

Triamzinolonazetonid (TA): Um fir die Chromatin-Immunprazipitation Doppelstrangbriiche

zu induzieren, wurde TA in einer Endkonzentration von 200nM

auf die Zellen gegeben.

2.2.3. Proteinbiochemische Methoden

2.2.3.1. Herstellen von Zelllysaten und Bestimmung der Proteinkonzentration

Zur Herstellung von Zelllysaten wurde zunachst das Medium von den Zellen abgenommen
und die Zellen zweimal mit PBS gewaschen. Die Zellen wurden dannv on der
Gewebekulturschale abgeschabt und in ein Reaktionsréhrchen Uberfuhrt. Anschlie3end
wurden die Zellen bei 4°C und 13200rpm fiir 20s pelletiert. Der Uberstand wurde verworfen,
das Zellpellet in 100yl NP-40-Lysis-Puffer (150mM NaCl, 50mM Tris pH8,0, 5mM EDTA
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pH8,0, 1% NP-40, 1TmM PMSF) resuspendiert und fur 15min auf Eis lysiert. AnschlieRend
wurde der Ansatz bei 4°C und 13500 rpm flr 15min zentrifugiert und der Uberstand in ein
neues Reaktionsréhrchen Gberfihrt.

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration (Bradford, 1976) wurde pro Probe 1ml Bradford-
Reagenz in ein Reaktionsrohrchen vorgelegt und 2ul der Proteinldsung hinzupipettiert.

Far die Erstellung einer Eichkurve wurde 1ml Bradford-Reagenz in ein Reaktionsréhrchen
vorgelegt und m it 2ul Lysis-Puffer versetzt. Danach wurden die entsprechenden
Konzentrationen an B SA (0, 2, 4, 6ug) hinzugefigt und al les gut gemischt. Von allen
Ansatzen werden 150ul in eine 96 Loch-Platte Uberfihrt und bei 595nm photometrisch
gemessen. Mit Hilfe der Eichkurve kann so die Proteinkonzentration der einzelnen Proben

bestimmt werden. Dabei liegen der Berechnung folgende Formeln zu Grunde:

Zuerst wird ein Koeffizient F errechnet
F = Extinktion [BSA-Eichkurve]/Konzentration [BSA-Eichkurve]

Nun kann der Extinktionswert der einzelnen Proben mit dem Koeffizienten F multipliziert

werden und man erhalt die Proteinkonzentration in ug/pl

Konzentration [Probe] = F x Extinktion [Probe]

2.2.3.2. Ko-Immunprazipitation

Zuerst wurden pro Probe 25ul A+G-Agarose mit PBS gewaschen und mindestens 2h bei RT
mit dem entsprechenden Antikérper (gegen Ku80 oder gegen BRCA1) auf dem Drehrad
inkubiert. In der Zwischenzeit wurden die Zellen zweimal mit eiskaltem PBS gewaschen und
von der Kulturschale abgeschabt. Die Zellen wurden mittels Zentrifugation pelletiert, in 400ul
Lysis-Puffer (10mM Tris pH7,5, 5mM EDTA, 50mM NaCl, 1% Triton-X-100; 1mM PMSF)
resuspendiert und fir 15min auf Eis inkubiert. Danach werden die Ansatze bei 4°C und
13200rpm fiir 15min zentrifugiert, der Uberstand in ein neues Reaktionsréhrchen (iberfiihrt
und die Proteinkonzentration bestimmt. Pro Ansatz wurden 750ug Protein eingesetzt und mit
Lysis-Puffer auf ein gleiches Volumen aufgefillt. Nun wurde zu jedem Ansatz 25pl der an
Antikorper-gekoppelten-A+G-Agarose gegeben und Uber Nacht bei 4°C auf einem Drehrad
inkubiert. AnschlieBend wurde die Agarose dreimal mit Wasch-Puffer (50mM Tris pH7,5,
1mM EDTA, 100mM NaCl, 0,1% Triton-X-100, 5% Glyzerin) gewaschen. Die Prazipitate
wurden mit 20ul 2x SDS-Probenpuffer (160mM Tris pH6,8, 4% SDS, 20% Glyzerin, 4% B-
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Mercaptoethanol, 0,002% Bromphenolblau) versetzt, fir 10min auf 95°C erhitzt und auf ein

10% SDS-Polyacrylamidgel geladen.

2.2.3.3. Ubiquitinierungs-Assay

Zunachst wurde das Medium entfernt und die Zellen zweimal mit PBS gewaschen.
AnschlieRend wurden 6ml PBS auf die Zellen pipettiert und diese mit einem Gummischaber
von der Gewebekulturplatte geldst. 1ml (17%) der Zellsuspension wurde als Kontrolle
abgenommen. Mit diesem Aliquot wurde, wie unter Punkt 2.2.3.5. und 2.2.3.6. beschrieben,
weiterverfahren. Die restlichen 5ml (83%) werden bei 4°C und 2000rpm flr 5min
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 7ml Guanidinium-Puffer (6M
Guanidiniumhydrochlorid, 0,01M Tris pH8,0, 0,1M Na,HPO4/NaH,PO, pH8,0), dem 10mM -
Mercaptoethanol und 5 mM Imidazol frisch zugesetzt worden war, aufgenommen. Jedem
Ansatz wurden 60pul Ni**-NTA-Agarose beigefiigt und iber Nacht bei Raumtemperatur (RT)
auf einem Drehrad inkubiert. Am nachsten Tag wurde die Ni**-NTA-Agarose nacheinander
einmal mit 1ml Guanidinium-Puffer, dann mit 1ml Puffer A (8M Harnstoff, 0,1M
Na,HPO,/NaH,PO, pH6,3, 0.01M Tris, pH6,3), anschlielfend mit 1ml Puffer Amit 0,2%
Triton-X-100 und dann mit 1ml Puffer A mit 0,1% Triton-X-100 gewaschen. Allen drei Puffern
wurde kurz vor der Verwendung 10mM B-Mercaptoethanol frisch zugesetzt. Die
ubiquitinierten Proteine wurden mit 60ul Elutionspuffer (200mM Imidazol, 5% SDS, 0,15M
Tris pH6,7, 30% Glyzerin, 0,72M B-Mercaptoethanol) fir mindestens 30min bei RT auf einem
Schiittler eluiert. Das Eluat wurde 1min bei 13200rpm zentrifugiert. 60ul des Uberstands
wurden mit 15ul 5x SDS-Probenpuffer versetzt. AnschlieRend wurden die Proben entweder
bei -20°C eingefroren oder gleich anschlieRend mittels SDS-PAGE und Western Blotting

analysiert.

2.2.3.4. Chromatin-Immunprazipitation (ChlP)

Fir die Chromatin-Immunprazipitation wurde zunachst Formaldehyd in einer
Endkonzentration von 1% auf die Zellen gegeben, gut gemischt und 10min bei RT inkubiert.
Danach wurde Glyzin zu einer Endkonzentration von 137,5mM zugegeben um die
Proteinfixierung zu stoppen. AnschlieRend werden die Zellen dreimal mit eiskaltem
PBS/0,5mM PMSF gewaschen, von der Gewebekulturschale abgeschabt und fur 20s bei
13200rpm pelletiert. AnschlieRend wurden die Proben bis zum nachsten Tag bei -80°C

eingefroren. Am darauffolgenden Tag werden die Zellen in 1ml Lysis-Puffer (25mM Hepes
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pH7,8, 1,5mM MgCl,, 10mM KCI, 0,1% NP-40, 1TmM DTT, 0,5mM PMSF) resuspendiert und
10min auf Eis inkubiert. Danach werden die Zellen durch zwanzigmaliges Douncen
aufgebrochen und die Anséatze bei 4°C und 3000rpm fiir 5min zentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen und das Pellet in 1ml Sonifizierungs-Puffer (50mM Hepes pH7,9, 140mM
NaCl, 1mM EDTA, 1% Triton-X-100, 0,1% Natriumdeoxycholat, 0,1% SDS, 0,5mM PMSF)
resuspendiert. Die Ansatze wurden in Intervallen von 10s bei hochster Stufe fir 7,5min
sonifiziert, um das Chromatin in kleinere Fragmente aufzuspalten. Danach werden die
Proben bei 4°C und 13200rpm fiir 15min zentrifugiert. Der chromatinhaltige Uberstand wurde
in ein neues Reaktionsréhrchen Uberfihrt und mit BSA in einer Endkonzentration von
1mg/ml und Lac hssperma-DNA in einer Endkonzentration von 1ug/ml, versetzt. Zur
Vorreinigung der Lysate, wurde jedem Ansatz 40ul einer Protein A+G-Agarose-Suspension
beigefligt und fir 2h bei 4°C auf einem Drehrad inkubiert. AnschlieRend werden die Proben
flir 5min bei 6000rpm zentrifugiert und der Uberstand in ein neues Reaktionsréhrchen
Uberfuhrt. Hiervon wurden 50pl als Kontrolle abgenommen und bei -20°C gelagert. Zum Rest
werden 2jug eines gegen Ku80 gerichteten Antikérpers gegeben und fir 2h bei 4°C auf dem
Drehrad inkubiert. Danach werden 40yl einer Protein A+G-Agarose-Suspension beigefligt
und Uber Nacht bei 4°C auf einem Drehrad inkubiert. Am nachsten Tag wurden die Proben
bei 3300rpm zentrifugiert und die Prazipitate zweimal mit Sonifizierungs-Puffer, zweimal mit
Wasch-Puffer A (50mM Hepes pH7,9, 500mM NaCl, 1mM EDTA, 1% Triton-X-100, 0,1%
Natriumdeoxycholat, 0,1% SDS, 0,5mM PMSF), zweimal mit Wasch-Puffer B (20mM Tris
pH8, 1mM EDTA, 250mM LiCl, 0,5% NP-40, 0,5% Natriumdeoxycholat, 0,5mM PMSF) und
zweimal mit TE-Puffer (10mM Tris pH8, 1 mM EDTA) gewaschen. Die gebundenen Proteine
wurden mit 200pl Elutions-Puffer (50mM Tris pH8,0, 1mM EDTA, 1% SDS, 50mM NaHCO,)
10min bei 65°C eluiert und durch eine 1mindtige Zentrifugation bei 13000rpm von der A+G-
Agarose abgetrennt. Die Protein-Elution wurde einmal wiederholt und di e beiden Eluate
vereint. Zu den E luaten wurde NaCl in einer Endkonzentration von 210mM hinzugegeben
und die Ansatze fur 5h bei 65°C inkubiert. Zu den Kontrollen (50ul) wurden gleichfalls 350l
Elutions-Puffer und NaCl zu einer Endkonzentration von 210mM hinzugegeben und diese
wurden ebenfalls fir 5h bei 65°C inkubiert. Danach wurde zu allen Proben RNase A in einer
Endkonzentration von 25ug/ml pipettiert und fur 1h bei 37°C inkubiert. AnschlieRend wurde
Proteinase K zu einer Endkonzentration von 50ug/ml und EDTA zu einer Endkonzentration
von 5mM beigegeben und fur 1h bei 42°C inkubiert. Danach wurden die Proben bis zum
nachsten Tag bei -20°C eingefroren.

Nach dem Auftauen wurden die Proben mit 150ul eines Chloroform/Phenol/Isoamylalkohol-
Gemischs (1:1:1) und mit 150ul eines Chloroform/Isoamylalkohol-Gemischs (1:1)
aufgereinigt. Die DNA wurde durch Zugabe von 1ml EtOH (100%), 40ul 3M Na-Azetat und
1ul Pink-DNA® bei -20°C fiir 2h gefallt. Danach wurde die DNA bei 4°C und 13200rpm fiir
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30min pelletiert und mit 80% EtOH gewaschen. Nach Abdampfen des Alkohols wurde das

Pellet in 30ul Wasser geldst und bis zur weiteren Verwendung bei -80°C gelagert.

2.2.3.5. SDS-PAGE

Fir die SDS-PAGE (SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese) wurde das System von BioRad
verwendet. Es wurden Trenngele mit einer Acrylamidkonzentration von 10%, 12% und 15%
und ein Sammelgel mit einer Acrylamidkonzentration von 5% verwendet. Zur Anfertigung des
Gels wurden die Glasplatten mittels eines Fixierrahmens zusammengebaut undin den
Giel3stand eingespannt. Dann wurde das Trenngel zusammenpipettiert, zwischen die
Glasplatten eingefillt und mit Isopropanol Uberschichtet. Nach dem Auspolymerisieren
wurde das Isopropanol ausgegossen und die Geloberflache mit Wasser abgespilt. Danach
wurde das Sammelgel auf das Trenngel gegossen undei n Kamm mit 10 T aschen
eingesteckt. Nach dem Auspolymerisieren des Sammelgels wurde das Gel in die
Laufkammer gestellt, die Kammer mit Laufpuffer (25mM Tris, 193 mM Glyzin, 0,1% SDS)
befullt und der Kamm entfernt.

Die Proben werden mit dem gleichen Volumen an 2x Probenpuffer (160mM Tris pH6,8, 4%
SDS, 20% Glyzerin, 4% B-Mercaptoethanol, 0,002% Bromphenolblau versetzt), fir 10min auf
95°C erhitzt und in die Taschen pipettiert. In eine weitere Tasche wurden 4yl eines Protein-
Markers pipettiert.

Die Elektrophorese wurde bei 120V fir ca. 2-3h durchgeflihrt bis die blaue Bromphenol-Front

am unteren Ende der Glasplatten angelangt war.

Tabelle 13: Zusammensetzung der verwendeten Trenn- und Sammelgele.

Reagenzien Trenngel [10ml] Sammelgel [3ml]
10% 12% 15% 5%
Wasser 4,0ml 3,3ml 2,3ml 2,1ml
Acrylamid 30% 3,3ml 4.0ml 5mi 0,5ml
1,5M Tris, pH8,8 | 2,5ml 2,5ml 2,5 -
1M Tris, pH6,8 - - - 0,38ml
10% SDS 100pl 100ul 100l 30l
10% APS 100yl 100l 100ul 30ul
TEMED 4ul 4l 4l 3ul
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2.2.3.6. Western Blot

Zunachst wurde eine PVDF-Membran mit 100% Methanol gespllt und in Blot-Puffer (25mM
Tris, 193 mM Glyzin, 10% Methanol) aquilibriert. In eine Wanne, die mit Blot-Puffer gefullt
war, wurde die Blot-Halterung gelegt. AnschlieBend wurde der Blot von unten nach oben
unter Blot-Puffer in folgender Reihenfolge aufgebaut. Zuerst kam ein Schwamm, danach ein
Stlck Filterpapier, anschlielend die Blot-Membran, dann das Polyacrylamid-Gel, danach
wieder ein Stlick Filterpapier und z uletzt nochmals ein Schwamm. Der Blot-Halter wurde
geschlossen und in die Blot-Kammer eingelegt. Dabei war zu beachten, dass die Proteine
von der Anode zur Kathode wandern. Der Transfer erfolgte in Blot-Puffer bei 30V Uber
Nacht.

2.2.3.7. Immunodetektion

Nach dem Blotten wurde die Membran aus der Blot-Kammer genommen und die Proteine
mit 0,1% Tinte in PBS angefarbt. AnschlieRend wurde die Membran fir 30min in 5%
Magermilchpulver in PBS/T (PBS + 0,2% Tween® 20) blockiert. Danach wurde die Membran
fur 1,5h mit dem entsprechenden primaren Antikérper in der 5% Magermilch-Losung auf
einem Drehrad inkubiert. AnschlieBend wurde die Membran dreimal fur 5min mit PBS/T
gewaschen. Nun wurde die Membran mit einem HRP-gekoppelten sekundaren Antikorper,
der ebenfalls in der 5% Magermilch-Lésung verdinnt worden war, fir 1,5h auf einem
Drehrad inkubiert. Danach wurde fir jeweils 10min zweimal mit PBS/T und einmal mit PBS
gewaschen. Im Anschluss werden die ECL Lésungen | (100mM Tris pH8,4, 2,5mM Luminol,
400uM Kumarinsaure) und Il (100mM Tris pH8,5, 0,02% H,0,) im Verhaltnis 1:1 gemischt,
auf die Membran gegeben und fir ca. 2 Minuten inkubiert. Die Membran wurde in Folie
eingepackt und in eine lichtdichte Réntgenfilmkassette gelegt. In einer Dunkelkammer wurde
die Membran gegen einen ECL-Film exponiert. AnschlieRend wurde der Film maschinell in
einem Kodak X-omat 2000-Entwickler entwickelt.

In den Fal len, in denender primare Antikorper Uber Nachte inkubiert wurde, wurde
Zellkulturmedium (DMEM, 10% Serum, 1% P/S) anstelle der Magermilchlésung verwendet
und der Antikérper bei 4°C inkubiert.
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2.2.3.8. Indirekte Inmunfluoreszenzfarbung

Um eine indirekte Immunfluoreszenzfarbung durchfihren zu kénnen, wurden bei der Aussaat
der Zellen bereits Glasplatichen vorgelegt. Auf diese Glasplattchen wurde danndi e
Zellsuspension pipettiert und die Zellen so auf den Glasplattchen gezogen. Fir die
Immundetektion wurden die Glasplatichen dann in eine 24-Lochplatte Uberflihrt und die
Zellen auf Eis mit eiskaltem Azeton/Methanol (1:1) fur 8min fixiert. Danach werden die Zellen
dreimal fir 5min mit PBS gewaschen und mit 1%BSA in PBS fir 30min blockiert.
AnschlieRend werden die Zellen 1,5h mit dem entsprechenden primaren Antikorper, der in
1% BSA in PBS verdunnt (yH2AX: 1:500; BRCA1: 1:200) worden war, bei RT auf einem
Schuttler inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit PBS wurden die Zellen mit einem
Fluorophor-gekoppelten Antikérper, der 1:1000 in 1% BSA/PBS verdinnt worden war, und
Draq5°®, das gleichfalls 1:1000 verdiinnt wurde, fiir weitere 1,5h bei RT auf einem Schiittler
inkubiert. Damit der Farbstoff nicht bereits wahrend der Inkubation ausbleicht, wurde der
Inkubationsansatz in Aluminiumfolie eingewickelt. Nach der Inkubation wurden die Zellen
dreimal fur 5min mit PBS gewaschen, mit einem Tropfen Hydromount auf einem Objekttrager
eingebettet und Uber Nacht im Dunkeln getrocknet. Die Auswertung erfolgt an einem

Konfokalmikroskop.

2.2.3.9. Quantifizierung

Zur Quantifizierung der Signale aus den Agarosegelen, wurden diese digitalisiert und die

Signalstarke anschlieffiend mit der ImageJ Software ermittelt.

