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8 Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Einleitung: Die Fanconi-Andmie (FA) ist ein seltenes Chromosomeninstabilititssyndrom, das
sich durch kongenitale Fehlbildungen, ein erhohtes Risiko fiir die Entwicklung von malignen
Erkrankungen und Knochenmarkversagen manifestiert. Ursdchlich ist eine Stérung der
zelluldren Reparatur von DNA-Interstrangvernetzungen (ICLs), deren Entstehung vermutlich
hauptséchlich durch reaktive Aldehyde wie Acetaldehyd bedingt wird. Aktuell sind 19 Gene
bekannt, die fiir FA-Proteine kodieren (FANCA-FANCT); diese bilden gemeinsam mit anderen
Proteinen den FA/BRCA-DNA-Reparaturweg. Die Nuklease hSNM1B/Apollo ist neben ihrer
Funktion beim Schutz der Telomere ebenfalls an der ICL-Reparatur beteiligt. Im Rahmen dieser

Arbeit wurde ihre Rolle im FA/BRCA-Reparaturweg charakterisiert.

Methodik: Ko-Immunoprizipitationsstudien mit endogenen, ektopisch exprimierten und in-vitro
translatierten Proteinen wurden durchgefiihrt, um die Interaktion von hSNM1B/Apollo und dem
FA-Protein FANCP/SLX4 zu untersuchen und ihre Bindungsdominen zu kartieren. Dieselbe
Methode wurde zur Charakterisierung der hSNM1B/Apollo-Multimerbildung verwendet. Zur
Analyse der Telomerfunktionen von FANCP/SLX4, FANCD2 und FANCA wurden nach ihrer
Depletion in U20S-Zellen die zelluldren Mengen der Telomer-assoziierten Proteine TRF1 und
TRF2 im Western Blot quantifiziert. AuBerdem wurden Telomerdysfunktion-induzierte Foci
(TTFs) in h(SNM1B/Apollo-depletierten Zellen mittels Immunfluoreszenzmikroskopie untersucht.
Kolonienbildungsstudien und Chromosomenbriichigkeitsuntersuchungen lieferten Erkenntnisse
iiber den Effekt einer Acetaldehyd-Behandlung auf hSNM1B/Apollo- oder/und FANCP/SLX4-
depletierte-Zellen.

Ergebnisse: Eine Bindung von hSNM1B/Apollo an endogenes FANCP/SLX4 konnte gezeigt
werden, im zellfreien System bestand diese Interaktion jedoch nicht. Die Ergebnisse der
Versuche zur Kartierung der Proteinbindungsstellen deuteten auf mindestens zwei separate
Interaktionsdominen hin. Auch die Bindung von hSNM1B/Apollo an weitere hSNM1B/Apollo-
Molekiile bestand nur zwischen zelluldr synthetisierten Proteinen und wird iiber mehrere
Dominen vermittelt. Die Depletion von FANCP/SLX4 fiihrte zu einer signifikanten Reduktion
der zelluliren TRF2-Menge und eine hSNM1B/Apollo-Depletion ging mit einem signifikanten
Anstieg an dizentrischen Chromosomen und TIFs einher. Nur FANCP/SLX4-depletierte Zellen

wiesen eine gesteigerte, aber milde Sensitivitit gegeniiber Acetaldehyd auf.
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Schlussfolgerungen: Die Ergebnisse dieser Untersuchungen liefern weitere Beweise fiir die
duale Funktion von hSNM1B/Apollo bei der DNA-Schadensantwort und der Aufrechterhaltung
der Telomerintegritit. Uber eine komplexe und womdglich {iber post-translationale
Modifikationen vermittelte Interaktion bindet die Nuklease an FANCP/SLX4 und ist dariiber
direkt mit dem FA/BRCA-Reparaturweg verbunden. Zudem induziert ihre Depletion eine
Telomerdysfunktion mit Hinweisen fiir Telomerfusionen. Da hSNM1B/Apollo-depletierte Zellen
bekanntermaBen Hypersensitivititen gegeniiber ICL-induzierenden Substanzen aufweisen, gibt
die fehlende Acetaldehyd-Hypersensitivitdt Anlass zur kritischen Hinterfragung des aktuellen
Wissensstands iiber den primédren Schidigungsmechanismus des Aldehyds. Die milde
Acetaldehyd-Hypersensitivitat von FANCP/SLX4-depletierten Zellen bekréftigt
Schlussfolgerungen anderer Studien, nach denen Mutationen in verschiedenen FA-Genen
unterschiedlich ausgeprigte zellulire Empfindlichkeiten gegeniiber demselben DNA-