2.2.4. Molekularbiologische Methoden

2.2.4.1. Plasmid-DNA Praparation

Maxipraparation

Zur Isolierung von Plasmiden wurde das Maxipraparations-Kit von Qiagen verwendet. 200ml
LB-Medium wurden mit dem entsprechenden Antibiotikum (Ampizilin oder Kanamyzin;
Endkonzentration 100ug/ml) versetzt, mit einer Einzelkolonie inokuliert und im
Bakterienschttler Gber Nacht bei 37°C inkubiert. Am nachsten Morgen werden die Bakterien
bei 4°C und 6000rpm fiir 15min pelletiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet in 10ml
Puffer P1 (50mM Tris HCI pH8,0, 10mM EDTA, 100ug/ml RNase A, 0,1% Lyse-Blue)
resuspendiert und die Bakterien durch Zugabe von 10ml Puffer P2 (200mM NaOH, 1% SDS)
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5min lysiert. Anschlielend wurden 10ml Puffer P3 (3M Kalium-Azetat, pH5,5) hinzugefigt
und der Ansatz 20min auf Eis inkubiert. Nach der Zentrifugation bei 4°C und 4000rpm fir
10min wurde der Uberstand auf eine zuvor mit 10ml QBT-Puffer (750mM NaCl, 50mM
MOPS pH7,0, 15% Isopropanol, 0,15% Triton-X-100) aquilibrierte Qiagen-Saule gegeben.
Die Saule wurde danach zweimal mit 30ml QC-Puffer (1M NaCl, 50mM MOPS pH7,0, 15%
Isopropanol) gewaschen und die DNA anschliefend mit 15ml QF-Puffer (1,25M NaCl, 50mM
Tris HCI pH8,5, 15% Isopropanol) eluiert. Die DNA wurde durch Zugabe von 10,5ml
Isopropanol gefallt und durch 30minltiges Zentrifugieren bei 4°C und 9000rpm pelletiert. Die
DNA wurde mit 5ml 70% Ethanol gewaschen, an der Luft angetrocknet, in 500ul TE-Puffer

resuspendiert und bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert.

Minipréaparation

2ml LB-Medium wurden mit 100pg/ml Ampizillin versetzt, mit einer Einzelkolonie inokuliert
und Uber Nacht bei 37°C im Bakterienschittler inkubiert. Am nachsten Tag wurden 1,5ml der
Bakteriensuspension in ein Reaktionsréhrchen Uberfihrt und di e Bakterien 1min bei
13000rpm pelletiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 250ml Puffer P1
resuspendiert. Danach wurden 250pl Puffer P2 hinzugegeben, alles gut gemischt und fur
5min bei RT inkubiert. Danach kamen 350ul Puffer P3 dazu und der Ansatz wird vorsichtig
gemischt. AnschlieRend wurde der Ansatz bei 4°C und 13200rpm fur 10min zentrifugiert und
der Uberstand in ein neues Reaktionsréhrchen tiberfiihrt. Zur Fallung der DNA wurden 600ul
Isopropanol und 60 ul 3M Na-Azetat hinzugegeben. Danach wurde die DNA bei 4°C und
13200rpm fiir 20min pelletiert. Der Uberstand wurde abgenommen und die DNA mit 500l
eiskaltem 80%EtOH gewaschen. Das Pellet wurde an der Luft getrocknet, in 30pl Wasser

geldst und bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert.

2.2.4.2. Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Klonierung von Ku80 und dessen Fragmenten in den pcDNA3.1-Vektor

Fir die Amplifizierung von Ku80 wurden 5pl einer aus mRNA gewonnenen cDNA verwendet.
Bei der Klonierung der Fragmente wurden 500ng des Ku80-Plasmids als Template
verwendet. Zu diesem Template wurden je 0,2uM des Vorwarts- und Ruickwarts-Primers,
0,2mM dNTPs, 10ul 5x PrimeSTAR®-Puffer und 0,5ul PrimeSTAR®-Polymerase pipettiert.
AnschlielRend wurde der PCR-Ansatz mit H,O auf 50ul aufgefllit.
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Die PCR-Reaktion wurde mit den folgenden Einstellungen durchgefiihrt:

98°C — 10s
98°C — 10s
55°C — 15s 35x
72°C — 3min
72°C - 5min
4°C —

Einfihrung von Punktmutationen

Fir die EinflUhrung von Punktmutationen wurden 50ng der Template-DNA mit je 125ng eines
Vorwarts- und Ruckwarts-Primers, welche die Mutation enthielten, 0,2mM dNTPs, 10ul 5x
PrimeSTAR®-Puffer und 1ul PrimeSTAR®-Polymerase gemischt. AnschlieBend wurde der
PCR-Ansatz mit H,O auf 50ul aufgefllt.

Die PCR-Reaktion wurde mit den folgenden Einstellungen durchgefiihrt:

98°C — 10s
98°C — 10s
55°C — 5s 35x
72°C — 10min
72°C — 10min
4°C —

Nach der PCR wurde das Template mit 1ul Dpnl 1,5h bei 37°C verdaut. Dpnl erkennt nur
methylierte DNA und baut somit nur die Parental-DNA und nicht das PCR-Produkt ab.

PCR flr die Chromatinimmunprazipitation

Fir die PCR der Chromatinimmunprazipitation wurden pro Ansatz (20ul) 1yl pEJ-DNA mit
0,2mM dNTPs, je 0,5uM des Vorwarts- und Rickwartsprimers (pEJ_for und pEJ_rev), 4pul 5x
GoTaq®-Puffer und 0,5ul GoTaq®-Polymerase gemischt und mit H,O auf 20ul aufgefiillt.

Die PCR-Reaktion wurde mit den folgenden Einstellungen durchgefihrt:

95°C — 3min

95°C — 30s

65°C — 30s ¢ 28x

72°C — 30s

72°C — 10min
4°C —
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2.2.4.3. Analyse von DNA

Bestimmung der DNA Konzentration

Zur Bestimmung der DNA-Konzentration wurde ein Tropfen der DNA-L&sung auf den
Nanodrop1000 (Peqlab) gegeben und spektrophotometrisch bei 260nm gemessen. Zur
Bestimmung der Reinheit der DNA wurde der Quotient von ODyg/ODygo bestimmt. Dieser

sollte zwischen 1,8 und 2,0 liegen.

Agarose-Gelelektrophorese

Die DNA wurde in Gelen mit einer Agarosekonzentration zwischen 0,8 und 2% aufgetrennt.
Zur Herstellung der Gele wurde die Agarose abgewogen und mit der entsprechenden Menge
an TAE-Puffer (40mM Tris pH7,2, 20mM Na-Azetat, 1mM EDTA) so lange aufgekocht, bis
sich die Agarose vollstandig geldst hatte. Nach kurzem Abkuhlen wurde Ethidiumbromid in
einer Endkonzentration von 0,5ug/ml hinzugegeben und gemischt. Das Gel wurde in die
entsprechende Apparatur gegossen und ei n Kamm eingesetzt. Nachdem das Gel fest
geworden war, wurde es mit TAE-Puffer tberschichtet und der Kamm wurde entfernt. Die zu
analysierenden Proben wurden mit 6x Ladepuffer (1% Bromphenolblau, 1% Xylencyanol FF
in 30% Glyzerin) versetzt und in die Taschen pipettiert. Neben den Proben wurde auf jedes
Gel ein DNA-Grolkenstandard geladen. Die Elektrophorese erfolgte flr ca. 1h bei 80-100V.
Die DNA wurde unter UV-Licht bei 320nm visualisiert und photographisch dokumentiert oder

ausgeschnitten und aufgereinigt.

2.2.4.4. Aufreinigung von DNA aus Agarosegelen

Nachdem die DNA-enthaltende Agarose aus dem Gel ausgeschnitten worden war, wurde sie
in ein Reaktionsréhrchen Uberfuhrt und gewogen. Pro 100mg DNA/Agarose wurden 100l
Binde-Puffer zugegeben und bei 60°C unter leichtem Schitteln inkubiert, bis sich die
Agarose vollstandig gelost hatte. Danach wurden 5pl 5M Na-Azetat hinzupipettiert und der
Ansatz wurde gut gemischt. Danach wurde er auf die PerfectBind-DNA-Séule (Peglab)
gegeben und bei RT 1min bei 13000rpm zentrifugiert. Die Saule wurde zweimal mit 600l
Wasch-Puffer gewaschen und anschlieRend bei RT 1min bei 13000rpm trockenzentrifugiert.

Die DNA wurde mit 30ul H,O eluiert und bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert.
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2.2.4.5. Restriktionsverdau

Fir den Restriktionsverdau wurden 1/10 Volumen eines 10x Restriktions-Puffers und 10U
BamHlI, 10U Notl, sowie 20ul eines PCR-Ansatzes, 16 pl einer DNA-L&sung aus einer Mini-
Praparation oder 2ug Plasmid-DNA gegeben und mit H,O auf 30pl aufgefllt. AnschlieRend
wurde die DNA bei 37°C 3h verdaut.

2.2.4.6. Ligation

Fir die Ligation zweier DNA-Fragmente wurden 1/10 Volumen eines 10x T4-Puffers und 10U
der T4-Ligase zu Insert und V ektor in einem Verhaltnis von 1:10 gegeben. Ublicherweise

wurde die Ligation in einem 20 pl Ansatz angesetzt und Uber Nacht bei RT inkubiert.

2.2.4.7. Isolierung von RNA

H1299-Zellen wurden zweimal mit PBS gewaschen, abgeschabt, in ein Reaktionsréhrchen
Uberfiihrt und pelletiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 600ul RLT-Puffer
resuspendiert. Zum Aufbrechen der Zellen und Homogenisieren des Zelllysats, wurde die
Zellsuspension funfmal mit einer 20-Gauge-Nadel aufgezogen. Danach wurden 600ul 70%
EtOH zum Lysat gegeben und das Ganze gut gemischt. Der Ansatz wurde dann auf eine
RNeasy-Saule gegeben und 1min bei 13000rpm zentrifugiert. Die Saule wurde einmal mit
700pl RW1-Puffer und zweimal mit 500yl RPE-Puffer gewaschen. Nach dem letzten
Waschschritt wurde die Saule mittels Zentrifugation getrocknet und die RNA mit 30ul RNase-

freiem Wasser eluiert.

2.2.4.8. Reverse Transkription

Fir die reverse Transkription wurden 3ul RNA, 4ul DEPC-H,0, 1pl RiboBlock®-Puffer, Tul
RiboBlock®-RNase Inhibitor und 1ul DNase gemischt und bei 37°C fir 40min inkubiert.
Danach wurden 1ul einer 25mM EDTA-LA6sung hinzupipettiert und der Ansatz wurde 10min
bei 65°C inkubiert. AnschlieRend wurden 1ul eines Oligo-dT-Primers (200ng/ul) zugefiigt und
bei 70°C flr 5min inkubiert. Danach wurden 4pl eines 5fach konzentrierten
ReverseTranskriptase-Puffers, 2ul einer 10mM dNTP-L6ésung und 3ul Wasser hinzugegeben

und 5min bei 37°C inkubiert. Zum Schluss wurden 1ul Reverse-Transkriptase dazu gegeben
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und das Ganze fiir 10min bei 25°C, flr 60min bei 42°C und fir 10min bei 70°C inkubiert. Die

so erhaltene cDNA wurde bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert.
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3. Ergebnisse

3.1. Klonierung von Ku80 aus revers transkribierter RNA

Das Ku80-Protein ist eines der Hauptkomponenten der Nicht-homologen Endverknipfung.
Es formt zusammen mit Ku70 ein Heterodimer und bildet die regulatorische Untereinheit der
DNA-abhangigen Protein Kinase (DNA-PK). Obwohl die Doppelstrangbruchreparatur seit
mehreren Jahrzehnten intensiv erforscht wird, ist U(ber die Regulation der
Doppelstrangbruchreparatur und Uber die Interaktion mit anderen an der Doppelstrangbruch-
Reparatur beteiligten Proteinen wenig bekannt. Es ist wahrscheinlich, dass an di eser
Regulation posttranslationelle Modifikationen unterschiedlicher Reparaturfaktoren eine Rolle
spielen. Um das Ku80-Protein auf posttranslationelle Modifikationen zu untersuchen, musste

zunachst eine cDNA des Gens hergestellt werden.

<« ~5400bp

V5-Ku80
< ~2300bp

V5-Aurora A

PCNA

Abbildung 7: Klonierung des Ku80-Proteins.

(A) 2ug der V5-Ku80-Plasmide aus der Mini- bzw. Maxipraparation wurden durch die
Restriktionsenzyme BamHI und Notl fir 3h bei 37°C verdaut. Der komplette Ansatz wurde mit
Ladepuffer versetzt und auf ein 0,8%-TAE-Agarosegel geladen. Zur Kontrolle der Grof3e wurde ein
DNA-Marker mit auf das Gel geladen. Dieses wurde bei 80V fir ca. 1h laufen gelassen und unter UV-
Licht analysiert und dokumentiert. (B) H1299-Zellen wurden mit dem V5-Ku80-Konstrukt, dem
pcDNAS3.1-Leervektor oder dem V5-AuroraA-Konstrukt (positiv Kontrolle) transfiziert. 48h nach der
Transfektion wurden die Zellen mit 5 Gray bestrahlt. 50ug des zelluldaren Gesamtproteins wurden Uber
ein 12% SDS-PAGE-Gel aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran transferiert. Die Membran wurde
mit 5% Magermilchlésung fur 30min blockiert, mit PBS/0,2% Tween gewaschen anschliefend mit den
Antikérpern gegen das V5-Epitop und gegen PCNA (Ladekontrolle) 1,5h bei RT inkubiert. Die
Verdiinnung der Antikérper erfolgte in 5% Magermilchldsung (V5: 1:3000; PCNA: 1:50000; AuroraA:
1:1000). Die PVDF-Membran wurde gegen einen ECL-Film exponiert und entwickelt.
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Fir die Klonierung der Ku80 cDNA wurde zunachst mRNA aus H1299-Zellen isoliert und
anschlieltend mit reverser Transkriptase in cDNA transkribiert. AnschlieRend wurde die Ku80
cDNA mittels PCR und den entsprechenden Vorwarts- und Rulckwartsprimern, welche
zusatzlich Erkennungssequenzen fir die Restriktionsenzyme BamHI| und Notl enthielten,
amplifiziert. Zur Unterscheidung des klonierten Ku80-Proteins vom endogenen Protein wurde
in den Vorwartsprimer das V5-Epitop eingebaut. Nach der PCR wurden das PCR-Produkt
sowie der pcDNA3.1-Vektor mit den R estriktionsenzymen BamH| und Notl geschnitten,
aufgereinigt und | igiert. Das gewonnene V5-Ku80-Plasmid wurde in E.coli Bakterien
transformiert und aus plattiert. Bei zehn der gewachsenen Kolonien wurde zunachst eine
DNA Minipraparation durchgefiuihrt und auf das Vorhandensein der V5-Ku80 cDNA Uberpruft
(Abbildung 7A). Von einem positiven Klon wurde anschlieBend eine DNA-Praparation fur die
weitere Verwendung des Plasmids durchgefiihrt. Zur Uberpriifung des Konstrukts wurde ein
Kontrollverdau durchgefiihrt (Abbildung 7A) und die Ku80 cDNA anschlie’iend sequenziert.

Die erhaltenen Sequenzen wurden mit dem Programm BioEdit ausgewertet.

Zur Uberprifung der Expression wurde die V5-Ku80 cDNA in H1299-Zellen transfiziert und
ein Zelllysat hergestellt. Als Kontrolle wurde parallel ein Plasmid, das fur ein V5-markiertes
AuroraA-Protein kodiert sowie der pcDNA3.1-Vektor transfiziert. Die zelluldren Proteine
wurden Uber ein 12% SDS-PAGE Gel aufgetrennt und mittels Western Blotting analysiert.

In Abbildung 7B ist in der ersten Spalte das Ku80 Protein (ca. 86kDa) und in der dritten
Spalte das Aurora A Protein (45kDa) zu sehen (Abbildung 7B).

3.2. Ku80 wird durch Ubiquitinierung posttranslationell modifiziert

Im Falle eines Doppelstrangbruchs ist ein schnelles Handeln der Zellen notwendig. Es ist
deshalb sehr wahrscheinlich, dass die Doppelstrangbruchreparatur Gber posttranslationelle
Modifikationen reguliert wird. Fur diese Annahme spricht die Autophosphorylierung der ATM,
die Phosphorylierung von H2AX durch ATM oder die Phosphorylierung von Ku70 und
XRCC4 durch die DNA-PK (Bakkenist and Kastan, 2003; Chan et al., 1999; Kozlov et al.,
2006; Lee et al., 2004; Paull et al., 2000; Rogakou et al., 1998).

In denl etzten Jahren gab es nebende r posttranslationellen Modifikation durch
Phosphorylierung immer mehr Hinweise, dass auch die Ubiquitinierung von Proteinen bei der
Doppelstrangbruchreparatur eine Rolle spielt. Deshalb wurde in der vorliegenden Arbeit
untersucht, ob auch das Ku80-Protein ubiquitiniert wird. Dazu wurden H1299-Zellen mit einer
cDNA transfiziert, die fur Ku80 kodiert. Zusatzlich wurde ein Teil der Zellen mit einer cDNA

transfiziert, die flr ein mit Histidin-markiertes Ubiquitin kodiert. Nach 48h wurden die Zellen
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geerntet und lysiert. Die ubiquitinierten Proteine im Zelllysat wurden (iber Ni**-NTA-Agarose
aufgereinigt und Uber ein 10% SDS-PAGE-Gel aufgetrennt. Mittels Western Blotting wurde
anschliel®end die Menge des vorhandenen Ku80-Proteins bestimmt.

. + His-Ubiquitin

+ + V5-Ku80

— Ubi-Ku80

S W | \/5-KuS0

Input

s e | PCNA

Abbildung 8: Das Ku80 wird ubiquitiniert.

H1299-Zellen wurden entweder mit dem V5-Ku80-Konstrukt und His-Ubiquitin oder nur mit dem V5-
Ku80-Konstrukt transfiziert. 48h Stunden nach der Transfektion wurden die Zellen lysiert. IP: 83% der
Zellen werden mit 7ml Guanidinium-Lysispuffer lysiert und d ie ubiquitinierten Proteine Uber Ni**-
Agarose aufgereinigt. Die Proteine wurden von der Ni2+-Agarose eluiert, Uber ein 10% SDS-PAGE-Gel
aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran transferiert. Die Membran wurde mit 5% Magermilchlésung
fur 30min blockiert, mit PBS/0,2% Tween gewaschen anschlieRend mit dem Antikdrper gegen das V5-
Epitop 1,5h bei RT inkubiert. Der Antikorper wurde in 5% Magermilchlésung 1:3000 verdiinnt. Die
PVDF-Membran wurde gegen einen ECL-Film exponiert und in einer Dunkelkammer entwickelt. Input:
17% der Zellen wurden lysiert und 50ug des zellularen Gesamtproteins wurden uber ein 10% SDS-
PAGE-Gel aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran transferiert. Die Membran wurde mit 5%
Magermilchlésung fir 30min blockiert, mit PBS/0,2% Tween gewaschen anschlieBend mit den
Antikérpern gegen das V5-Epitop und PCNA (Ladekontrolle) 1,5h bei RT inkubiert. Die Verdiinnung
der Antikorper erfolgte in 5% Magermilchldsung (V5: 1:3000; PCNA: 1:50000). Die PVDF-Membran
wurde gegen einen ECL-Film exponiert und in einer Dunkelkammer entwickelt.

In Abbildung 8 ist zu sehen, dass in Anwesenheit von His-markiertem Ubiquitin
héhermolekulares Ku80 in der Zelle mit Ni**-NTA-Agarose aufgereinigt werden kann. Diese
héhermolekularen Banden weisen auf ein Ku80-Protein mit verschieden langen
Ubiquitinketten hin. Diese verschieden langen Ubiquitinketten verdndern das
Molekulargewicht von Ku80, was hier als ,Schmier zu erkennen ist. Die erste Spalte dient
als negative Kontrolle. Hier wurde kein His-markiertes Ubiquitin transfiziert was zur Folge
hatte, dass keine ubiquitinierten Proteine durch die Ni**-NTA-Agarose préazipitiert werden
konnten. Dementsprechend sind bei dieser Probe auch keine hdhermolekularen Banden zu

erkennen.

Da Ku80 an der Nicht-homologen Endverknlpfung beteiligt ist, stellte sich die Frage, ob sich
die Menge an ubi quitiniertem Ku80 in Gegenwart von Doppelstrangbriichen andert. Um

diese Moglichkeit zu Uberprifen, wurden die Zellen wiederum mit cDNAs transfiziert, die flir
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V5-markiertes Ku80 und fir His-markiertes Ubiquitin kodieren. Nach 48h wurden die Zellen
mit 5Gy bestrahlt. Null, finfzehn und flinfundvierzig Minuten nach der Bestrahlung wurden
die Zellen geerntet und die Menge an ubiquitiniertem Ku80-Protein wie oben bes chrieben

bestimmt.

0 0 0 15 45 min nach IR
+ - + + + His-Ubiquitin
. + + + + V5-Ku&0

Lt O et
_-“ V5-Ku80

o e OBt e | PCNA

IP ' L Ubi-Ku80

Input

Abbildung 9: Die Ubiquitinierung von Ku80 wird durch ionisierende Strahlung verstarkt.
H1299-Zellen wurden entweder sowohl mit einer cDNA, welche fir V5-Ku80 kodiert und einer cDNA,
welche fir His-Ubiquitin kodiert, oder nur mit einer cDNA, welche fir V5-Ku80 kodiert, bzw. nur mit
einer cDNA, die fur His-Ubiquitin kodiert, transfiziert. 48h nach der Transfektion wurden die Zellen mit
5Gray bestrahlt und nach 0, 15min bzw. nach 45min geerntet. IP: 83% der Zellen werden mit 7ml
Guanidinium-Lysispuffer lysiert und die ubiquitinierten Proteine Uber Ni2+-NTA-Agarose aufgereinigt.
Die ubiquitinierten Proteine wurden von der Ni2+-NTA-Agarose eluiert, mittels eines 10% SDS-PAGE-
Gels aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran ftransferiert. Die Membran wurde mit 5%
Magermilchlésung fir 30min blockiert und anschlieBend mit einem Antikérper gegen das V5-Epitop
1,5h bei RT inkubiert. Der Antikdrper wurde dafir in 5% Magermilchldsung 1:3000 verdunnt. Die
PVDF-Membran wurde gegen einen ECL-Film exponiert und in einer Dunkelkammer entwickelt. Input:
17% der Zellen wurden lysiert und 50ug des zellularen Gesamtproteins wurden uber ein 10% SDS-
PAGE-Gel aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran transferiert. Die Membran wurde mit 5%
Magermilchldsung fir 30min blockiert und anschlieffend mit den Antikérpern gegen das V5-Epitop und
gegen PCNA (Ladekontrolle) 1,5h bei RT inkubiert. Die Verdinnung der Antikdrper erfolgte in 5%
Magermilchlésung (V5: 1:3000; PCNA: 1:50000). Die PVDF-Membran wurde gegen einen ECL-Film
exponiert und in einer Dunkelkammer entwickelt.

Wie in Abbildung 9 zu sehen ist, zeigte sich bei diesem Experiment eine wesentlich starkere
Ubiquitinierung in bestrahlten, als in unbestrahlten Zellen.

In der ersten Spalte, in der nur His-markiertes Ubiquitin, aber kein V5-markiertes Ku80
transfiziert worden war, waren bei der IP keine hohermolekularen Banden zu sehen. In der
zweiten Spalte, die ebenfalls als negative Kontrolle diente und bei der nur eine cDNA, die fur
V5-markiertes Ku80 kodiert, transfiziert worden war, aber keine, die flir His-Ubiquitin kodiert,
waren bei der IP gleichfalls keine Banden zu erkennen. In der dritten Spalte wurde das
Zelllysat von Zellen aufgetrennt, die sowohl mit cDNAs, die fur His-Ubiquitin kodieren als

auch mit cDNAs, welche fiur V5-Ku80 kodieren, transfiziert worden waren. Hier sind
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héhermolekulare Banden zu sehen, was eine Ubiquitinierung von Ku80 signalisiert. In der
vierten Spalte wurde das Zelllysat von Zellen aufgetrennt, die sowohl mit cDNAs, die fur His-
Ubiquitin kodieren als auch mit cDNAs, welche fir V5-Ku80 kodieren, transfiziert worden
waren und die zusatzlich mit 5Gay bestrahlt und nach 15min geerntet worden waren. Hier
zeigt sich eine starkere Ubiquitinierung als in den Zellen, die zum Zeitpunkt ,0“ geerntet
worden sind. In der letzten Spalte ist das Lysat von Zellen aufgetrennt, die 45min nach
Bestrahlung geerntet worden sind. Hier ist eine Abnahme des Signals fiur die
héhermolekularen Banden von Ku80 zu sehen, was auf einen Riickgang der Ubiquitinierung
von Ku80 hindeutet.

Bei der Input-Kontrolle ist zu sehen, dass das Gel gleichmaRig beladen worden war (PCNA
als Ladekontrolle) und dass zumindest bei den letzten 3 Spalten auch annahernd gleiche

Mengen der flr Ku80-kodierenden cDNA transfiziert worden war.

3.3. Charakterisierung der Ubiquitinketten des Ku80-Proteins

Ein wesentlicher Teil der zellularen Proteine wird Gber das 26S Proteasom abgebaut. Um ein
Protein zum Abbau zu markieren, wird es meist mit einer Ubiquitinkette markiert. Da auch
das Ku80-Protein ubiquitiniert wird, ware es somit denkbar, dass die Ubiquitinierung von
Ku80 ein Signal zur Degradation des Proteins durch das Proteasom darstellt (Pickart and
Fushman, 2004; Thrower et al., 2000). Sollte dies der Fall sein, dann sollte eine Hemmung
des Proteasoms zur Anreicherung des Ku80-Proteins fihren.

Um die Moglichkeit, dass die Ubiquitinierung von Ku80 zu seiner Degradation fuhrt, zu
Uberprifen, wurden H1299-Zellen mit dem Proteasomen-Inhibitor MG132 behandelt und die

Zellen nach verschiedenen Zeitpunkten geerntet.

0 4 8 h MG132

TS
B - — PCNA

Abbildung 10: Ku80 ist kein Substrat fiir das 26S Proteasom.

H1299-Zellen wurden 24h nach dem Aussahen fir die angegebene Zeit mit 10uM MG132 inkubiert
und anschlieRend geerntet. Die Zellen wurden lysiert und 50ug des zelluldaren Gesamtproteins wurden
Uber ein 12% SDS-PAGE-Gel aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran transferiert. Die Membran
wurde mit 5% Magermilchlésung fur 30min blockiert und anschlieBend mit Antikdrpern gegen das
Ku80-Protein und gegen PCNA (Ladekontrolle) 1,5h bei RT inkubiert. Die Verdiinnung der Antikérper
erfolgte in 5% Magermilchlésung (Ku80 1:5000; PCNA 1:50000). Die PVDF-Membran wurde gegen
einen ECL-Film exponiert und in einer Dunkelkammer entwickelt.
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Wie in Abbildung 10 gezeigt ist, war jedoch selbst 8h nac h Zugabe des Proteasomen-
Inhibitors keine Zunahme des Signals fur das Ku80 Protein und somit keine Anreicherung
von Ku80 zu beobachten (Abbildung 10). PCNA diente als Ladekontrolle und zeigt, dass das
Gel annahernd gleichmaRig beladen worden war. Entsprechend diesem Ergebnis ist es eher

unwahrscheinlich, dass Ku80 durch das 26S Proteasom abgebaut wird.

Proteine, die Uber das Proteasom abgebaut werden, werden Ublicherweise Uuber
Ubiquitinketten, welche Uber Lysin 48 des Ubiquitin-Proteins verknupft werden, markiert
(Pickart and Fus hman, 2004; Thrower et al., 2000). Das Ubiquitin-Protein besitzt jedoch
neben Lysin 48 noch sechs weitere Lysine (Lysin 6, Lysin 11, Lysin 27, Lysin 29, Lysin 33
und Lysin 63), an die Ubiquitin-Proteine kovalent angebunden werden kénnen. So kénnen
Ubiquitinketten entstehen, die Uber ganz unterschiedliche Lysine verknlpft sind. Besonders
bekannt sind neben der Verknipfung tber Lysin 48, auch Verknipfungen dber Lysin 63,
welche haufiger an Proteinen, welche an der DNA Reparatur beteiligt sind, nachgewiesen
wurden (Huang and D'Andrea, 2006; Kolas et al., 2007).

Da Ku80 ubiquitiniert wird, an der DNA Reparatur beteiligt ist und nicht Uber das 26S
Proteasom abgebaut wird, stellte sich die Frage, ob die Lysine 48 bzw. 63 des Ubiquitin-
Proteins an der Ubiquitinierung von Ku80 beteiligt sind.

Um diese Frage zu beantworten wurden SKOV3-Zellen mit cDNAs, die fur V5-Ku80 und
Wildtyp His-Ubiquitin bzw. fiur Ubiquitin-Mutanten kodieren, transfiziert. Beim Wildtyp
Ubiquitin sind alle Lysine vorhanden und eine Verknlpfung der Ubiquitinketten ist tber jedes
der Lysine moglich. Bei den Mutanten handelt es sich um Konstrukte, bei denen entweder
nur das Lysin an der Position 48 durch ein Arginin (K48R-Mutante) ersetzt worden war
(Abbildung 11A) oder alle Lysine, aulRer das an Position 48 (K48only-Mutante), durch Arginin
ersetzt worden waren (Abbildung 11B). Durch das Ersetzen des Lysins an Position 48 durch
Arginin, kann dieses keine weiteren Verknipfungen mit anderen Lysinen eingehen und eine
Kettenbildung Uber dieses Lysin ist ausgeschlossen. Bei der K48only-Mutante ist eine
Kettenbildung nur noch Uber das Lysin 48 moglich, da alle anderen Lysine ersetzt wurden.
Das gleiche Prinzip gilt fir die K63-Mutante. Eine Ausnahme bildet die KO-Mutante (KO). Hier
wurden alle Lysine durch Arginin ersetzt. An diese KO-Mutante kénnen keine weiteren
Ubiquitinmolekile mehr angeknulpft werden und eine Kettenbildung ist ausgeschlossen. Mit
dieser Mutante Iasst sich klaren, ob die Ubiquitinierung durch eine multi-Monoubiquitinierung
verursacht wird, d.h. ob mehrere einzelne Ubiquitinmolekile auf verschiedene Lysine des

Substrats Gbertragen werden.

48h nach der Transfektion wurden die Zellen mit 5Gray bestrahlt. 2h nach der Bestrahlung

wurden 10uM MG132 zugegeben. Nach weiteren 4 Stunden wurden die Zellen geerntet und
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lysiert. Die ubiquitinierten Proteine im Zelllysat werden tber Ni**-NTA-Agarose aufgereinigt
und Uber SDS-PAGE aufgetrennt. Mittels Western Blotting wurde die Menge des

ubiquitinierten Ku80-Proteins bestimmt.

A B
K48R-Mutante K48only-Mutante
N Ubiquitin C N Ubiquitin o
I I [ I [ I | [ ] | I
K6 K11  K27[K33 KX8 K63 B6 K1 KN|KX3 K48 €3
K29 K30

Abbildung 11: Schematische Darstellung der K48R und K48only Ubiquitin-Mutanten.

(A) Bei der K48R-Mutante wurde nur das Lysin an der Position 48 durch ein Arginin ersetzt. Damit
kénnen keine Ubiquitinketten mehr gebildet werden, welche Uber Lysin48 verknlipft sind. (B) Bei der
K48only-Mutante wurden alle Lysine, auler das an Position 48, durch ein Arginin ersetzt. Eine
Verknipfung der Ubiquitin-Molekle ist damit nur noch Uber das Lysin an der Position 48 mdglich.
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Abbildung 12: Untersuchung des Ku80-Proteins auf K48- und K63-Ubiquitinketten.
SKOV3-Zellen wurden mit cDNAs, die fir V5-markiertes Ku80 und His-markiertes Wildtyp Ubiquitin
oder fur die entsprechenden Mutanten kodieren, transfiziert. 48h nach der Transfektion wurden die
Zellen mit 5Gy bestrahlt. 2h spater wurden 10uM MG132 zugegeben. Nach weiteren 4 Stunden
wurden die Zellen geerntet. IP: 83% der Zellen werden mit 7ml Guanidinium-Lysispuffer lysiert und die
ubiquitinierten Proteine Uber Ni2+-NTA-Agarose aufgereinigt. Die ubiquitinierten Proteine wurden
eluiert, mittels einer 10% SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran transferiert. Die
Membran wurde mit 5% Magermilchlosung fir 30min blockiert und anschliefend mit dem Antikérper
gegen das V5-Epitop 1,5h bei RT inkubiert. Der Antikdrper wurde in 5% Magermilchlésung 1:3000
verdinnt. Nach Inkubation mit einem zweiten, HRP-gekoppelten anti-Maus Antikdrper wurde die
Membran gegen einen ECL-Film exponiert und in einer Dunkelkammer entwickelt. /nput: 17% der
Zellen wurden lysiert und 50ug des zellularen Gesamtproteins wurden tber ein 10% SDS-PAGE-Gel
aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran transferiert. Die Membran wurde mit 5% Magermilchlésung
fur 30min blockiert und anschlieRend mit den A ntikérpern gegen das V5-Epitop und PCNA
(Ladekontrolle) 1,5h bei RT inkubiert. Die Verdlinnung der Antikdrper erfolgte in 5% Magermilchlésung
(V5 1:3000; PCNA 1:50000). Nach Inkubation mit einem zweiten, HRP-gekoppelten anti-Maus
Antikdrper wurde die Membran wurde gegen einen ECL-Film exponiert und in einer Dunkelkammer
entwickelt.
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In Abbildung 12 sieht man in Gegenwart des Wildtyp Ubiquitins deutlich hdhermolekulare
Banden des Ku80-Proteins, die darauf hinweisen, dass zumindest ein Teil des Ku80-Proteins
in diesen Ansatzen ubiquitiniert vorlag. Da ein Ansatz unbestrahlt blieb, undin beiden
Spuren die héhermolekulare Banden eine gleiche Intensitat aufweisen, war 6h Stunden nach
Bestrahlung kein Unterschied zwischen der bestrahlten und der unbestrahlten Probe
festzustellen. Bei den Zellen, deren Lysat in der dritten Spur analysiert wurde, wurden
cDNAs, welche fir die KO-Ubiquitinmutante und fiir V5-Ku80 kodieren, ko-transfiziert. Hier
zeigen sich keine héhermolekularen Banden. Damit ist eine multi-Monoubiquitinierung des
Ku80-Proteins auszuschlief3en. In der vierten Spur ist wiederum eine starke Ubiquitinierung
des Ku80 Proteins zu erkennen. Da hier die cDNA, welche fir die K48R-Mutante transfiziert
zusammen mit der cDNA, welche fir V5-Ku80 kodiert, transfiziert worden war, bedeutet dies,
dass trotz der Mutation des Lysins an Position 48, immer noch Ubiquitinketten am Ku80
Protein gebildet werden. Passend dazu ist in der funften Spur, wo Zelllysat von Zellen
analysiert wurde, die mit einer cDNA transfiziert worden war, die fur die K48only-Mutante
kodiert, nur eine schwache Ubiquitinierung des Ku80-Proteins zu erkennen. In den letzten
beiden Spuren wurde Zelllysat von Zellen aufgetrennt, die mit cDNAs transfiziert worden
waren, welche flr die K63R bzw. mit der K63only Mutante, zusammen mit einer cDNA,
welche fur das Ku80-Protein kodiert, transfiziert worden waren. In beiden Fallen war nur eine
sehr schwache Ubiquitinierung zu beobachten.

Der Input zeigt eine gleichmaRige Expression des ko-transfizierten V5-Ku80-Plasmids an.

Um genau zu untersuchen, Uber welches Lysin die Ubiquitin-Molekile bei der Ubiquitinierung
des Ku80-Proteins miteinander verbunden werden, wurde dieser Versuch erweitert und
Mutanten aller Lysine analysiert. Dabei wurden Zellen neben einer cDNA, welche fir Ku80
kodiert, einmal mit cDNAs transfiziert, bei denen Lysin 7, 11, 27, 29, 33, 48 oder 63 durch
Arginin ersetzt wurde (K7R, K11R, K27R, K29R, K33R, K48R, K63R), (Abbildung 11A) und
zum anderen mit cDNAs, welche fiur Ubiquitin-Mutanten kodieren, bei denen alle Lysine,
aulder die an Position 7, 11, 27, 29, 33, 48 oder 63, durch ein Arginin ersetzt wurden (K7only,
K11only, K27only, K29only, K33only, K48only, K63only) (Abbildung 11B). Zusatzlich wurde
nochmals die cDNA, die fir die KO-Ubiquitinimutante kodiert, zusammen mit der cDNA,
welche fur Ku80 kodiert, transfiziert. Zum Vergleich wurde auf’erdem eine cDNA, die fir
Wildtyp Ubiquitin (wt) kodiert, zusammen mit einer cDNA, die fur Ku80 kodiert, transfiziert.
48h Stunden nach der Transfektion wurden die Zellen fir 4h mit 10uM MG132 inkubiert.
AnschlieBend wurden die Zellen geerntet und lysiert. Die ubiquitinierten Proteine im Zelllysat
wurden Uber Ni**-NTA-Agarose aufgereinigt und (iber SDS-PAGE aufgetrennt. Mittels
Western Blotting wurde die Menge des ubiquitinierten Ku80-Proteins bestimmt. (Abbildung
13).
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Abbildung 13: Charakterisierung der Ubiquitinketten des Ku80-Proteins.

H1299-Zellen wurden mit cDNAs, welche fir das V5-Ku80 Protein und flir His-Ubiquitin oder die
entsprechenden Mutanten kodieren, ko-transfiziert und 48h spater geerntet 4h vor der Ernte wurden
die Zellen mit 10uM MG132 inkubiert. IP: 83% der Zellen wurden mit 7ml Guanidinium-Lysispuffer
lysiert und die ubiquitinierten Proteine Uber Ni2+-NTA-Agarose aufgereinigt. Die ubiquitinierten
Proteine wurden eluiert, mittels einer 10% SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran
transferiert. Die Membran wurde mit 5% Magermilchlésung fir 30min blockiert und anschliefend mit
einem Antikérper gegen das V5-Epitop 1,5h bei RT inkubiert. Der Antikérper wurde in 5%
Magermilchlésung 1:3000 verdinnt. Nach Inkubation mit einem zweiten, HRP-gekoppelten anti-Maus
Antikdrper wurde die Membran gegen einen ECL-Film exponiert und in einer Dunkelkammer
entwickelt. Input: 17% der Zellen wurden lysiert, 50ug des zellularen Gesamtproteins tber ein 10%
SDS-PAGE-Gel aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran transferiert. Die Membran wurde mit 5%
Magermilchldsung fir 30min blockiert und anschlieBend mit Antikbrpern gegen das V5-Epitop und
PCNA (Ladekontrolle) 1,5h bei RT inkubiert. Die Verdiinnung der Antikérper erfolgte in 5%
Magermilchlosung (V5 1:3000; PCNA 1:50000). Nach Inkubation mit einem zweiten, HRP-gekoppelten
anti-Maus Antikérper wurde die Membran gegen einen ECL-Film exponiert und in einer
Dunkelkammer entwickelt.