schiadigenden Agens bedingen konnen.
2 Abstract

Objectives: Fanconi Anemia (FA) is a genetic disorder manifesting in congenital defects,
increased risk of cancer and bone marrow failure. The primary defect lies in the inability of
affected cells to repair DNA interstrand crosslinks (ICLs), many of which are likely caused by
reactive aldehydes such as acetaldehyde. To date, there are 19 known genes that encode FA
proteins (FANCA-FANCT), all of which function in the FA/BRCA DNA repair pathway. In
addition to protecting telomeres, the nuclease hSNM1B/Apollo is also involved in the repair of
ICLs. The experiments performed here examine the role of hSNMI1B/Apollo within the
FA/BRCA pathway.

Methods: Co-immunoprecipitation experiments were performed with endogenous, ectopically
expressed and in-vitro translated proteins to analyze the interaction between hSNM1B/Apollo
and the FA protein FANCP/SLX4 and to map their binding domains. The same method was used
to study the binding of hRSNM1B/Apollo to other h\SNM1B/Apollo molecules. The functions of
FANCP/SLX4, FANCD2 and FANCA at telomeres in U20S cells were examined after their
depletion by quantifying the cellular amounts of the telomeric proteins TRF1 and TRF2 on
Western  Blots. Telomere dysfunction-induced foci (TIFs) were analyzed via

immunofluorescence microscopy after hSNMI1B/Apollo depletion. Colony survival and
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chromosome breakage assays were performed to examine the effects of acetaldehyde-exposure

on hSNM1B/Apollo- or/and FANCP/SLX4-depleted cells.

Results: While hSNM1B/Apollo was shown to bind endogenous FANCP/SLX4, this interaction
could not be confirmed with in-vitro translated proteins. Mapping of the interacting domains
suggested at least two separate binding areas. Similarly, only endogenously produced
hSNM1B/Apollo was able to bind other h\SNM1B/Apollo molecules and multiple binding sites
mediate this interaction. The depletion of FANCP/SLX4 lead to a significant reduction of TRF2
and depleting cells of hSNMI1B/Apollo significantly increased the amounts of dicentric
chromosomes and TIFs. A mild hypersensitivity for acetaldehyde was observed only in

FANCP/SLX4-depleted cells.

Conclusion: These results further establish the dual role of hSNM1B/Apollo compromised of
DNA-damage repair and telomere maintenance. Via a complex interaction with FANCP/SLX4,
which is possibly being mediated by post-translational modifications, the nuclease is directly
linked to the FA/BRCA-pathway. Its’ depletion induces telomere dysfunction with signs of
telomere fusions. Since hSNM1B/Apollo-depleted cells show hypersensitivities towards ICL-
inducing agents, their lack of hypersensitivity towards acetaldehyde raises questions regarding
the primary DNA-damaging mechanism of this particular aldehyde. The mild hypersensitivity
observed in FANCP/SLX4-depleted cells supports conclusions of other studies suggesting that
mutations in different FA genes can lead to distinctive cellular sensitivities for specific DNA-

damaging agents.
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3 Einleitung

In jeder der etwa 10" Zellen des menschlichen Kérpers entstehen tiglich mehrere Zehntausend
schddliche Verdnderungen am Erbmaterial. Urséchlich sind chemische oder physikalische
Noxen, die sowohl endogen als auch exogen auf die Zellen einwirken. Je nach Art und
Lokalisation der Lasionen werden die Funktionen der betroffenen Zelle in unterschiedlichen
Ausmallen beeintrdchtigt. Eine unerkannte Akkumulation von DNA-Schiden kann durch die
daraus resultierenden Mutationen die Lebensfdhigkeit der Zelle oder sogar des ganzen

. 1 2
Organismus bedrohen.