Wie bereits in Abbildung 12 zu sehen war, waren nach Transfektion von Zellen mit cDNAs
welche fur V5-Ku80 und His-Ubiquitin (wt) kodieren, héhermolekulare Banden des Ku80
Proteins zu erkennen, die auf eine Ubiquitinierung des Ku80-Proteins hindeuten. Im
Gegensatz dazu war bei Zellen, welche mit einer cDNA transfiziert worden waren, die fur die
KO-Ubiquitinmutante kodierte, wie auch in Abbildung 12 gezeigt, keine Ubiquitinierung mehr
zu erkennen. Bei Zellen, welche mit einer cDNA transfiziert worden waren, welche fir die
K6only-Ubiquitinmutante kodiert, ist eine sehr schwache Ubiquitinierung zu beobachten,
wahrend bei Zellen, welche mit einer cDNA transfiziert worden waren, die fir die K6R-
Ubiquitinmutante kodiert, keine hohermolekularen Banden flir das Ku80 Protein sichtbar
sind. Zellen, welche mit einer cDNA transfiziert worden waren, die fur die K33only-
Ubiquitinmutante kodiert, zeigten hingegen eine deutliche Ubiquitinierung des Ku80-Proteins
wahrend dies bei Zellen, welche mit einer cDNA transfiziert worden waren, die fir die K33R-
Ubiquitinmutante kodiert, nicht zu erkennen ist. In Gegenwart der Ubiquitinmutante, bei der
nur das Lysin an Position 63 vorhanden ist (K63only), fand eine sehr starke und deutliche
Ubiquitinierung des Ku80-Proteins statt. Im Gegensatz dazu war in Gegenwart der K63R-
Ubiquitinmutante das Ku80 Protein kaum ubiquitiniert. In Gegenwart der K48R-

Ubiquitinmutante sowie in Gegenwart der K48only Ubiquitinmutante war die Ubiquitinierung
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von Ku80 deutlich zu sehen wobei die Ubiquitinierung des Ku80 Proteins in Gegenwart der
K48only-Ubiquitinmutante jedoch deutlich schwéacher war als in Gegenwart der K48R-

Mutante.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass fir die Ubiquitinierung des Ku80-Proteins die
Lysine an der Position 33 und 63 des Ubiquitins am wichtigsten sind.

3.4. Kartierung der Ubiquitinierungsstelle von Ku80

Um die physiologische Bedeutung der Ubiquitinierung von Ku80 zu untersuchen, ist es
notwendig, das Lysin, welches ubiquitiniert wird, zu identifizieren. Nach der Identifizierung ist
es dann mdglich, die Ubiquitinierungsstelle durch ein Arginin zu ersetzen, sodass die E3-
Ubiquitin-Ligase dann nicht mehr in der Lage ist, Ubiquitin-Molekule kovalent an diese Stelle
das Substrats zu binden.

Um auf die Doméane schlieBen zu kénnen, in welcher das Ku80-Protein ubiquitiniert wird,
wurden zunachst verschiedene Fragmente kloniert. Daflir wurde das Gesamtprotein vom
Ende her immer weiter verkirzt. Damit die Funktion der Domanen weitestgehend erhalten
blieb, wurde die native Domanenstrukturierung und -aufteilung des Ku80-Proteins
entsprechend der Pfam-Datenbank V23 (Finn et al., 2010) berucksichtigt (Abbildung 14).

Kugo L w . -
-m A
Ku80_KuC “ t =

Ku80_ KuN -

Abbildung 14: Schematische Darstellung der angefertigten Fragmente des Ku80-Proteins.

Ku80 zeigt das Gesamtprotein mit den vier Domanen (Aminosaure 1-732); Bei dem Ku80_KuC
Fragment (Aminosaure 1-588) wurde die vierte Domane entfernt: Bei dem Ku80 Ku Fragment
(Aminosaure 1-460) wurde neben der vierten Doméane auch die Ku_C-Domaéane entfernt. Bei dem
Ku80_KuN Fragment (Aminosaure 1-244) ist nur noch die N-terminale Domane vorhanden.

Die so erhaltenen Fragmente wurden anschlieRend auf eine mogliche Ubiquitinierung
untersucht. Dazu wurden H1299-Zellen mit einer cDNA transfiziert, die fur His-markiertes
Ubiquitin und fir V5-Ku80 (wt) bzw. fir die klonierten Fragmente kodiert. Nach 48h wurden
die Zellen fir 4hmit 10uM des Proteasomen-Inhibitors MG132 inkubiert. Anschlielend
wurden die Zellen geerntet und lysiert. Die ubiquitinierten Proteine im Zelllysat wurden Uber
Ni**-NTA-Agarose aufgereinigt und durch eine 12% SDS-PAGE aufgetrennt. Durch Western
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Blotting wurde dann die Menge des vorhandenen Ku80-Proteins, bzw. der resultierenden

Ku80 Proteinfragmente bestimmt.

-+ - - Ku80_KuC

- - + - Ku80_Ku
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Abbildung 15: Der N-Terminus des Ku80 Proteins wird ubiquitiniert.

H1299-Zellen wurden mit cDNAs ko-transfiziert, welche fir His-markiertes Ubiquitin sowie fir
Ku80_ kuC, Ku80 Ku oder fir Ku80_ KuN kodieren. Nach 48h wurden die Zellen fir 4h mit 10uM
MG132 inkubiert und anschlieBend geerntet. /P: 83% der Zellen wurden mit 7ml Guanidinium-
Lysispuffer lysiert und die ubiquitinierten Proteine Uber Ni2+-NTA-Agarose aufgereinigt. Die
ubiquitinierten Proteine wurden eluiert und mittels einer 12% SDS-PAGE aufgetrennt. Die Proteine
werden auf eine PVDF-Membran transferiert. Die Membran wurde mit 5% Magermilchlésung fur
30min blockiert und anschlieRend mit dem Antikorper gegen das V5-Epitop 1,5h bei RT inkubiert. Der
Antikdrper wurde in 5% Magermilchlésung 1:3000 verdiinnt. Nach Inkubation mit einem zweiten, HRP-
gekoppelten anti-Maus Antikérper wurde die Membran gegen einen ECL-Film exponiert und in einer
Dunkelkammer entwickelt. Input: 17% der Zellen wurden lysiert und 50ug des zellularen
Gesamtproteins wurden Uber ein 10% SDS-PAGE-Gel aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran
transferiert. Die Membran wurde mit 5% Magermilchlésung fir 30min blockiert und anschlieend mit
Antikérpern gegen das V5-Epitop und PCNA (Ladekontrolle) 1,5h bei RT inkubiert. Die Verdiinnung
der Antikorper erfolgte in 5% Magermilchlésung (V5: 1:3000; PCNA: 1:50000). Nach Inkubation mit
einem zweiten, HRP-gekoppelten anti-Maus Antikdrper wurde die Membran gegen einen ECL-Film
exponiert und in einer Dunkelkammer entwickelt.

Wie in Abbildung 15 zu sehen ist, wurden alle drei Fragmente des Ku80-Proteins
ubiquitiniert. Da die Fragmente vom C-Terminus her verkiirzt worden waren, ist aus diesem
Ergebnis zu schlussfolgern, dass die Ubiquitinierungsstelle in den N -terminalen 244

Aminosauren liegen muss.

Nachdem bei allen drei Fragmenten noch eine Ubiquitinierung zu erkennen war, wurde das
kirzeste Fragment (Ku80_KuN) fir eine genauere Kartierung der Ubiquitinierungsstelle noch
weiter verklrzt (Abbildung 16) und das daraus resultierende Protein auf seine
Ubiquitinierung getestet. Dazu wurden H1299-Zellen mit cDNAs transfiziert, die fir His-
markiertes Ubiquitin und fur V5-Ku80 (wt) bzw. fur die Fragmente Ku80_KuN1 und
Ku80_KuN2 kodieren. Nach 48h w urden die Zellen fur 4h mit 10uM des Proteasomen-
Inhibitors MG132 inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen geerntet und| ysiert. Die
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ubiquitinierten Proteine wurden {iber Ni**-NTA-Agarose aufgereinigt und durch eine SDS-
PAGE aufgetrennt. Durch Western Blotting wurde anschlieRend die Menge des
ubiquitinierten Ku80-Proteins, bzw. der entsprechenden Ku80-Proteinfragmente, bestimmt.

Ku80 KuN1l: <

Ku80_KuN2: 4 i

N ]

Kug0 KuN: <& Iy

-

Abbildung 16: Schematische Darstellung der klonierten N-terminalen Fragmente des Ku80-
Proteins.

Das Ku80_KuN-Fragment umfasst den N -terminalen Bereich von AS 1 bis AS 244. Das Frament
Ku80_KuN2 besteht aus AS 1-168 und das Fragment Ku80_KuN1 aus AS 1-109 des Ku80 Proteins.

Wurde sowohl eine cDNA, die fir V5-Ku80 kodiert zusammen mit einer cDNA, welche fir
His-markiertes Ubiquitin kodiert ko-transfiziert, waren wiederum deutlich héhermolekulare
Banden zu erkennen, was eine Ubiquitinierung des Ku80-Proteins anzeigt. Nach Ko-
Transfektion einer cDNA, die flr His-Ubiquitin und das Ku80_KuN2-Fragment kodiert (zweite
Spur) war ebenso eine deutliche Ubiquitinierung zu beobachten. Wurde hingegen kein His-
markiertes Ubiquitin ko-transfiziert, konnten keine ubiquitinierten Proteine nachgewiesen
werden. Wahrend die Expression der V5-Ku80 und der V5-Ku80_KuN2 cDNAs deutlich
nachweisbar waren, wurde das Ku80_KuN1-Fragment nicht exprimiert (Input). Damit ist auch

keine Aussage uber die Ubiquitinierung des kleinsten klonierten Fragments maglich.

Da in dem N2-Fragment (AS 1-168) des Ku80-Proteins, welches noch ubiquitiniert wurde,
noch 11 Ly sine vorhanden waren (Abbildung 18), reichte die Klonierung von kleineren
Fragmenten von Ku80 nicht aus, um die Ubiquitinierungsstelle zu identifizieren. Deshalb
wurden in das N2 Fragment Punktmutationen eingefiihrt. Die Mutagenese erfolgte kumulativ,
was bedeutet, dass, beginnend bei Lysin 7, bei jeder Mutationsrunde ein weiteres Lysin
durch Arginin ersetzt wurde. Da die Lysine an den Positionen 35/36, 125/126/129 und
155/156, sehr nahe beieinander liegen, wurden diese innerhalb jeweils einer Mutationsrunde

mutiert.
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Abbildung 17: Das Ku80_KuN2-Fragment wird ubiquitiniert.

H1299-Zellen wurden mit cDNAs ko-transfiziert, welche fiir His-markiertes Ubiquitin, sowie fir
Ku80_KuN1, Ku80_KuN2 oder fir Ku80 kodieren. 48h nach der Transfektion wurden die Zellen fiir 4h
mit 10uM MG132 inkubiert und anschlieend geerntet. IP: 83% der Zellen wurden mit 7ml
Guanidinium-Lysispuffer lysiert und die ubiquitinierten Proteine Uber Ni2+-NTA-Agarose aufgereinigt.
Die ubiquitinierten Proteine wurden eluiert, mittels einer 12% SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine
PVDF-Membran transferiert. Die Membran wurde mit 5% Magermilchldsung flr 30min blockiert und
anschlieend mit dem Antikérper gegen das V5-Epitop 1,5h bei RT inkubiert. Der Antikdrper wurde in
5% Magermilchlésung 1:3000 verdiinnt. Nach Inkubation mit einem zweiten, HRP-gekoppelten anti-
Maus Antikorper wurde die Membran gegen einen ECL-Film exponiert und in einer Dunkelkammer
entwickelt. Input: 17% der Zellen wurden lysiert und 50ug des zelluldren Gesamtproteins wurden Uber
ein 15% SDS-PAGE-Gel aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran transferiert. Die Membran wurde
mit 5% Magermilchlésung fiir 30min blockiert und anschlieRend mit Antikdrpern gegen das V5-Epitop
und PCNA (Ladekontrolle) 1,5h bei RT inkubiert. Die Verdinnung der Antikorper erfolgte in 5%
Magermilchlésung (V5: 1:3000; PCNA: 1:50000). Nach Inkubation mit einem zweiten, HRP-
gekoppelten Antikérper wurde die Membran gegen einen ECL-Film exponiert und in einer
Dunkelkammer entwickelt.

Um zu untersuchen, welche der Ku80_KuN2-Fragmente, bei denen eine zunehmende
Anzahl von Lysinen durch Arginin ersetzt worden waren, noch ubiquitiniert werden, wurden
H1299-Zellen mit cDNAs, welche flir Histidin-markiertes Ubiquitin und die entsprechende
Punktmutante des Ku80_KuN2-Fragments kodieren, ko-transfiziert. Als positive Kontrolle
wurde eine cDNA, welche fur das wt Ku80_KuN2-Fragment kodiert, mit einer cDNA, welche
fur Histidin-markiertes Ubiquitin kodiert, ko-transfiziert. Nach 48h wurden die Zellen 4h mit
10uM MG132 inkubiert um das Proteasom zu inhibieren und an schlieBend lysiert. Die
ubiquitinierten Proteine wurden Uber Ni**-NTA-Agarose aufgereinigt, durch eine 12% SDS-
PAGE aufgetrennt. AnschlieRend wurde die Menge an ubiquitiniertem Ku80 KuN2 Protein

bestimmt.
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Abbildung 18: Schematische Darstellung der Verteilung der Lysine im Ku80_KuN2-Fragment.
Das Ku80_KuN2-Fragment (AS 1-168) enthalt 11 Lysine. Die Zahlen bei den eingezeichneten Lysinen
(K) bezeichnen die Position im Fragment.
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Abbildung 19: Die Ubiquitinierung der Ku80_K125/126/129R-Punktmutante ist deutlich
reduziert.

H1299-Zellen wurden mit cDNAs ko-transfiziert, welche flir His-markiertes Ubiquitin, sowie flir das
Wildtyp Ku80_KuN2-Fragmente oder fir die angegebenen Mutanten kodieren. 48h nach der
Transfektion wurden die Zellen fir 4h mit 10uM MG132 inkubiert und anschlielend geerntet. IP: 83%
der Zellen wurden mit 7ml Guanidinium-Lysispuffer lysiert und die ubiquitinierten Proteine Uber Ni**-
NTA-Agarose aufgereinigt. Die ubiquitinierten Proteine wurden eluiert, mittels einer 12% SDS-PAGE
aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran transferiert. Die Membran wurde mit 5% Magermilchlésung
fir 30min blockiert und anschlieend mit einem Antikorper gegen das V5-Epitop 1,5h bei RT inkubiert.
Der Antikérper wurde in 5% Magermilchlésung 1:3000 verdiinnt. Nach Inkubation mit einem zweiten,
HRP-gekoppelten Antikdrper wurde die Membran gegen einen ECL-Film exponiert und in einer
Dunkelkammer entwickelt. Input: 17% der Zellen wurden lysiert und 50ug des =zelluldren
Gesamtproteins wurden Uber ein 12% SDS-PAGE-Gel aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran
transferiert. Die Membran wurde mit 5% Magermilchlésung fir 30min blockiert und anschlieend mit
Antikérpern gegen das V5-Epitop und PCNA (Ladekontrolle) 1,5h bei RT inkubiert. Die Verdiinnung
der Antikorper erfolgte in 5% Magermilchlésung (V5: 1:3000; PCNA: 1:50000). Nach Inkubation mit
einem zweiten, HRP-gekoppelten Antikérper wurde die Membran gegen einen ECL-Film exponiert und
in einer Dunkelkammer entwickelt.
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Wie bereits in Abbildung 15 und 17 gezeigt, wird das Ku80_ KuN2-Fragment in Gegenwart
von Ubiquitin deutlich ubiquitiniert. Diese Ubiquitinierung ist selbst dann noch nachweisbar,
wenn die Lysine 7, 35/36, 51 s owie 97 dur ch Arginin ersetzt sind. Werden hingegen
zusatzlich die Lysine 125/126 und 129 m utiert, so ist die Ubiquitinierung wesentlich
schwacher. Auch wenn zusatzlich noch Lysin 144 bzw. Lysin 144 und Lysin 156 mutiert
wurden war die Ubiquitinierung des Ku80_KuN2 Fragments deutlich reduziert (Abbildung
19).

+ + - wt V5-Ku80
- - + V5-Ku80 _K125/126/129R
- + + His-Ubiquitin
+ MG132
Ubi-Ku80

Ku80

Abbildung 20: Die Lysine 125/126/129 sind nicht alleine fiir die Ubiquitinierung des Ku80-
Proteins verantwortlich.

H1299-Zellen wurden mit cDNAs ko-transfiziert, welche flir His-markiertes Ubiquitin und Wildtyp V5-
Ku80 oder fir V5-Ku80, bei dem die Lysine K125, 126 und 1 29 durch Arginin ersetzt wurden,
kodieren. 48h nach der Transfektion wurden die Zellen fiur 4h mit 10uM MG132 inkubiert und
anschlieRend geerntet. IP: 83% der Zellen wurden mit 7ml Guanidinium-Lysispuffer lysiert und die
ubiquitinierten Proteine Uber Ni2+-NTA-Agarose aufgereinigt. Die ubiquitinierten Proteine wurden
eluiert, mittels einer 10% SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran transferiert. Die
Membran wurde mit 5% Magermilchlésung fur 30min blockiert und anschliefend mit einem Antikdrper
gegen das V5-Epitop 1,5h bei RT inkubiert. Der Antikérper wurde in 5% Magermilchlésung 1:3000
verdinnt. Nach Inkubation mit einem zweiten, HRP-gekoppelten Antikérper wurde die Membran
gegen einen ECL-Film exponiert und in einer Dunkelkammer entwickelt. Input: 17% der Zellen wurden
lysiert und 50ug des zelluldaren Gesamtproteins wurden Uber ein 12% SDS-PAGE-Gel aufgetrennt und
auf eine PVDF-Membran transferiert. Die Membran wurde mit 5% Magermilchlésung fir 30min
blockiert und anschlielend mit Antikérpern gegen das V5-Epitop und PCNA (Ladekontrolle) 1,5h bei
RT inkubiert. Die Verdinnung der Antikérper erfolgte in 5% Magermilchlésung (V5: 1:3000; PCNA:
1:50000). Nach Inkubation mit einem zweiten, HRP-gekoppelten Antikdrper wurde die Membran
gegen einen ECL-Film exponiert und in einer Dunkelkammer entwickelt.

Input

Dieses Ergebnis legt den Schluss nahe, dass eines der drei Lysine (K125/K126/K129) oder
méglicherweise auch alle drei, im Ku80-N2 Fragment ubiquitiniert wird. Zur Uberpriifung, ob
dies auch im Gesamtprotein der Fall ist oder ob es dort noch weitere Lysine gibt, die fur die
Ubiquitinierung verantwortlich sind, wurden im Ku80-Gesamtprotein die Lysine an den
Positionen 125, 126 und 129 durch Arginin ersetzt. Die cDNA der Mutante wurde zusammen
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mit einer cDNA, die flir His-markiertes Ubiquitin kodiert, in H1299-Zellen ko-transfiziert und
auf eine mogliche Ubiquitinierung getestet. Als positive Kontrolle wurde eine cDNA, die fur
das Wildtyp Ku80-Gesamtprotein kodiert, zusammen mit einer cDNA, die fur His-markiertes
Ubiquitin kodiert, ko-transfiziert. Als negative Kontrolle wurde eine cDNA, welche fir Ku80
kodiert, zusammen mit dem pcDNAS3.1-Vektor k-transfiziert. Die cDNA, welche fiur His-
Ubiquitin kodiert, wurde dabei weggelassen.

Aus Abbildung 20 geht hervor, dass nach dem Austausch der Lysine 125, 126 und 129 durch
Arginin (dritte Spur), das Ku80 Protein noch immer in gleichem Umfang ubiquitiniert wird wie
das Wildtyp Ku80 Protein (zweite Spur).

Die Expressions-Kontrolle (Input) zeigt, dass das anndhernd gleiche Mengen der fir Ku80-
kodierenden cDNA transfiziert worden waren.

Dies Ergebnis flihrt zu dem Schluss, dass die Lysine an den Positionen 125, 126 und 129

nicht alleine fur die Ubiquitinierung des Ku80-Gesamtproteins verantwortlich sind.

3.5. Die Gegenwart von BRCA1 und RNF8 verstarkt die

Ubiquitinierung des Ku80-Proteins

Ku80 ist mit Ubiquitinketten, die Uber Lysin 63 miteinander verbunden sind, modifiziert. Ein
bekanntes Protein mit einer N-terminalen RING-Domaéne, ist das Breast cancer type 1
susceptibility protein (BRCA1). BRCA1 ist eine E3-Ligase, die sowohl Uber Lysin 63
verbundene Ubiquitinketten herstellt, als auch an der Homologen Rekombination, der Nicht-
homologen Endverknupfung, der Transkriptions-gekoppelten Reparatur und de r durch
Mikrohomologie-vermittelten Endverknipfung beteiligt ist (Abbott et al., 1999; Baldeyron et
al., 2002; Lorick et al., 1999; Moynahan et al., 1999; Wang et al., 2001; Zhong et al., 20023;
Zhong et al, 2002b). Mutationen im BRCA1-Gen gehen mit einer hoheren
Wahrscheinlichkeit einher, an Brust- oder Eierstockkrebs zu erkranken (Easton et al., 1993).

Es stellte sich deshalb die Frage, ob BRCA1 mdglicherweise eine E3-Ubiquitin-Ligase fur
das Ku80-Protein sein konnte. Um diese Vermutung zu Uberprifen, wurden H1299-Zellen
mit cDNAs, welche fir V5-Ku80, His-Ubiquitin und BRCA1 kodieren, bzw. mit dem
pcDNA3.1-Vektor, ko-transfiziert. 48h nach der Transfektion wurden die Zellen fiur 4h mit
10uM MG132 inkubiert und ans chlieRend lysiert. Die ubiquitinierten Proteine wurden Uber
Ni**-NTA-Agarose aufgereinigt, durch eine 10% SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine PVDF-
Membran transferiert. Anschlieliend wurde die Menge an ubi quitiniertem Ku80 mittels

Western Blotting bestimmt.
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In Abbildung 21 wurden in der ersten Spur Zelllysate analysiert, bei denen nur eine cDNA fir
His-markiertes Ubiquitin und der pcDNAS3.1-Vektor transfiziert worden waren. Hier sind
entsprechend keine héhermolekularen Banden von Ku80 zu erkennen. In der zweiten Spur
wurden cDNAs, welche flir His-markiertes Ubiquitin und fur V5-Ku80 kodieren, sowie der
pcDNAS3.1-Vektor, ko-transfiziert. Wie bereits in Abbildung 8 gezeigt, ist das Ku80-Protein in
diesen Zellen konstitutiv ubiquitiniert. In der dritten Spur wurde das Zelllysat von Zellen
aufgetrennt, in die neben der cDNA fur His-Ubiquitin und V5-Ku80 noch zusatzlich die cDNA,
welche fir BRCA1 kodiert, ko-transfiziert wurde. Dabei fiihrte die Expression von BRCA1 zu
einer deutlichen Verstarkung der Ubiquitinierung von Ku80 (Abbildung 21).

Die Expressionskontrolle (Input) zeigt an, dass die mit einer fur Ku80 kodierenden cDNA

transfizierten Zellen vergleichbare Mengen der transfizierten cDNA exprimieren.

- - + BRCA1
- + + V5-Ku80
+ + + His-Ubiquitin
IP
- Ubi-Ku80
BRCA1

Input .
[—— -

Abbildung 21: Die Gegenwart von BRCA1 verstarkt die Ubiquitinierung des Ku80-Proteins.
H1299-Zellen wurden mit cDNAs, welche fiir V5-Ku80, His-Ubiquitin oder BRCA1 kodieren, bzw. mit
dem pcDNA3.1-Vektor transfiziert. 48h nach der Transfektion wurden die Zellen 4h mit 10uM MG132
inkubiert und anschlieBend geerntet. /P: 83% der Zellen wurden mit 7ml Guanidinium-Lysispuffer
lysiert und die ubiquitinierten Proteine Uber Ni2+-NTA-Agarose aufgereinigt. Die ubiquitinierten
Proteine wurden eluiert, mittels einer 10% SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran
transferiert. Die Membran wurde mit 5% Magermilchldsung fir 30min blockiert und mit PBS/0,2%
Tween gewaschen. Die Inkubation der Membran mit dem Antikdrper gegen das V5-Epitop (1:3000),
erfolgte in DMEM mit 10% FCS und 1% Penizillin/Streptomyzin Gber Nacht bei 4°C auf einem
Drehrad. Nach Inkubation mit einem zweiten, HRP-gekoppelten Antikérper wurde die Membran gegen
einen ECL-Film exponiert und in einer Dunkelkammer entwickelt. Input: 17% der Zellen wurden lysiert
und 50ug des zellularen Gesamtproteins wurden Uber ein 10% SDS-PAGE-Gel aufgetrennt und auf
eine PVDF-Membran transferiert. Die Membran wurde mit 5% Magermilchlésung fir 30min blockiert
und mit PBS/0,2% Tween gewaschen. Die Inkubation der Membran mit den Antikdrpern gegen das
V5-Epitop (1:3000), BRCA1 (1:500) und PCNA (Ladekontrolle; 1:50000) erfolgte in DMEM mit 10%
FCS und 1% Penizillin/Streptomyzin tber Nacht bei 4°C auf einem Drehrad. Nach Inkubation mit
einem zweiten, HRP-gekoppelten Antikérper wurde die Membran gegen einen ECL-Film exponiert und
in einer Dunkelkammer entwickelt.
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Um zu untersuchen, ob BRCA1 eine physiologische Relevanz bei der Ubiquitinierung von
Ku80 hat, wurden Zellen entweder mit einer Kontroll siRNA oder mit siRNA, die gegen
BRCA1 gerichtet ist, transfiziert. Zusatzlich wurden noch cDNAs, die fur His-markiertes
Ubiquitin und fur mit einem V5-Epitop-markiertem Ku80 kodieren, transfiziert. 96h nach der
Transfektion wurden die Zellen geerntet und anschliefend lysiert. Die ubiquitinierten
Proteine wurden (iber Ni*-NTA-Agarose aufgereinigt und durch eine 10% SDS-PAGE
aufgetrennt. Anschlief’end wurde die Menge an ubiquitiniertem Ku80 durch Western Blotting

bestimmt.

siKontrolle
siBRCA1
V5-Ku80
His-Ubiquitin

+
+ + o+

Ubi-Ku80

BRCA1
Input
Ku80

- o

Abbildung 22: Die Verminderung der BRCA1 Menge fiihrt nicht zu einer verminderten Ku80
Ubiquitinierung.

H1299-Zellen wurden mit einer cDNA, die fur His-Ubiquitin und, wo angegeben, mit einer cDNA, die
fur V5-Ku80 kodiert, transfiziert. Zusatzlich wurden, wo angegeben, 800pmol einer gegen BRCA1
gerichteten siRNA bzw. einer Kontroll siRNA ko-transfiziert. 96h nach der Transfektion wurden die
Zellen geerntet. IP: 83% der Zellen wurden mit 7ml Guanidinium-Lysispuffer lysiert und die
ubiquitinierten Proteine Uber Ni2+-NTA-Agarose aufgereinigt. Die ubiquitinierten Proteine wurden
eluiert, mittels einer 10% SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran transferiert. Die
Membran wurde mit 5% Magermilchlésung flr 30min blockiert und mit PBS/0,2% Tween gewaschen.
Die Inkubation der Membran mit einem Antikdrper gegen das V5-Epitop (1:3000), erfolgte in DMEM
mit 10% FCS und 1% Penizillin/Streptomyzin tGber Nacht bei 4°C auf einem Drehrad. Nach Inkubation
mit einem zweiten, HRP-gekoppelten Antikérper, wurde die Membran gegen einen ECL-Film exponiert
und in einer Dunkelkammer entwickelt. Input: 17% der Zellen wurden lysiert und 50ug des zellularen
Gesamtproteins wurden Uber ein 10% SDS-PAGE-Gel aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran
transferiert. Die Membran wurde mit 5% Magermilchldsung fiir 30min blockiert und mit PBS/0,2%
Tween gewaschen. Die Inkubation der Membran mit den Antikdrpern gegen das V5-Epitop (1:3000),
BRCA1 (1:500) und PCNA (Ladekontrolle; 1:50000) erfolgte in DMEM mit 10% FCS und 1%
Penizillin/Streptomyzin tGber Nacht bei 4°C auf einem Drehrad Nach Inkubation mit einem zweiten,
HRP-gekoppelten Antikérper wurde die Membran gegen einen ECL-Film exponiert und in einer
Dunkelkammer entwickelt

Bei Abbildung 22 wurde in der ersten Spur nur eine cDNA, welche flir His-markiertes
Ubiquitin kodiert, transfiziert. Entsprechend der Abwesenheit von V5-markiertem Ku80 sind
hier auch keine héhermolekularen Banden fur dieses Protein zu erkennen. In der zweiten
Spur wurde das Zelllysat von Zellen aufgetrennt, die mit cDNAs, welche V5-markiertes Ku80

und His-markiertes Ubiquitin kodieren, ko-transfiziert worden waren. Hier sind
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héhermolekulare Banden zu sehen, die auf eine Ubiquitinierung des Ku80-Proteins
hindeuten. In der dritten und vierten Spur wurden die Zellen, zusatzlich zu den cDNAs fur
His-markiertes Ubiquitin und V5-markiertes Ku80, noch mit einer gegen BRCA1 gerichteten
siRNA bzw. mit einer Kontroll siRNA transfiziert. In beiden Fallen zeigt sich eine starke
Ubiquitinierung des Ku80-Proteins, die nach Ko-Transfektion der gegen BRCA1-gerichteten
siRNA sogar starker ist, als nach Transfektion einer Kontroll-siRNA (Abbildung 22). Bei der
Expressionskontrolle (Input) ist in den ersten drei Spuren eine Bande in Hohe von 220kDa zu
erkennen, was der GroRe von BRCA1 entspricht. In der letzten Spur ist das Signal fir
BRCA1 deutlich reduziert. Die auf den ersten Blick starkere Ubiquitinierung in der vierten
Spur im Vergleich zur dritten, lasst sich durch die unterschiedliche Menge an geladenem
Gesamtprotein erklaren, wie sich anhand des Signals fir PCNA, welches als Ladekontrolle

eingesetzt wurde, entnehmen lasst.

Eine weitere E3-Ubiquitin-Ligase, welche neben BRCA1 ebenfalls K63-Ubiquitinketten
herstellt, ist RNF8 (RING finger protein 8). RNF8 spielt besonders am Anfang der
Doppelstrangbruch-Reparatur eine Rolle. RNF8 besteht aus einer N-terminalen FHA-
(forkhead-associated) Domane und einer RING-Finger-Domane am C-Terminus und lagert
sich an den D SB an, indem es eine Phosphorylierungs-abhangige Interaktion zwischen der
N-terminalen FHA-Doméne und des durch ATM phosphorylietem TQXF Motivs von MDC
(mediator of DNA damage checkpoint) eingeht (Huen et al., 2007; Kolas et al., 2007; Mailand
et al., 2007). Bekannte Substrate von RNF8 sind die Histon-Proteine H2A und H2AX, welche
durch RNF8/Ubc13 ubiquitiniert werden. Diese Ubiquitinierung dient als Plattform flr die
Anlagerung weiterer Proteine. RNF8 bleibt so lange am Doppelstrangbruch, bis der Schaden
repariert ist (Mailand et al., 2007), was bedeutet, dass spater rekrutierte Proteine ebenfalls

noch durch RNF8 ubiquitiniert werden kénnen.

Um einen moglichen Einfluss von RNF8 auf die Ubiquitinierung von Ku80 zu untersuchen,
wurden H1299-Zellen mit cDNAs, die flr V5-Ku80, His-Ubiquitin und FLAG-RNF8 kodieren,
ko-transfiziert. Bei den Proben, wo keine cDNA fir FLAG-RNF8 eingesetzt wurde, wurde die
gleiche Menge des pcDNAS3.1 Vektors ko-transfiziert. 48h nach der Transfektion wurden die
Zellen geerntet. Die ubiquitinierten Proteine wurden (iber Ni**-NTA-Agarose aufgereinigt und
durch eine 10% SDS-PAGE aufgetrennt. Anschlielend wurde die die Menge an

ubiquitiniertem Ku80 durch Western Blotting bestimmt.
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Abbildung 23: Die Gegenwart von RNF8 verstarkt die Ubiquitinierung des Ku80-Proteins.
H1299-Zellen wurden mit cDNAs, welche flr V5-Ku80, His-Ubiquitin und FLAG-RNF8 kodieren bzw.
mit dem pcDNAS3.1 Vektor ko-transfiziert. 48h nach der Transfektion wurden die Zellen geerntet. IP:
83% der Zellen wurden mit 7ml Guanidinium-Lysispuffer lysiert und die ubiquitinierten Proteine tber
Ni2+-NTA-Agarose aufgereinigt. Die Proteine wurden eluiert, mittels einer 10% SDS-PAGE aufgetrennt
und auf eine PVDF-Membran transferiert. Die Membran wurde mit 5% Magermilchlésung fur 30min
blockiert und mit PBS/0,2% Tween gewaschen. Die Inkubation der Membran mit einem Antikdrper
gegen das V5-Epitop (1:3000), erfolgte in DMEM mit 10% FCS und 1% Penizillin/Streptomyzin Gber
Nacht bei 4°C auf einem Drehrad. Nach Inkubation mit einem zweiten, HRP-gekoppelten Antikorper,
wurde die Membran gegen einen ECL-Film exponiert und in einer Dunkelkammer entwickelt. Input:
17% der Zellen wurden lysiert und 50ug des zellularen Gesamtproteins wurden Uber ein 10% SDS-
PAGE-Gel aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran transferiert. Die Membran wurde mit 5%
Magermilchlésung fir 30min blockiert und mit PBS/0,2% Tween gewaschen. Die Inkubation der
Membran mit Antikdrpern gegend as V5-Epitop (1:3000), den FLAG-tag (1:1000) und P CNA
(Ladekontrolle; 1:50000) erfolgte in DMEM mit 10% FCS und 1% Penizillin/Streptomyzin tUber Nacht
bei 4°C auf einem Drehrad. Nach Inkubation mit einem zweiten, HRP-gekoppelten Antikdrper wurde
die Membran gegen einen ECL-Film exponiert und in einer Dunkelkammer entwickelt.

In Abbildung 23 wurden in der linken Spur Zelllysate aus Zellen aufgetragen, die nur mit
einer cDNA, die fur His-Ubiquitin kodiert, und dem pcDNA3.1 Vektor ko-transfiziert worden
waren. Entsprechend der Abwesenheit von V5-markiertem Ku80 waren hier auch keine
héhermolekularen Banden fir das V5-Ku80-Protein zu beobachten. In der mittleren Spur
wurden Zelllysate von Zellen analysiert, die mit cDNAs, die fir His-Ubiquitin und V 5-Ku80
kodieren, sowie mit dem pcDNA3-1 Vektor ko-transfiziert worden waren. In der rechten Spur
wurden Zelllysate von Zellen analysiert, die zusatzlich noch mit einer cDNA, welche fur
RNF8 kodiert, transfiziert worden waren. Wahrend in der mittleren Spur, ohne ek topische
Expression von RNF8, eine schwache Ubiquitinierung zu erkennen war, war in der rechten
Spur, in Gegenwart von ektopisch exprimiertem RNF8, eine deutlich starkere Ubiquitinierung
von Ku80 zu sehen (Abbildung 23).

Mit Ausnahme der ersten Spur, war in allen Spuren V5-markiertes Ku80 vorhanden, wie aus

der Expressionskontrolle (Input) zu erkennen ist (Abbildung 23).
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3.6. BRCA1 interagiert mit Ku80

Da eine Uberexpression von BRCA1 zu einer verstarkten Ubiquitinierung des Ku80-Proteins
fuhrt, stellte sich die Frage, ob es méglicherweise zu einer direkten Interaktion zwischen den
beiden Proteinen kommt. Um diese Annahme zu Uberprifen, wurde eine Ko-
Immunprazipitation durchgeflhrt.

Um die Interaktion von BRCA1 und Ku80 nachzuweisen, wurden H1299 Zellen mit cDNAs,
die fir Ku80 und BRCA1 kodieren, transfiziert. 48 Stunden nach der Transfektion wurden die
Zellen flr 4h mit 10pM MG132 inkubiert und anschlieBend lysiert. 750ug des zelluldren
Gesamtproteins wurden Uber Nacht bei 4°C mit A+G-Agarose, die mit Antikdrpern gegen
BRCA1 bzw. Ku80 gekoppelt waren, inkubiert. Anschlie®end wurde die A+G-Agarose
gewaschen und zur Elution der gebundenen Proteine mit Probenpuffer versetzt. Das Ganze

wurde auf ein 10% SDS-Polyacrylamidgel aufgetragen und m ittels Western Blotting

analysiert.
A B
+ + BRCA1 + + BRCA1
+ + Ku80 + + Ku80
i - Ku80-AK i - BRCA1-AK
+ + MG132 + + MG132
Ku80 BRCA1
H BRCA1 Ku80
Input M BRCA1 BRCA1

Abbildung 24: Das Ku80-Protein interagiert mit dem BRCA1-Protein.

H1299-Zellen wurden mit cDNAs transfiziert, die fur V5-Ku80 und BRCA1kodieren. 48h nach der
Transfektion wurden die Zellen fur 4h mit 10uM MG132 inkubiert und anschlieRend lysiert. /P: Ku80
bzw. BRCA1 wurden mit dem entsprechenden Antikérper, gekoppelt an A+G-Agarose, aus 750ug des
zellularen Gesamtproteins ber Nacht bei 4°C prazipitiert. Die Prazipitate wurden durch eine 10%
SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran transferiert. Die Membran wurde 30min mit 5%
Magermilchlésung blockiert. AnschlieRend wurde die Membran mit PBS/0,2% Tween gewaschen. Die
Inkubation der Membran mit Antikérpern gegen Ku80 (1:5000) und BRCA1 (1:500) erfolgte in DMEM
mit 10% FCS und 1% Penizillin/Streptomyzin tGber Nacht bei 4°C auf einem Drehrad. Nach Inkubation
mit einem zweiten, HRP-gekoppelten Antikérper wurde die Membran gegen einen ECL-Film exponiert
und entwickelt. Input: 50ug an zellularem Gesamtprotein wurde mittels einer 10% SDS-PAGE
aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran transferiert. Die Membran wurde 30min mit 5%
Magermilchlésung blockiert. Anschliefend wurde die Membran mit PBS/0,2%Tween gewaschen. Die
Inkubation der Membran mit Antikérpern gegen Ku80 (1:5000), BRCA1 (1:500) und PCNA (1:50000)
erfolgte in DMEM mit 10% FCS und 1% Penizillin/Streptomyzin tber Nacht bei 4°C auf einem
Drehrad. Nach Inkubation mit einem zweiten, HRP-gekoppelten Antikérper wurde die Membran gegen
einen ECL-Film exponiert und entwickelt.
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Nach der Prazipitation von Ku80 mit einem an Protein A+G-gekoppelten anti-Ku80-
Antikorper aus dem Gesamtzelllysat und der anschlieRenden Hybridisierung der Membran
mit einem gegen BRCA1 gerichteten Antikdrper, zeigt sich ein Signal in der H6he von
220kDa (Abbildung 24A). Diese Grofie entspricht dem Molekulargewicht von BRCA1. Wurde
hingegen nur mit Protein A+G-Agarose (ohne Antikorper) prazipitiert, dann war dieses Signal
nicht vorhanden (Abbildung 24A). Analog war bei der Prazipitation von BRCA1 nach der
Hybridisierung mit einem gegen Ku80 gerichteten Antikdrper ein Signal bei 86kDa zu
detektieren, bei dem es sich sehr wahrscheinlich um den N achweis von Ku80 handelt
(Abbildung 24B). Auch hier war bei einer Prazipitation nur mit Protein A+G-Agarose (ohne
Antikorper) kein Signal zu sehen (Abbildung 24B).