Zum Schutz ihrer genomischen Integritit besitzen alle Zellen
Mechanismen zur Erkennung und zur effektiven Reparatur von DNA-Schidden. Handelt es sich
um eine irreparable Schiadigung, kommt es entweder zum dauerhaften Proliferationsstopp oder
zur Einleitung des programmierten Zelltods, der Apoptose. An diesen komplexen Prozessen sind
verschiedene Signalkaskaden beteiligt, die gemeinsam als DNA-Schadensantwort bezeichnet

3
werden.

Die vorliegende Arbeit beschéftigt sich mit der Fanconi-Anidmie (FA), die durch Mutationen in
verschiedenen an der DNA-Reparatur beteiligten Genen verursacht wird. Im Speziellen wurde
untersucht, welche Rolle die Nuklease DCLREIB in dem bei der Fanconi-Andmie
beeintrdchtigtem DNA-Reparaturweg spielt. Da der offizielle Name dieser Nuklease in der
Literatur kaum Verwendung findet, wird sie auch in dieser Arbeit mit dem synonym gebrauchten
Namen hSNM1B/Apollo bezeichnet. Im Folgenden sollen zur Darlegung des Hintergrunds der
Fragestellung zunichst die Mechanismen der DNA-Schadenserkennung und -Reparatur umrissen

werden.
3.1  Zellzyklus und Zellzykluskontrolle

Der Zellzyklus wird von jeder proliferierenden Zelle in aufeinander folgenden Phasen
durchlaufen. Er wird unterteilt in die M(Mitose)-Phase, in der die Kernteilung stattfindet, und die
Interphase, die unter anderem der Verdopplung der DNA dient. Die Interphase besteht aus der
Gl1(,,gap*)-, der S(Synthese)-Phase und der G2-Phase. In der S-Phase wird die zellulire DNA
repliziert, wihrend in der G1- und in der G2-Phase Vorbereitungen auf die folgende S- bzw.
M-Phase erfolgen. Die GIl-Phase ist von besonderer Bedeutung, da hier {iber die
Weiterentwicklung der Zelle entschieden wird. Die Zelle kann einen weiteren Teilungszyklus
durchlaufen oder in die GO-Phase iibergehen, in der voriibergehend oder auch dauerhaft keine

Zellteilung stattfindet.* Am Ubergang der Gl- zur S-Phase, innerhalb der S-Phase und am
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Ubergang der S- zur G2-Phase durchliuft die Zelle Kontrollpunkte (Checkpoints) zur
Sicherstellung der geregelten Zellteilung. Sich teilende Zellen kénnen die Checkpoints nur
passieren, wenn alle Prozesse der vorausgegangenen Zellzyklus-Phase einwandfrei
abgeschlossen wurden. Kann dies aufgrund von Schidden an der DNA nicht geschehen, so wird
der Teilungszyklus angehalten.” Die Signalisierung von DNA-Schiden erfolgt iiber ein
komplexes Netzwerk aus Sensor-, Mediator- und Effektorproteinen. In Sdugerzellen spielen die
Proteinkinasen ATM (Ataxia telangiectasia mutated), ATR (Ataxia telangiectasia and Rad3-
related protein) und DNA-PK (DNA-dependent protein kinase) herausragende Rollen als
Mediatoren. ATM und DNA-PK werden an DNA-Doppelstrangbriiche (DSB) rekrutiert und dort
aktiviert. Bei ATR wird die Aktivierung durch von Replikationsprotein A (RPA) umgebener
Einzelstrang-DNA, die bei verschiedenen DNA-Léasionen entsteht, vermittelt.®” ATM, ATR und
DNA-PK konnen wiederum die Proteinkinasen Chkl und Chk2 aktivieren und gemeinsam mit
diesen und weiteren Proteinen die Aktivitdt von verschiedenen Cyklin-abhdngigen Kinasen
regulieren. Aktive Cyklin-abhéngige Kinasen sind flir das Voranschreiten des Zellzyklus
essenziell; ihre Inhibition am GI1/S-, intra-S- und S/G2-Checkpoint fithrt zum Arrest der
Zellteilung. Diese Pause in der Zellteilung wird zur Beseitigung der DNA-Schiden genutzt.®
Weitere ATM/ATR/DNA-PK-vermittelte Signalkaskaden fiihren zur Aktivierung des
Transkriptionsfaktors p53, der wiederum Zellzyklusarrest, DNA-Reparaturmechanismen oder