3.7. Das BRCA1 Protein ist an Doppelstrangbriichen nachweisbar

Sollte BRCA1 in die Anfangsphase der Doppelstrangbruchreparatur involviert sein, so sollte
man unter dem Fluoreszenzmikroskop eine Ko-Lokalisation mit yYH2AX nachweisen kénnen.
Bei einem Doppelstrangbruch, wird schon nach kurzer Zeit das Histon-Protein H2AX durch
ATM phosphoryliert. Das phosphorylierte H2AX-Protein, das auch als yH2AX bezeichnet
wird, ist nach einer Immunfluoreszenzfarbung im Mikroskop als ,Fokus® nachweisbar. Ein
Fokus des yH2AX-Proteins entspricht einem Doppelstrangbruch (Blocher and P ohlit, 1982;
Lobrich et al., 1994a; Lobrich et al., 1994b; Paull et al., 2000; Rogakou et al., 1998). Die
Anwesenheit von BRCA1 an D oppelstrangbriichen wurde mittels Fluoreszenzfarbung in
SKOV3-Zellen dokumentiert. SKOV3-Zellen besitzen eine relativ grole Menge an
endogenem BRCA1, sodass das Protein auch im Fluoreszenzmikroskop detektiert werden
kann.

Fir den N achweis von BRCA1 an D oppelstrangbrichen wurden SKOV3-Zellen auf
Glasplattchen ausgesat und a m nachsten Tag mit 0,5 Gray bestrahlt. 45min nach der
Bestrahlung wurden die Zellen auf den Glasplattchen fixiert und anschlielend mit
Antikorpern gegen yH2AX und BRCA1 inkubiert. Beide primaren Antikbrper kommen aus
unterschiedlichen Organismen und muissen daher mit verschiedenen sekundaren
Antikérpern detektiert werden. Als sekundare Antikérper wurden IgG-Antikorper verwendet,
die mit unterschiedlichen Fluorophoren gekoppelt sind. Dabei wurde fiir den Nachweis von
YH2AX ein Alexa488-gekoppelter-anti-Maus-IgG-Antikérper verwendet und fur den Nachweis
von BRCA1 ein Alexa546-gekoppelter-anti-Kaninchen-IlgG-Antikérper. Nach  der
Antikérperinkubation wurden die Glasplattchen auf einem Objekttrager eingebettet und an

einem Konfokalmikroskop ausgewertet. Wenn die beiden sekundaren Antikorper in
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raumlicher N&he zueinander sind, dann findet eine Uberlagerung der Emissionen der beiden

Fluorophore statt und aus der roten (Alexa546) und griinen Farbe (Alexa488) entsteht gelb.
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Abbildung 25: BRCA1 ko-lokalisiert mit yH2AX.

SKOV3-Zellen wurden auf Glasplattchen ausgesat und am nachsten Tag mit 0,5Gy bestrahlt. 45min
nach der Bestrahlung wurden die Zellen mit Azeton/Methanol (1:1) fixiert. Anschliefend wurden die
Zellen mit einem primaren Antikérper gegen yH2AX und BRCA1 fir 1,5h bei RT inkubiert. Danach
wurden die Zellen 1,5h bei RT mit einem Alexa488-gekoppelten sekundaren gegen Maus-IgG
gerichteten Antikérper (grin) und einem Alexa546-gekoppelten sekundéaren gegen Kaninchen-lgG
gerichteten Antikdrper (rot) inkubiert. Zur Farbung des Zellkerns wurde Draq5® verwendet. Die Zellen
wurden auf einem Objekttrager eingebettet und mit einem Konfokalmikroskop ausgewertet.

In Abbildung 25 sind links oben in griin, einzelne yH2AX-Fozi zu erkennen. Rechts oben
stellen die roten Punkte das BRCA1-Protein dar. Der durch Draq5® angefarbte Zellkern ist
links unten in blau zu erkennen. Bei der Uberlagern der drei Bilder sind gelbe Punkte zu
erkennen die anzeigen, dass yH2AX und BRCA1 am Doppelstrangbruch ko-lokalisieren
(Abbildung 25).
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3.8. BRCA1 fordert die Doppelstrangbruch-Reparatur

Da BRCA1 direkt mit dem Ku80 Protein interagiert und aul’er dem relativ friih an
Doppelstrangbriichen akkumuliert, stellte sich die Frage, ob BRCA1 flir die Reparatur von
Doppelstrangbriichen bendétigt wird. Eine Mdoglichkeit Doppelstrangbriiche sichtbar und
zahlbar zu machen, ist die Bestimmung von yH2AX-Fozi (Blocher and Pohlit, 1982; Lobrich
et al., 1994a; Lobrich et al., 1994b). Da die Anzahl der Doppelstrangbriiche im Laufe der
Doppelstrangbruchreparatur abnimmt, kann die Anzahl der yH2AX-Fozi auch zur
Bestimmung der DNA-Reparatur herangezogen werden (Blocher and Pohlit, 1982; Lobrich et
al., 1994a; Lobrich et al., 1994b).

Um den Einfluss von BRCA1 auf die Doppelstrangbruch-Reparatur zu bestimmen, wurde in
SKOV3-Zellen die Menge des BRCA1-Proteins durch Transfektion einer gegen BRCA1-
gerichteten siRNA reduziert. 96h nach Transfektion der Zellen mit der siRNA wurden die
Zellen mit 0,5Gray bestrahlt und nach 0,5, 8h und 24h fixiert. Danach wurden die Zellen mit
einem gegen phosphoryliertes H2AX gerichteten ersten und Fluorophor-gekoppelten zweiten
Antikérper inkubiert, auf einem Objekttrager eingebettet und unter einem Konfokalmikroskop
ausgewertet. Bei der Auswertung wurden pro Zeitpunkt yH2AX-Fozi von 50 Zellen manuell
ausgezahlt. Die bestrahlten Zellen wurden mit unbestrahlten Zellen, die jedoch gleichfalls mit
einer gegen BRCA1-gerichteten siRNA transfiziert worden waren, sowie mit Zellen, die
anstelle von einer gegen BRCA1-gerichteten siRNA mit einer Kontroll siRNA transfiziert

worden waren, verglichen.

Abbildung 26: BRCA1 beeinflusst die Doppelstrangbruch-Reparatur.

(A) SKOV3-Zellen wurden auf Glasplattchen herangezogen und mit 800pMol einer gegen BRCA1-
gerichteten siRNA oder einer Kontroll-siRNA transfiziert. 96h nach der Transfektion wurden die Zellen
mit 0,5Gy bestrahlt und zu den angegeben Zeitpunkten mit Azeton/Methanol (1:1) fixiert. Danach
wurden die Zellen 30min mit 1% BSA in PBS blockiert. AnschlieRend wurden die Zellen mit einem
primaren Antikdrper gegen yH2AX und danach mit einem Alexa488-gekoppelten, sekundaren gegen
Maus-IgG gerichteten Antikdrper (griin) und mit Drag5 (blau) inkubiert. Die Zellen wurden auf einem
Objekttrager eingebettet und mit einem Konfokalmikroskop ausgewertet. (B) Pro Ansatz und Zeitpunkt
wurden die yH2AX-Fozi von 50 Z ellen gezahlt. Aus drei unabhangigen Experimenten wurden
Mittelwert und Standardabweichung berechnet und graphisch dargestellt. Durch einen Zwei-
Stichproben-t-Test mit ungleicher Varianz wurde der p-Wert ermittelt (*: p<0,05). (C) Ein Aliquot der
Zellen wurde lysiert. 50ug Protein wurden iber ein 10% SDS-PAGE-Gel aufgetrennt und auf eine
PVDF-Membran transferiert. Die Membran wurde 30min mit 5% Magermilchlésung blockiert.
Anschlielfend wurde die Membran mit PBS/0,2%Tween gewaschen. Die Inkubation der Membran mit
Antikdrpern gegen BRCA1 (1:500) und PCNA (Ladekontrolle; 1:50000) erfolgte in DMEM mit 10%
FCS und 1% Penizillin/Streptomyzin tber Nacht bei 4°C auf einem Drehrad. Nach Inkubation mit
einem zweiten, HRP-gekoppelten Antikdrper wurde die Membran gegen einen ECL-Film exponiert und
entwickelt.
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Wie aus Abbildung 26 hervorgeht, waren in Zellen, in denen die BRCA1 Menge mittels
siRNA reduziert worden war und die nicht bestrahlt worden sind, nahezu keine Fozi zu
erkennen. Die durchschnittiche Anzahl an yH2AX-Fozi betrug hier 1,46. 0,5h nach
Bestrahlung waren durchschnittlich 15,82 yH2AX-Fozi zu erkennen. Nach 8hw ar ein
Ruckgang auf 12,51 Fozi pro Zelle zu beobachten und 24h nach Bestrahlung waren es noch
8,75 yH2AX-Fozi. Demgegenlber war in Zellen, die mit einer Kontroll siRNA transfiziert und
nicht bestrahlt worden waren, eine durchschnittliche Anzahl von 1,18 yH2AX-Fozi pro Zelle
vorhanden. In Zellen, die 0,5h nach Bestrahlung fixiert worden waren, wurden 18,14 Fozi
gezahlt. Dies entspricht in etwa dem erwarteten Wert von ca. 20 Doppelstrangbrichen pro
0,5 Gray (Blocher and Pohlit, 1982; Lobrich et al., 1994a; Lobrich et al., 1994b). 8h Stunden
nach der Bestrahlung war die Anzahl an yH2AX-Fozi auf 11,42 Fozi reduziert. Diese
Abnahme der Anzahl der yH2AX-Fozi liegt vermutlich daran, dass in der
dazwischenliegenden Zeit, einige Doppelstrangbriiche repariert worden sind. 24h nach
Bestrahlung waren in den Zellen, welche mit einer Kontroll siRNA transfiziert worden waren,
nur noch 2,54 yH2AX-Fozi zu zahlen, was in etwa dem Anfangswert ohne B estrahlung
entspricht. Insgesamt war in Zellen, die mit einer gegen BRCA1 gerichteten siRNA
transfiziert worden waren, ein deutlich schwacherer Ruckgang an yH2AX-Fozi zu

beobachten, als in Zellen, welche mit einer Kontroll siRNA transfiziert worden waren.

3.9. BRCA1 reguliert die Bindung von Ku80 an Doppelstrangbriiche

Ku80 spielt eine wichtige Rolle bei der Doppelstrangbruch-Reparatur. Zusammen mit Ku70
formt es ein Heterodimer und bildet so die regulierende Untereinheit der DNA-abhangigen
Protein-Kinase (DNA-PK) (Cary et al., 1997). Diese dient als Ausgangspunkt und Plattform
zur Anlagerung und Rekrutierung weiterer Reparaturfaktoren wie zum Beispiel der Nuklease
Artemis oder der Ligase V. Zusatzlich bewirkt es durch seine Ringstruktur einen Schutz der
freien DNA-Enden und schitzt diese vor ungewolltem Abbau. Ku80 besitzt eine wichtige
Funktion in der ersten Phase der Nicht-homologen Endverknipfung und ohne Ku80 zeigen
sich Chromosomen-Anomalien in somatischen Zellen (Li et al., 2002).

Durch die Beobachtung, dass BRCA1 die Reparatur von Doppelstrangbriichen verbesserte,
stellte sich die Frage, ob BRCA1 die Bindung von Ku80 an Doppelstrangbriche beeinflussen
kann. Um diese Frage zu beantworten, wurde eine Chromatin-Immunprazipitation mit einem
gegen Ku80 gerichteten Antikorper durchgefiihrt. Dazu wurden zunachst H1299-Zellen mit
dem pEJ-Plasmid transfiziert. Dieses Plasmid besitzt zwei Schnittstellen fir die

Meganuklease IScel. In Gegenwart von IScel wird so ein Doppelstrangbruch erzeugt.
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Abbildung 27: BRCA1 beeinflusst die Bindung von Ku80 an Doppelstrangbriiche.

H1299-Zellen wurden mit einer Kontroll siRNA (siKontrolle) oder mit einer gegen BRCA1-gerichteten
siRNA (siBRCA1), zusammen mit einem Plasmid, welches fiir die Meganuklease IScel kodiert
(pIScel), die mit der Hormonbindedoméane des Ostrogenrezeptors fusioniert ist, und dem pEJ-Plasmid
(pEJ), welches eine Schnittstelle fiir IScel besitzt, transfiziert. 96h nach der Transfektion wurde durch
Zugabe von Triamzinolonazetonid (TA) die Translokation der Meganuklease in den Zellkern induziert.
Bei der Kontrolle (C) und dem Oh-Wert wurde anstelle von TA nur mit Ethanol inkubiert. Die Zellen
wurden zu den a ngegebenen Zeitpunkten mit Formaldehyd fixiert und eingefroren. (A) 25% der
Zellsuspension wurden fir die ChlP lysiert. AnschlieRend wurde die DNA mit Ultraschall fragmentiert.
Dann erfolgte durch BSA, sonifizierte Lachssperma-DNA und 40ul Protein-A+G-gekoppelter Agarose
die Vorreinigung. AnschlieBend wurde fur den | nput ein Aliquot entnommen und die verbleibende
Probe fiir die ChIP mit 40pl Protein-A+G-gekoppelter Agarose und 2ug Ku80-Antikérper (Ku80-AK)
Uber Nacht auf einem Drehrad bei 4 °C, inkubiert. Nach der Préazipitation des Ku80-Proteins wurde die
Agarose vier Mal gewaschen. AnschlieBend wurden die Protein-DNA-Komplexe 10 min bei 65°C
eluiert Die Proben der ChIP und die der DNA-Kontrollen wurden anschlieRend bei 65 °C fir 5 h
inkubiert um die DNA-Protein Verbindung zu I6ésen. Dann wurden durch Zugabe von RNase A und
Proteinase K RNA und Proteine verdaut. Die DNA der Proben wurde daraufhin durch
Chloroform/Phenol/lsoamylalkohol extrahiert und bei -20 °C fur 2 h gefallt. Nach dem Pelletieren der
DNA wurde diese einmal mit 80 %igem Ethanol gewaschen und das DNA Pellet bei RT getrocknet.
AnschlieRend wurde dieses in 30l H ,O geldst, wobei 1ul dieser DNA-L&sung als Template fur die
PCR diente. Dieses PCR Produkt wurde Uber ein 2% Agarosegel aufgetrennt. (B) Die Signale aus Teil
B wurden mit ImageJ quantifiziert und aus gewertet. Die erhaltenen Werte der IP wurden durch die
Werte des Inputs normalisiert und die Werte der Kontrolle (C) davon abgezogen. Der ,0-Wert* wurde
»1“ gesetzt. (C) Zur Expressionskontrolle wurden 75% der geernteten H1299-Zellen lysiert, Gber ein
10% SDS-PAGE Gel aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran transferiert. Die Membran wurde
30min mit 5% Magermilchldsung blockiert. AnschlieBend wurde die Membran mit PBS/0,2% Tween
gewaschen. Die Inkubation der Membran mit Antikérpern gegen Ku80 (1:5000), BRCA1 (1:500) und
PCNA (Ladekontrolle; 1:50000) erfolgte in DMEM mit 10% FCS und 1% Penizillin/Streptomyzin tber
Nacht bei 4°C auf einem Drehrad. Nach Inkubation mit einem zweiten, HRP-gekoppelten Antikérper
wurde die Membran gegen einen ECL-Film exponiert und entwickelt.

Entsprechend wurden die H1299-Zellen zusatzlich mit dem pRFP-GR-IScel-Plasmid
transfiziert, das fur die Meganuklease IScel kodiert. Die Meganuklease IScel auf diesem
Plasmid, ist mit der Hormon-Bindedoméane des Ostrogenrezeptors fusioniert. Diese Fusion
fuhrt dazu, dass das Fusionsprotein in Abwesenheit von Ostrogen im Zytoplasma lokalisiert
ist. Bindet jedoch Ostrogen, oder ein Ostrogenanalogon (z.B.Triamzinolonazetonid) an die
Hormon-Bindestelle, dann transloziert das Fusionsprotein in den Zel lkern. Dies bedeutet,
dass in den transfizierten H1299-Zellen, IScel im Zytoplasma lokalisiert ist. Durch Zugabe
von Triamzinolonazetonid (TA), gelangt das Enzym in den Zellkern, wo es im pEJ-Plasmid
einen Doppelstrangbruch hervorruft.

96h nach der Ko-Transfektion der Zellen, entweder mit einer gegen BRCA1-gerichteten
siRNA oder mit einer Kontroll siRNA und den Plasmiden pEJ und pRFP-GR-IScel, wurden
die Zellen 30min mit Triamzinolonazetonid inkubiert und anschlieliend zu den angegebenen
Zeitpunkten geerntet und mit 1% Formaldehyd fixiert. Die Kontrolle (C) und der Oh-Wert
wurden nicht induziert und stattdessen nur mit der entsprechenden Menge Ethanol, indem
TA solubilisiert worden war, inkubiert. Nachdem die Zellen fixiert waren, wurden die Zellen
eingefroren. Am nachsten Tag wurden die Zellen lysiert und die DNA durch Sonifizieren in
kleine Fragmente zerteilt. Mit einem an A+G-Agarose-gekoppelten anti-Ku80-Antikérper

wurde das an DNA-gebundene Ku80-Protein prazipitiert. Der Protein-DNA-Komplex wurde
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gewaschen und von der A+G-Agarose eluiert. Nach Beseitigung von RNA und Proteinen
durch Inkubation mit RNase A und P roteinase K wurde die verbleibende DNA mittels
Chloroform/Phenol/lsoamylalkohol aufgereinigt und g eféllt. Das entstandene DNA-Pellet
wurde mit 80% Ethanol gewaschen, getrocknet und in Wasser geldst. 1ul von jeder Probe
wurde zur PCR verwendet um die Menge an D NA-gebundenem Ku80 zu bestimmen. Zur
genauen Quantifizierung der erhaltenen Werte wurden die Banden mit dem Programm
ImageJ ausgelesen. Die erhaltenen Werte wurden durch die entsprechenden Werte der
Input-Kontrolle dividiert und der Wert der Kontrolle (C) von diesen abgezogen. Der Wert der

uninduzierten Probe (Oh-Wert) wurde ,1“ gesetzt.

Wie aus Abbildung 27 hervorgeht, war in Zellen, welche mit einer Kontroll siRNA transfiziert
worden waren, bereits 30 Minuten nach der TA-Zugabe eine, gegenlber unbehandelten
Zellen mehr als doppelt so starke Bindung (2,3fache) von Ku80 an das pEJ Plasmid (mit
dem durch IScel induzierten Doppelstrangbruch) zu beobachten. Beim 1h-Wert war immer
noch eine verstarkte Bindung zu beobachten, wenngleich auch nicht mehr so stark. Der 2h-
Wert war wieder auf den Ausgangswert zurlickgegangen und erst beim 4h-Wert erfolgte ein
erneuter Anstieg auf das 1,7fache. Das Gegenteil war bei Proben der Fall, in welchen die
BRCA1 Menge durch eine Transfektion mit einer gegen BRCA1-gerichteten siRNA verringert
worden war. Hier war 30min nach der Induktion eines Doppelstrangbruches keine verstarkte
Bindung von Ku80 an den Schaden zu erkennen. Die Menge an gebundenem Ku80 blieb
mehr oder minder bis zum 2h-Wert gleich. Beim 1h-Wert war eine Erhéhung auf das
1,3fache zu beobachten, wahrend es beim 2h-Wert zu einem Absinken auf das 0,8fache der
uninduzierten Probe kam. Erst vier Stunden nach der Bestrahlung zeigte sich eine Zunahme
der Bindung des Ku80 Proteins an das pEJ-Plasmid auf das 1,4fache. Sie blieb aber immer
noch hinter den Werten der Proben ohne Reduzierung der BRCA1 Menge zuriick (Abbildung
27A, B).

Um die Reduktion der BRCA1 Menge zu uberprifen, wurde ein Teil der Zellen nach der
Fixierung lysiert, das darin enthaltene Gesamtprotein Uber eine 12% SDS-PAGE aufgetrennt
und die Proteine auf eine PVDF-Membran transferiert. AnschlieBend wurde die
Proteinmenge an BRCA1, Ku80 und P CNA bestimmt. In jeder Spur, bei der eine Kontroll
siRNA transfiziert worden war, waren Banden auf der Hohe von 220kDa zu erkennen, was
auf das Vorhandensein von BRCA1 deutet. Bei den Proben, bei denen eine gegen BRCA1
gerichtete siRNA transfiziert worden war, war keine Bande zu erkennen (Abbildung 27C). In
jeder Probe war au3erdem ein etwa gleich starkes Signal bei ca. 86kDa zu erkennen, was
der Hohe von Ku80 entspricht (Abbildung 27C).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass es in Anwesenheit von BRCA1, vermutlich zu

einer starkeren Bindung von Ku80 an den Doppelstrangbruch kommt, als wenn die BRCA1
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Menge mittels siRNA verringert wurde. Dieses Ergebnis legt dar, dass BRCA1 die Bindung
von Ku80 an geschadigte DNA beeinflussen kdnnte. Allerdings wurde dieses Experiment

bisher nur einmal durchgefihrt.
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4. Diskussion

4.1. Das Ku80 Protein ist ubiquitiniert

Nach einem DNA-Schaden mussen innerhalb kurzester Zeit diverse zellulare Reaktionen
aktiviert werden, angefangen beim Zellzyklusarrest, Gber die eigentliche Reparatur des DNA-
Schadens, bis hin zum Auslésen der Apoptose. Um hier schnellstmdglich reagieren zu
kénnen werden in der Zelle haufig Proteine posttranslationell modifiziert. Durch diese
posttranslationellen Modifikationen kann die Aktivitdt von Proteinen erhdht werden, oder sie
kénnen Interaktionen eingehen, die zuvor nicht méglich waren, ohne dass das Gen neu
transkribiert oder die mRNA translatiert werden muss. So wird dartber hinaus auch
vermieden, dass ein Gen, welches mdglicherweise auf einem geschadigten Bereich der DNA
liegt, transkribiert werden muss, was dann zu einem fehlerhaften und nicht funktionsfahigen
Protein fihren kénnte.

Das Ku80-Protein ist eines der Kernproteine der Nicht-homologen Endverknupfung. In der
vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass Ku80 durch Ubiquitin posttranslationell
modifiziert wird. Nach Bestrahlung nahm diese Ubiquitinierung zunachst zu, um bald darauf
wieder auf das Ausgangsniveau zurlickzukehren. Dieses Ergebnis lasst auf eine wichtige
Rolle der Ubiquitinierung des Ku80 Proteins in der Anfangsphase der DSB-Reparatur
schlief3en.

Dass die Ubiquitinierung eines Reparaturfaktors ein bewahrtes Mittel zu seiner Regulation
darstellt, wurde auch in anderen Arbeiten gezeigt (Foster et al., 2006; Garcia-Higuera et al.,
2001; Sugasawa et al., 2005; Trickey et al., 2008; Wang et al., 2005).

Um die Funktion und physiologische Relevanz dieser Ubiquitinierung zu untersuchen, wurde
versucht, die Ubiquitinierungsstelle zu kartieren. Dazu wurden zunachst zunehmend kleinere
Fragmente des Ku80-Proteins hergestellt und auf ihre Ubiquitinierung getestet. Anschliel3end
wurden in das kleinste der ubiquitinierten Fragmente kumulativ Punktmutationen eingefugt
und die mutierten Fragmente auf Ubiquitinierung getestet. Dabei zeigte sich eine verringerte
Ubiquitinierung wenn alle Lysine bis zur Position 129 durch ein Arginin ersetzt worden
waren. Da bei der letzten Mutation aufgrund der rdumlichen Nahe drei Lysine gleichzeitig
mutiert worden waren, war zwar anzunehmen, dass eines dieser drei Lysine ubiquitiniert
wird, es war aber keine Aussage darlber zu treffen, welches der Lysine (oder ob eventuelle
alle drei) Lysine ubiquitiniert werden. Beim Arbeiten mit Proteinfragmenten ist jedoch immer
Vorsicht geboten, da meist nicht nur die eigentliche Funktion des Proteins aufgehoben ist,
sondern oft auch seine Regulation zumindest beeintrachtigt ist. Obwohl im Falle von Ku80
die Domanenstruktur berlcksichtigt wurde, war nicht auszuschliel3en, dass eventuell doch

Nebeneffekte entstanden sind. Immerhin fehlten beim Ku80 N2-Fragment Uber 77% des
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restlichen Proteins und damit mdglicherweise auch regulatorische Bereiche. Das dadurch im
Ku80 N2-Fragment entstandene Ubiquitinierungsmuster entspricht damit moglicherweise gar
nicht der physiologischen Realitat. Es war deshalb notwendig, die im Ku80 N2-Fragment als
Ubiquitinierungsstelle identifizierten Lysine, auch im Gesamtprotein zu mutieren. Als diese
Ku80 Mutante des Gesamtproteins dann auf ihre Ubiquitinierung getestet wurde, zeigte sich
aber eine ebenso starke Ubiquitinierung der Mutante wie die des Wildtyps. Die einfachste
Erklarung fir diese Beobachtung ware, dass die drei Lysine (125, 126, 129) tatsachlich auch
im Gesamtprotein ubiquitiniert werden und es zusatzlich weitere Lysine im Gesamtprotein
gibt, die zur Ubiquitinierung von Ku80 beitragen. Desweitern besteht die Moglichkeit, dass
durch die Bildung kleinerer Fragmente von Ku80, Lysine auf der Oberflache des
Proteinfragments zu liegen kommen, die im nativen Protein fir eine E3-Ligase nicht
zuganglich sind.

Daneben sollte nicht vergessen werden, dass das V5-Epitop, mit welchem das Ku80-Protein
fusioniert war, ebenfalls ein Lysin enthdlt. Deshalb gébe es selbst beim vollstandigen
Ersetzen aller Lysine des Ku80 Proteins durch Arginin eine — wenn auch unwahrscheinliche
— Mdglichkeit zur Ubiquitinierung.

Ein weiteres Problem war die ungleichmaRige Expression der verschiedenen Ku80-
Punktmutanten, die einen Vergleich der Ubiquitinierung unterschiedlicher Mutanten schwierig
machte. Die Ursache fir diese unterschiedlichen Expressionsstarken ist unklar. Eine
mogliche Erklarung ware, dass, obwohl das Gesamtprotein vermutlich kein Substrat des 26S
Proteasoms ist, das Ku80 N2-Fragment mdglicherweise doch im 26S Proteasom abgebaut
werden konnte und dass dieser Abbau durch eines oder mehrere Lysine reguliert werden
kénnte. Alternativ konnten Lysine auch einen Proteasom-unabhangigen Abbau des Ku80

N2-Fragments kontrollieren, was bisher aber noch nicht gezeigt wurde.

4.2. Die Ubiquitinreste am Ku80 Protein sind uber verschiedene

Lysine miteinander verknuipft.

Neben vielen anderen zellularen Proteinen kann auch das Ubiquitin Protein selbst an einem
seiner sieben Lysine ubiquitiniert werden (Dubiel and Gordon, 1999; Pickart and Fushman,
2004). Dies erméglicht die Bildung von Ubiquitinketten. Je nachdem welches Lysin des
Ubiquitin-Proteins ubiquitiniert wurde, kénnen unterschiedliche Ketten entstehen, die dann
auch verschiedene Konsequenzen fir das ubiquitinierte Protein haben. Am besten
untersucht sind Ubiquitinketten, welche Uber das Lysin an Position 48 des Ubiquitin-Proteins
verbunden sind (Hochstrasser, 2006; Pickart, 2004). Diese Modifikation markiert das

veranderte Protein fur den Abbau durch das 26S Proteasom. Lange Zeit wurde dieses
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Markieren des Substrats flir den A bbau in 26S Proteasomen als einziger Zweck einer
Ubiquitinierung angesehen. Zwischenzeitlich konnten jedoch weitere Arten von
Ubiquitinketten nachgewiesen werden, die nicht mit der Proteindegradation in
Zusammenhang stehen (Chastagner et al., 2006; Huang and D'Andrea, 2006; Johnson et al.,
1995; Nishikawa et al., 2004; Varadan et al., 2004). Das bekannteste Beispiel hierfur sind
Ubiquitinketten, die Uber das Lysin an P osition 63 des Ubiquitin Proteins verknlpft sind
(Chan and Hill, 2001; Doil et al., 2009; Haglund et al., 2003; Huang and D'Andrea, 2006;
Kolas et al., 2007; Shilatifard, 2006; Spence et al., 2000; Stewart et al., 2009). Aufgrund
dieser unterschiedlichen Bedeutungen von Ubiquitinketten, wurde untersucht, welche Art von
Ubiquitinkette beim Ku80-Protein vorliegt und ob di ese Ubiquitinierung das Ku80-Protein
moglicherweise fur die Degradation in 26S Proteasomen markiert. Um die Art der
Ubiquitinkette des Ku80-Proteins zu bestimmen, wurden einerseits Mutanten des Ubiquitin-
Proteins eingesetzt, bei denen entweder jeweils eines der sieben Lysine durch ein Arginin
ersetzt worden war, und ander erseits Mutanten des Ubiquitin-Proteins, bei dem jeweils
sechs von sieben Lysinen durch ein Arginin ausgetauscht worden war, so dass in der
entsprechenden Mutante nur noch ein Lysin vorhanden war, Uber das Ubiquitinketten
gebildet werden konnten. Der Vorteil an diesem System ist, dass im Vergleich zu einem
vollstandigen Entfernen des Ubiquitin-Molekils, immer noch Ubiquitinketten gebildet werden
kénnen. Somit gibt es kaum Auswirkungen auf die meisten physiologischen Prozesse im
Organismus und Nebenwirkungen werden gering gehalten.

Die Verwendung verschiedener Ubiquitinmutanten ergab, dass an der Ubiquitinierung des
Ku80-Proteins verschiedene Lysine des Ubiquitin-Proteins beteiligt sind. Ein erster Blick auf
die Ergebnisse legt die Vermutung nahe, dass bei der Ubiquitinierung von Ku80 drei
verschiedene Ketten verwendet werden. Namlich Ketten tber Lysin 6, 33 und 63. Die Starke
der Ubiquitinierung von K6 und K33 ist allerdings wesentlich schwacher als die von K63.
Ubiquitinketten, die Uber Lysin 6 oder Uber Lysin 63 verknUpft sind, wurden schon haufiger
im Zusammenhang mit der DNA Reparatur beobachtet (Doil et al., 2009; Huang and
D'Andrea, 2006; Kolas et al., 2007; Nishikawa et al., 2004; Stewart et al., 2009; Varadan et
al., 2004). Ubiquitinketten, welche Uber Lysin 33 verknlpft sind, wurden seltener beobachtet.
Al-Hakim und Mitarbeiter konnte jedoch zeigen, dass eine Ubiquitinierung der NUAK1 und
MARK4 (microtubule-affinity-regulating kinase) Kinase, aus der Familie der AMPK (AMP-
aktivierten Protein Kinasen)-verwandten Kinasen, mit K33-Ubiquitinketten, deren
Kinasefunktion inhibiert. Zusatzlich wurde eine verstarkte Phosphorylierung von TCR-C bei
gleichzeitiger Ubiquitinierung durch K33-Ubiquitinketten beobachtet. Dies hatte eine
verminderte Interaktion mit Zap-70 zur Folge, was TCR-{ vor einer Dephosphorylierung
schitzt (Al-Hakim et al., 2008; Huang et al., 2010). Die Beobachtung, dass Lysin 48 des

Ubiquitin-Proteins nicht zur Ubiquitinierung des Ku80-Proteins beitragt, stimmt auch mit der

73



DISKUSSION

Beobachtung Uberein, dass die Menge des Ku80-Proteins in Gegenwart des Proteasomen-
Inhibitors MG132 nicht zunahm. Damit kann eine Degradation des Ku80 Proteins durch 26S
Proteasomen ausgeschlossen werden.

In diesem Versuch fand nur eine Uberexpression der entsprechenden Ubiquitin-Mutanten
statt, aber keine Verringerung der Menge vom Wildtyp Ubiquitin. Darin konnte die Ursache
liegen, dass es manchmal trotzdem zu einem schwachen Signal kommt, wie zum Beispiel
bei der K48only-Mutante. Es bestande somit die Moglichkeit, dass immer wieder ein
normales Ubiquitin-Molekil als Zwischenglied eingesetzt werden kann und eine Kette
entsteht, obwohl bei der verwendeten Mutante eigentlich nichts zu sehen sein sollte.
AulRRerdem halte ich es trotz fehlendem Beweis in der Literatur fir Moglich, dass es einen
sog. ,Notfallmechanismus® gibt, was bedeutet, selbst wenn das ,richtige* Ubiquitin nicht
vorhanden ist, wird im Notfall ein anderes verwendet. Hauptsache eine Ubiquitinierung findet
statt und der physiologische Ablauf wird nicht unterbrochen — in unserem Fall die DNA-

Reparatur.

4.3. BRCA1 und RNF8 verstarken die Ubiquitinierung des Ku80

Proteins

Da bekannt war, dass BRCA1 an der Reparatur von Doppelstrangbriichen beteiligt ist und es
sich bei BRCA1 um eine E3-Ubiquitin-Ligase handelt (Hashizume et al., 2001; Ruffner et al.,
2001; Xia et al., 2003), war es naheliegend zu untersuchen, ob BRCA1 eine E3-Ligase fur
Ku80 sein konnte.

In der Tat war die Ubiquitinierung von Ku80 verstarkt, wenn BRCA1 Uberexprimiert wurde.
Wenn BRCA1 jedoch eine physiologische E3-Kinase fur Ku80 ware, dann sollte sich eine
Reduktion der BRCA1 Menge gleichfalls auf die Ubiquitinierung von Ku80 auswirken. Dies
war jedoch nicht der Fall. Es zeigte sich sowohl bei der Verwendung von Kontroll siRNA, als
auch bei der Verwendung von siRNA gegen BRCA1, eine deutliche Ubiquitinierung.

Von der physiologischen Seite her, gibt es fir diese Tatsache keine vernlnftige Erklarung.
Denn wenn die Uberexpression von BRCA1 zu einer starkeren Ubiquitinierung flhrt, so sollte
die Reduktion der BRCA1 Menge, zu einer Verringerung fuhren. Moglicherweise liegt eine
Redundanz vor und eine weitere E3-Ubiquitin-Ligase, die unter normalen physiologischen
Umstanden von BRCA1 verdrangt wird und ni cht zum Einsatz kommt, Ubernimmt die
Ubiquitinierung. Vielleicht hangt dies aber auch mit dem Einsatz von siRNA zusammen.
Diese I6st mdglicherweise unbekannte Nebeneffekte aus, was auch bei Abwesenheit von
BRCA1 zu einer Ubiquitinierung von Ku80 fuhrt.
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Ich habe jedoch nicht nur die Ubiquitinierungsstérke von Ku80 bei einer Uberexpression von
BRCA1 untersucht, sondern auch bei der Uberexpression von RNF8. Hier zeigte sich
ebenfalls eine verstarkte Ubiquitinierung von Ku80. Mdglich ware, dass RNF8 ebenfalls eine
Ubiquitin-Ligase fir Ku80 darstellt. In der vorliegenden Arbeit bin ich allerdings nicht weiter
auf RNF8 eingegangen und habe keine weiteren Experimente dazu durchgefiihrt.

Selbst wenn RNF8 keine (zusatzliche) E3-Ubiquitin-Ligase fur Ku80 ist, so lasst sich die
starkere Ubiquitinierung von Ku80 dadurch erklaren, dass RNF8 relativ am Anfang des
Reparaturwegs steht. RNF8 ubiquitiniert in groRem Umfang yH2AX. Dadurch wird das Signal
fur einen Doppelstrangbruch verstarkt und w eitere an der Doppelstrangbruch-Reparatur
beteiligten Faktoren (z.B. RNF168 und BRCA1), werden rekrutiert (Huen et al., 2007). Darin
liegt auch eine passende Erklarung fir die verstarkte Ubiquitinierung von Ku80 bei einer
Uberexpression von RNF8. Ein schon am Anfang durch vermehrte Ubiquitinierung der
Histone H2A und H2AX verstarktes Signal wird weiter amplifiziert und letztendlich fuhrt dies
zu einer vermehrten Anlagerung und Rekrutierung von weiteren Faktoren, wie zum Beispiel
BRCA1. Da BRCA1 die Ubiquitinierung von Ku80 positiv beeinflusst, beinhaltet dies die
Méglichkeit, dass mehr BRCA1 an den D oppelstrangbruch rekrutiert wird als normalerweise

und es dadurch zu einer starkeren Ubiquitinierung von Ku80 kommt.

4.4. BRCA1 wird zur vollstandigen DNA-Reparatur benétigt

Um die Rolle von BRCA1 fiir die Doppelstrangbruchreparatur zu dokumentieren wurde die
Menge an BRCA1 durch Transfektion einer siRNA reduziert. Anschliefend wurden die Zellen
bestrahlt und die Reparatur anhand der Menge an yH2AX-Fozi verfolgt (Sedelnikova et al.,
2002). Bei Zellen, die mit einer Kontroll siRNA transfiziert worden waren, waren kurz nach
der Bestrahlung etwa 18 yH2AX-Fozi pro Zelle vorhanden, was der durchschnittlichen Anzahl
von etwa 20 Doppelstrangbrichen pro 0,5 Gray entspricht (Blocher and Pohlit, 1982; Lobrich
et al., 1994a; Lobrich et al., 1994b). Nach 24h war in diesen Zellen fast wieder das
Ausgangsniveau erreicht. Dies bedeutet, dass in den Zellen, in denen die normale Menge an
BRCA1-Protein vorhanden war, die 18 D oppelstrangbriiche innerhalb von 24 h r epariert
werden konnten. Bei Zellen, bei denen die Menge an BRCA1 Protein reduziert worden war,
waren jedoch nach 24h deutlich mehr yH2AX-Fozi zu erkennen, was auf das Vorhandensein
der entsprechenden Anzahl an Doppelstrangbriichen hinweist. Dieses Ergebnis ist als ein
deutlicher Hinweis darauf zu werten, dass bei einer deutlichen Verminderung der Menge an
BRCA1-Protein, die DNA-Reparatur nicht mehr einwandfrei funktioniert. Da die Anzahl der
Fozi 30min nach Bestrahlung bei beiden Ansatzen anndhernd gleich war ist davon
auszugehen, dass das H2AX-Protein auch in Abwesenheit von BRCA1 durch die ATM-
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Kinase phosphoryliert wird. Die Funktion von BRCA1 scheint also nicht fir die

Schadenserkennung, sondern eher fur einen der nachfolgenden Schritte erforderlich zu sein.