Apoptose einleiten kann.” '

3.2  ICL-Reparatur in verschiedenen Phasen des Zellzyklus

Es gibt viele verschiedene Arten von Schiden am Erbgut: Unter anderem konnen einzelne DNA-
Basen verloren gehen, Basen-Addukte gebildet werden oder Pyrimidin-Dimere entstehen.
AuBerdem konnen Einzel- oder Doppelstrangbriiche oder kovalente Bindungen zwischen den
DNA-Doppelstringen ausgebildet werden (,,interstrand crosslinks®, ICLs). Im Laufe der
Evolution haben sich haben sich verschiedene DNA-Reparaturmechanismen entwickelt, die auf

die Behebung bestimmter DNA-Schéden spezialisiert sind.” !

ICLs sind besonders schwerwiegende Lisionen, da sie das Offnen des DNA-Doppelstrangs und
somit das Ablesen und das fiir die Zellteilung notwendige Verdoppeln der DNA verhindern.
1973 wurde zum ersten Mal beschrieben, dass FA-Zellen eine gesteigerte Sensitivitit gegentiber
DNA-Interstragvernetzenden Substanzen aufweisen.'> Eine Unfahigkeit zur adéquaten Reparatur
von ICLs liegt der FA zugrunde. Die speziellen ICL-Reparaturmechanismen sind daher von

besonderem Interesse fiir diese Arbeit und werden im Folgenden genauer erldutert.
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Da ICLs die Replikation und die Transkription der DNA blockieren, miissen sie sowohl in
proliferierenden als auch in nicht proliferierenden Zellen schnellstmoglich repariert werden. Je
nachdem, ob sich die Zelle innerhalb oder auflerhalb der S-Phase befindet, erfolgt die Reparatur
von ICLs S-Phase-abhingig oder S-Phase-unabhingig.” In beiden Fillen schneiden zunichst
Nukleasen am selben DNA-Strang 5’-wiérts und 3’-wiérts der Lésion und l0sen sie somit heraus.
Findet die Reparatur unabhidngig von der DNA-Replikation statt, entsteht durch diesen Prozess
eine Liicke in einem der DNA-Einzelstringe, wihrend das ausgeschnittene Oligonukleotid
weiterhin mit dem gegeniiberliegenden DNA-Einzelstrang verbunden ist. Klassische Modelle der
Replikations-abhéngigen ICL-Reparatur gingen davon aus, dass die Kollision einer
Replikationsgabel mit der Lision die Reparatur einleitet. Neuere Ergebnisse, die an Xenopus-Ei-
Extrakten gewonnen wurden, lieferten genauere Einblicke in den Ablauf der ICL-Reparatur und
legen nahe, dass erst bei der Kollision von zwei Replikationsgabeln das Herausldsen eines ICLs
veranlasst werden kann."* In anderen Studien konnte gezeigt werden, dass eine einzelne
Replikationsgabel ein ICL zunichst umgehen und dann eine Reparatur induzieren kann." In
jedem Fall fiihrt das Herauslosen der Lision innerhalb der S-Phase zur Entstehung einer

Einzelstrangliicke und einem Doppelstrangbruch in dem komplementdren DNA-Strang.

Zur Reparatur der Einzelstrangliicke kommen sowohl beim S-Phase-unabhingigen als auch beim
S-Phase-abhdngigen Reparaturweg die Enzyme der Transldsionssynthese und der
Nukleotidexzisionsreparatur zum Einsatz. Bei der S-Phase-abhingigen ICL-Reparatur werden

entstandene DSB im Anschluss repariert.'®"

In Abbildung 1 ist ein aktuelles, vereinfachtes
Modell der ICL-Reparatur innerhalb und aulerhalb der S-Phase dargestellt. Die angesprochenen

Reparaturmechanismen werden unten genauer erldutert.
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Mechanismen der DNA-ICL-Reparatur