4.5. BRCA1 reguliert die Bindung von Ku80 an den DNA-Schaden

Zwar konnte BRCA1 nicht als Ubiquitinligase fir Ku80 festgemacht werden,
nichtsdestoweniger konnte gezeigt werden, dass BRCA1 mit dem Ku80-Protein interagiert
und auch, dass BRCA1 fir eine effiziente Doppelstrangbruchreparatur erforderlich ist.
Daraus ergab sich die Frage, wie BRCA1 nun zur Reparatur von DNA-Doppelstrangbriichen
beitragen kdnnte. Eine mogliche Bedeutung fir BRCA1 bei der Doppelstrangbruchreparatur
ware gegeben, wenn BRCA1 die Bindung von Ku80 an den DNA-Schaden regulieren wirde.
Um diese Moglichkeit zu Uberprifen, wurde eine Chromatin-Immunprazipitation
durchgefinhrt.

Nach Induktion eines Doppelstrangbruches war in den Zel len, welche mit einer Kontroll-
siRNA transfiziert worden waren, ein Anstieg der Bindung von Ku80 ande n
Doppelstrangbruch bis auf Uber das Doppelte des Ausgangswerts zu beobachten.
AnschlieRend fiel der Wert wieder auf das Ausgangsniveau ab. Hingegen war in Zellen,
welche mit einer gegen BRCA1 gerichteten siRNA transfiziert worden waren, auch nach
Induktion eines Doppelstrangbruchs keine Zunahme der Bindung des Ku80 Proteins an die
geschadigte DNA zu beobachten.

Bei einer ersten Betrachtung fuhrt dieses Ergebnis zu dem Schluss, dass BRCA1 die
Bindung an den D NA-Schaden reguliert. Ohne BRCA, scheint Ku80 nicht an den D NA-
Schaden binden zu kénnen und s omit ist keine effektive Reparatur mehr moglich (siehe
Kapitel 4.4.). Ob BRCA1 eine Rolle bei der Anlagerung von Ku80 an den Doppelstrangbruch
spielt oder ob Ku80 méglicherweise von BRCA1 ubiquitiniert wird, I&sst sich nicht klaren und
es waren weitere Versuche notig.

Jedoch sollte man die Daten dieses Versuchs mit Vorsicht betrachten, da dieses Experiment
bisher nur einmal durchgefiihrt worden ist. Ein weiteres Problem, das ich aber erst am Ende
meiner Arbeit bemerkte, war die Tatsache, dass ich die geernteten Zellen bei -80°C
weggefroren habe, obwohl das Protokoll eine Praparation der Zellkerne vorsah. Durch das
Einfrieren waren die Kerne jedoch vermutlich zum gréfiten Teil zerstort worden, sodass ein
Groldteil der nuklearen Proteine inkl. der daran gebundenen DNA wahrscheinlich verloren
ging. Nichtsdestoweniger war noch ein Unterschied zwischen den Proben, bei denen die
Menge des BRCA1 Proteins durch Transfektion einer siRNA reduziert worden war, und

jenen Zellen, die mit einer Kontroll siRNA behandelt worden waren, zu erkennen.
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5. Ausblick

Weitere Experimente zur Bestatigung und genaueren Charakterisierung der Ubiquitinierung
des Ku80-Proteins waren z.B. ein in vitro Ubiquitinierungs-Versuch. Auch kénnte man die, fur
die Ubiquitinierung verantwortlichen Lysine herausfinden, um gezielt Punktmutanten
herstellen zu konnen. Dies konnte entweder durch eine vollstandige Mutagenese aller im
Ku80-Protein vorkommenden Lysine erreicht werden, oder man beschrankt sich in einem
ersten Versuch auf die Lysine, welche nach einer bioinformatischen Analyse am ehesten fur
eine Ubiquitinierung in Frage kommen. Eine weitere Mdglichkeit zur Bestimmung des
Lysinrests, welcher posttranslationell modifiziert wird, ware Uber Massenspektrometrie. Bei
dieser Gelegenheit kdnnte man auch genauer auf die Verknlpfungsart der Ubiquitinketten
eingehen.

Durch eine genaue Kartierung, der fur die Ubiquitinierung von Ku80 verantwortlichen Lysine,
kénnte man auch in vivo herausfinden, welche Rolle BRCA1 bei der Bindung von Ku80 an
geschadigte DNA spielt undw elche weitere physiologische Relevanz sich fir die
Doppelstrangbruch-Reparatur ergibt. Es liele sich klaren, ob das alleinige Vorhandensein
von BRCA1 die Bindung von Ku80 an den DNA-Schaden reguliert oder ob es tatsachlich auf
die Ubiquitinierung ankommt. In diesem Zusammenhang musste man auch die Chromatin-
Immunprazipitation mit der entsprechenden Punktmutant wiederholen und die Proben gar
nicht oder erst nach der Praparation der Kernproteine wegfrieren.

Ob die Ubiquitinierung von Ku80 auch Auswirkungen auf dessen Interaktion mit weiteren
Komponenten der NHEJ besitzt, lieBe sich durch weitere Ko-Immunprazipitationen
herausfinden. Dabei konnte man entweder die Punktmutante verwenden, welche nicht mehr
Ubiquitiniert werden kann oder man erreicht durch siRNA eine verminderte BRCA1
Expression undt estet, obes zu einer verminderten Interaktion mit anderen NHEJ
Komponenten kommt. Eine weitere Mdglichkeit ware die Verwendung der Ubiquitinmutante
ohne Lysin. Damit ware es der Zelle nicht mdéglich Ubiquitinketten an Ku80 anzuknupfen und
man kénnte ebenfalls auf ein verandertes Interaktionsmuster testen. Allerdings hatte der
Versuch mit der Ubiquitinmutante den Nachteil, dass alle Proteine der Zelle nur noch (multi-)
Monoubiquitiniert werden kénnten, was ebenfalls Einfluss auf deren Verhalten und Funktion
haben koénnte und eine definitive Aussage schwierig werden lasst.

Da sich auch bei der Uberexpression von RNF8 eine verstarkte Ubiquitinierung des Ku80-
Proteins gezeigt hat, sollten auch in diese Richtung weitere Versuche geplant werden.
Moglich ware wieder eine Untersuchung der Ubiquitinierungsstarke bei einer verminderten
RNF8 Expression mittels siRNA. Auch sollte man das Interaktionsmuster von Ku80 in Ab-
oder Anwesenheit von RNF8 untersuchen. Wichtig ware, ob mittels Ko-Immunprazipitation

eine direkte Interaktion von RNF8 mit Ku80 nachzuweisen ware.
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Zum Schluss koénnte man noch auf andere posttranslationelle Modifikationen wie
SUMOylierung und NEDDylierung testen und anhand des gleichen Versuchsaufbaus wie fur

die Ubiquitinierung, die Rolle dieser Arten von Modifikationen versuchen zu bestimmen.
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7. Anhang

7.1. Abkurzungsverzeichnis

Tabelle 14: Verwendete Abkiirzungen.

A Adenin

Abb. Abbildung

APS Ammoniumpersulfat

AS Aminosaure

ATM Ataxia-telangiectasia, mutiert

BARD1 Brca1 associated ring domain 1

BER Basen Exzisionsreparatur

bp Basenpaare

BRCA1 Breast cancer type 1 susceptibility protein
BSA Bovine serum albumin (rinderserum albumin)
bzw. Beziehungsweise

C Cytosin

CaCl, Kalziumchlorid

cDNA komplementare DNA

ChiP Chromatin-Immunprazipitation

Da Dalton

DMEM Dulbeccos modified eagle medium
DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Deoxyribonucleic acid (deoxyribonukleinsaure, dns)
DNA-PK DNA-Proteinkinase

dNTP deoxy-Nukleotidtriphosphat

DSB Doppelstrangbruch

DSBR Doppelstrangbruch-Reparatur

DTT Dithiotreithol

E.coli Escherichia coli

ECL Enhanced chemiluminescence

EDTA Ethylenediaminetetraacetic acid

ER Estrogen Rezeptor

etc. Et cetera

FBS Fetal bovine serum (fétales rinderserum)
FCS Fetal calf serum (fétales kalberserum)
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for forward

g Gravitational acceleration

G Guanin

Gy Gray

h Hour (Stunde/Stunden)

HBS Hepes buffered saline

HEPES Hydroxyethylpiperazineethanesulfonic acid

His Histidin

HR Homologe Rekombination

HRP Horseradish peroxidase

IgG Immunglobulin G

IF Immunfluoreszenz

IR lonizing radiation

k Kilo

K Lysin

Ko-IP Ko-Immunpréazipitation

Ku70 Lupus Ku autoantigen protein p70

Ku80 Lupus Ku autoantigen protein p80

I Liter

M Molar

min Minute/Minuten

ml Mililiter

MMEJ microhomology-mediated  end  joining  (Mikrohomologie-vermittelte
Endstrangverknipfung)

mRNA Messenger RNA

n nano

NaCl Natriumchlorid

NaHCO; Natriumhydrogencarbonat

Na,HPO, Di-Natriumhydrogenphosphat

NaH,HPO, Natrium-dihydrogenphosphat

NER Nukleotid Exzisionsreparatur

NHEJ Non-homologous end joining (Nicht-homologe Endstrangverknipfung)

Ni** Nickel

NP-40 Nonylphenolethoxylat

oD Optische Dichte

PAGE Polyacrylamid-gelelektrophorese
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PBS Phosphate buffered saline

PCNA Proliferatin cell nuclear antigen

PCR Polymerase chain reaction

PFA Paraformaldehyd

pH pH-Wert

PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid

PVDF Polyvinylidenfluorid

R Arginin

RNA Ribonucleic acid

rpm Rounds per minute (Umdrehungen pro Minute)
SDS Sodium-dodecylsulfat

siRNA small interfering RNA

sog. Sogenannte

T Thymin

TA Trimamzinolonazetonid

TAE Tris-Azetat-EDTA

TE Tris-EDTA

TEMED N, N,N’, N*-tetramethylenethylendiamin
Tris Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan

\Y Volt

Val. Vergleich(e)

WB Western Blot

wt Wildtyp

XLF XRCC4-like factor

XRCC4 X-ray repair cross-complementing protein 4
Mg Mikrogramm

I Mikroliter

°C Grad Celcius

%

Prozent
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7.3. Corrigenda

7.3.1. Nachtrag zu 1.4. Ku80

Bei in vitro Experimenten mit Extrakten aus Eiern des Krallenfrosches (Xenopus laevis) und
mit **S-Methionin radioaktiv markiertem Xenopus Ku80 (xKu80), konnte die Gruppe um Lisa
Postow et al. zeigen, dass xKu80 in zellfreien Ei-Extrakten nach Bindung an den
Doppelstrangbruch ubiquitiniert wird. Diese Ubiquitinierung findet in der zentralen Doméane
des Proteins statt. Die dabei verwendeten Ubiquitinmolekile sind hauptsachlich Gber das
Lysin an Position 48 miteinander verbunden. Da eine Interaktion von xKu80 und Cul1, einem
Protein des E3-Ubiquitin-Ligase Komplexes SCF (Skp1-Cul1-F-Box) nachzuweisen ist,
wurde der SCF-Komplex als mdgliche E3-Ubiquitin-Ligae fir xKu80 vorgeschlagen. Postow
et al. konnten ebenfalls zeigen, dass die Ubiquitinierung von xKu80 als Signal zum L&sen
von der DNA dient und xKu80 durch das Proteasom abgebaut wird. Das Entfernen von
xKu80 von der DNA mittels Ubiquitinierung wird allerdings nicht zur NHEJ bendtigt (Postow,
2011; Postow et al., 2008).

Da sowohl Ku80 als auch BRCA1 bei der DNA-Reparatur eine wichtige Rolle spielen, haben
Wei und Mitarbeiter Ku80 undv erschiedene BRCA1-Fragmente auf ihre Interaktion
untersucht (Wei et al., 2008). Dabei konnte mittels Ko-Immunprazipitation gezeigt werden,
dass Ku80 und B RCA1 miteinander assoziieren. Der Nachweis einer direkten Interaktion
zwischen Ku80 und BRCA1 durch die Verwendung aufgereinigter Proteine, konnte jedoch
nicht erbracht werden. Als weiterer Punkt wurde von Wei et al. untersucht, ob die Anlagerung
von BRCA1 an Doppelstrangbriiche von bestimmten Reparaturfaktoren abhangig ist. Dabei
wurde mit Zelllinien gearbeitet, die jeweils negativ fir ein bestimmtes Reparatur-Protein sind.
In XRV15B-Zellen, welche negativ fur Ku80 sind, konnte gezeigt werden, dass das N-
terminale Fragment von BRCA1 nicht mehr am DNA-Schaden akkumulieren kann, wenn kein
Ku80 vorhanden ist. Das C-terminale Fragment war hierzu jedoch noch in der Lage (Wei et
al., 2008).
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7.3.2. Nachtrag zu 4.1. Das Ku80 Protein ist ubiquitiniert und 4.2. Die
Ubiquitinreste am Ku80 Protein sind liber verschiedene Lysine miteinander
verkniipft

Im Vergleich zu meinen Ergebnissen, findet bei Postow et al. (Postow, 2011; Postow et al.,
2008) eine Ubiquitinierung von gebundenem Xenopus Ku80 (xKu80) statt. Die einzelnen
Ubiquitin-Moleklle sind dabei hauptsachlich Gber das Lysin an der Position 48 miteinander
verknupft. Eine mdgliche Ursache konnte die Verwendung unterschiedlicher Methoden und
Systeme sein. Wahrend Postow und Mitarbeiter (Postow, 2011; Postow et al., 2008) in vitro
mit Extrakten aus Xenopus Eiern und dem Xenopus Ku80-Protein gearbeitet haben, wurde
bei meinen Versuchen in humanen H1299-Zellen gearbeitet. Zwar liegt die Homologie
zwischen humanem und Xenopus Ku80 bei ca. 62% (Yagura and Sumi, 1999), doch kénnte
dieser Unterschied dazu beitragen, dass das Ubiquitinierungsmuster verschieden ist.
Ebenfalls ware es mdglich, dass das in vitro System mit dem Ei-Extrakt nicht die
physiologische Realitat im Organismus wiederspiegelt. Ein deutlicher Unterschied ist auch
bei der Art der Ubiquitinkette zu beobachten. Wahrend bei mir im humanen System eine
Verknipfung der Ubiquitin-Moleklle Uber das Lysin an der Position 48 eher

unwahrscheinlich ist und auch kein Abbau des humanen Ku80 durch das 26S Proteasom zu
beobachten ist, so zeigt sich bei den Studien von Postow et al. (Postow et al., 2008) eine
Verknipfung der Ubiquitin-Molekile Gber das Lysin an der Position 48. Damit einher geht
auch deren Erkenntnis, dass xKu80 Uber das Proteasom abgebaut wird. Mdglicherweise ist
das System zur Regulation der Doppelstrangbruch-Reparatur im Menschen doch weit
komplexer aufgebaut als das des Krallenfroschs. Dadurch hat die Ubiquitinierung des Ku80-
Proteins im Menschen eine andere Aufgabe (z.B. mdglicherweise Bindung an den D NA-
Schaden und R ekrutierung weiterer Reparaturfaktoren) als in  Xenopus, wo die
Ubiquitinierung nur zur Entfernung des Ku70/Ku80-Heterodimers und dessen Abbau im
Proteasom dient. Die von mir und P ostow et al. erhaltenen Ergebnisse missen sich aber
nicht notwendigerweise widersprechen. Ebenfalls besteht die Moglichkeit, dass es sich um
zwei unterschiedliche Modifikationen handelt, die zu unterschiedlichen Zeitpunkten
vorkommen. Die bei mir beobachtete Ubiquitinierung und deren Verknipfung Uber das Lysin
an Position 63 stellt moglicherweise den Anfang der Doppelstrangbruch-Reparatur dar und
dienen der Bindung von Ku80 andenD SB undev tl. der Rekrutierung weiterer
Reparaturfaktoren. Postow und Mitarbeiter zeigen hingegen die Ereignisse am Schluss der
Doppelstrangbruch-Reparatur, wo das Entfernen von Ku80 von der DNA und dessen Abbau

im Proteasom im Vordergrund steht.
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7.3.3. Nachtrag zu 4.5. BRCA1 reguliert die Bindung von Ku80 an den DNA-
Schaden

Bei der Arbeit von Wei et al. wurde gezeigt, dass zumindest das N-terminale Fragment des
BRCA1-Proteins auf Ku80 angewiesen ist, um an den D NA-Schaden zu binden (Wei et al.,
2008). Dies steht im Gegensatz zu meinem erhaltenen Ergebnis, bei dem das
Vorhandensein von BRCA1 eine Voraussetzung ist, damit sich Ku80 in vollem Umfang an
den DNA-Schaden anlagern kann. Eine mégliche Ursache kdnnte sein, dass bei Wei und
Mitarbeitern eine andere Zelllinie verwendet wurde. In diesen Ku80-negative XRV15B-Zellen
haben sich die physiologischen Begebenheiten mdglicherweise geandert und die Zelle hat
einen ,neuen® Reparaturweg eingerichtet um den Verlust von Ku80 zu kompensieren. Ein
weiterer Grund kénnte auch darin liegen, dass zwei unterschiedliche Methoden verwendet
wurden. Bei meinen Versuchen wurde eine Chromatin-Immunprazipitation durchgefihrt,
wohingegen bei Wei et al. die Ergebnisse mittels Immunfluoreszenz erzielt wurden. Ebenfalls
ein Unterschied besteht bei der Verwendung von BRCA1. Wahrend ich das Volllangen
Protein BRCA1 verwendete, wurde in der Gruppe von Wei und Mitarbeitern mit einem N- und
einem C-terminalen Fragment von BRCA1 gearbeitet. Dabei zeigte nur das N-terminale
Fragment von BRCA1 eine Abhangigkeit von Ku80. Das C-terminale Fragment akkumulierte
auch ohne K u80 in gewohnter Weise an denLlas er-induzierten DNA-Schaden.
Méglicherweise wirde dies auch fur das Vollldngen Protein gelten und somit eher in
Richtung meiner erhaltenen Ergebnisse gehen. Doch kénnte es auch sein, dass beide
Ergebnisse ,richtig“ sind und durch die unterschiedlichen Methoden nur zwei verschiedene
Momentaufnahmen des gleichen Prozesses gezeigt werden. Mdglicherweise baut sich
zwischen Ku80 und B RCA1 ein positiver feedback-loop auf, um das Signal zur DNA-
Reparatur weiter zu verstarken.

Da ein Protein selten alleine seine Funktion ausibt, sondern meist als Komplex mit anderen
Proteinen — was auch fur Proteine der DNA-Reparatur gilt — besteht auch die Moglichkeit,
dass Ku80 und BRCA1 gleichzeitig am DNA-Schaden zu finden sind und zusammen ihre
Funktion ausuben. Die vermeintliche Abhangigkeit des einen Proteins vom anderen, in
Bezug auf die Anlagerung an den DNA-Schaden, konnte in diesem Fall nur ein Artefakt der

jeweiligen Methode sein.
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