S-Phase-unabhangige

S-Phase-abhéangige ICL-Reparatur ICL-Reparatur
5¢ 5¢
A— —
ICL-Erkennung durch eine ICL-Erkennung durch zwei
Replikationsgabel Replikationsgabeln
5 5' 3 Nukleotidexzisions-
%li M ‘l’ ‘l’ reparatur
5¢
3 3 5' 3 I

5
—
Translasions- <-- €--- 5 - Translasions-

synthese 3 synthese
e -
Nukleotidexzisions-
reparatur
Homologe 5 “"<:::'_ - 3
Rekombination \ 5 -
- 3 —
3 5

Nukleotidexzisions-
reparatur

Abbildung 1 Vereinfachte Darstellung der S-Phase-abhiingigen und S-Phase-unabhingigen ICL-
Reparaturmechanismen.'® ' Die Abbildung zeigt schematisch die wichtigsten Schritte der ICL-Reparatur in den
verschiedenen Phasen des Zellzyklus. Die kovalente DNA-Interstrangvernetzung ist rot, die Schwesterchromatiden
blau bzw. griin, mittels Transldsionssynthese synthetisierte DNA schwarz, mittels homologer Rekombination
synthetisierte DNA violett und mittels Nukleotidexzisionsreparatur synthetisierte DNA orange dargestellt. Rote
Pfeile deuten Inzisionen der DNA durch Nukleasen an. Nur einige der beteiligten Proteine sind genannt. Erklarung
im Text.

3.2.1 Translidsionssynthese

Die Transldsionssynthese (TLS) ist ein Schadentoleranzmechanismus von Zellen, der eine

Fortfithrung der DNA-Replikation ermoglicht, auch wenn Schiden das Voranschreiten der
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DNA-Polymerasen 6 und & blockieren. Spezielle Polymerasen haben die Fahigkeit, iiber
Lisionen hinweg zu synthetisieren und somit das Abbrechen der Replikation zu verhindern. Sie
sind fehleranfélliger als die Polymerasen der reguldren DNA-Replikation, aber essenziell fiir die
Wiederherstellung einer strukturell intakten DNA. Im Rahmen der ICL-Reparatur wird dieser
Mechanismus nach dem Herauslosen der Lésion zur Reparatur der Einzelstrangspalte

angewendet.'® *°

3.2.2 Nukleotidexzisionsreparatur

Die Nukleotidexzisionsreparatur (NER) ist bei der S-Phase-unabhingigen ICL-Reparatur an dem
Herauslosen des ICLs beteiligt und dient bei beiden Reparaturmechanismen der abschlieBenden
Entfernung der herausgelosten Lision.'® Sie ist auBerdem der wichtigste Mechanismus von
Sdugerzellen zur Entfernung von sperrigen DNA-Lidsionen wie Pyrimidin-Dimeren, die durch
UV-Strahlen entstehen konnen. Wird ein entsprechender Schaden an der DNA entdeckt,
schneidet die Nuklease ERCCI1-XPF den betroffenen Einzelstrang 5’-wirts von der Lésion.
Verschiedene Polymerasen konnen durch DNA-Reparatur-Synthese den geschéddigten Abschnitt
wiederherstellen. Die Nuklease XPG schneidet anschlieBend 3’-wirts von der Lésion, der

geschidigte DNA-Strang wird entfernt und der neu synthetisierte DNA-Abschnitt ligiert.*' >

3.2.3 Reparatur von DNA-Doppelstrangbriichen

Zellen besitzen verschiedene Mechanismen zur Reparatur von DSB, unter anderem die
Homologe Rekombination (HR) und die nicht-homologe Endverkniipfung (,,non-homologous
end-joining®, NHEJ). Im Rahmen der ICL-Reparatur entstandene DSB werden fiir gewdhnlich
durch HR repariert, aufgrund ihrer Bedeutung fiir das Krankheitsbild der Fanconi-Andmie

werden jedoch beide Reparaturwege genauer dargestellt.
3.2.3.1 Homologe Rekombination

Bei der HR wird der homologe DNA-Abschnitt des Schwesterchromatids zur Reparatur eines
DSB herangezogen. Diese Art der Reparatur findet hauptséchlich in der S- und der G2-Phase des
Zellzyklus statt und gilt als weitestgehend fehlerfrei. Zunichst kommt es zur End-Resektion im
Bereich des DSB, sodass an dem 3’-Ende einstringige DNA entsteht. Rad51, das
Schliisselenzym der HR, bindet an die einstringige DNA und vermittelt die Invasion des
41823

geschiadigten Chromatids an die homologe Sequenz auf dem intakten Schwesterchromati

Es finden ein Strangaustausch und eine Basenpaarung an den homologen DNA-Sequenzen statt.
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Das intakte Schwesterchromatid wird als Vorlage zur Replikation und somit zur Reparatur des
geschidigten Schwesterchromatids genutzt. AnschlieBend gibt es mehrere mogliche Verlaufe der
HR, bei einigen entstehen DNA-Uberkreuzstrukturen (Holliday-Junctions). In jedem Fall folgt
der Reparatur ein Ligationsschritt und nach der Trennung der DNA-Stringe liegen wieder zwei

intakte Molekiile vor. 2* %

3.2.3.2 Nicht-homologe Endverkniipfung

Im Gegensatz zur HR findet die Reparatur von DSB bei der NHEJ unabhédngig von
Sequenzhomologien statt. Bei dieser Form der DSB-Reparatur, die in allen Phasen des
Zellzyklus erfolgt und der meist genutzte DSB-Reparaturweg in Sdugerzellen ist, werden die aus
den DSB resultierenden DNA-Enden miteinander ligiert. Hierbei kommt es fast immer zu
Verinderungen der Sequenz, meistens zu kleinen Deletionen. Dennoch spielt die NHEJ
besonders wegen ihrer schnellen Kinetik unter anderem bei der Verhinderung von
Translokationen und somit bei der Aufrechterhaltung der genomischen Integritét eine wichtige

Rolle 16 23 26

3.3 Die Fanconi-Animie

3.3.1 Klinisches Bild

Im Jahr 1927 beschrieb der schweizerische Pddiater Guido Fanconi den Fall dreier Briider, die
diverse angeborenen Fehlbildungen aufwiesen und an einer der pernizidsen Andmie dhnelnden
Erkrankung verstarben.”’ Die nach ihm benannte Fanconi-Anémie tritt mit einer Haufigkeit von
1:100.000-400.000 Geburten auf und wird meistens autosomal-rezessiv vererbt.'” **
Klassischerweise manifestiert sich die FA klinisch iiber Fehlbildungen, Knochenmarkversagen

und ein erhohtes Risiko fiir die Entwicklung maligner Erkrankungen.

Hiufige angeborene Fehlbildungen bei FA-Patienten sind Malformationen der Daumen,
Radiushypo- oder -aplasie, Kleinwuchs, Mikrozephalie und eine abnorme Fazies. Des Weiteren
kann es zu Pigmentierungsstérungen der Haut, Verdnderungen der Reproduktionsorgane oder
Storungen der Nieren-, Herz-Kreislauf- oder gastrointestinalen Funktionen kommen. Bis zu ein

Drittel der Betroffenen weisen jedoch keine dieser Merkmale auf.*” *

Aufgrund ihrer Schwere stehen die himatologischen Manifestationen der FA im Mittelpunkt der
medizinischen Betreuung der Patienten im Kindesalter. Typischerweise kommt es bereits

innerhalb der ersten Lebensdekade zu einer progressiven Riickbildung des Knochenmarks mit
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Panzytopenie, wobei eine Thrombozytopenie oder Leukopenie der Andmie oft vorrausgeht. Die
kumulative Inzidenz des Knochenmarkversagens bei FA-Patienten im Alter von 40 Jahren wird
auf 90% geschitzt, die der malignen h@matologischen Erkrankungen auf 33%.’' Hier dominiert
vor allem die akute myeloische Leukdmie, das Erkrankungsrisiko ist im Vergleich zur
Allgemeinbevolkerung etwa 500-fach erhoht. Auferdem haben FA-Patienten ein gesteigertes
Risiko fiir die Entwicklung von soliden Tumoren: Besonders Plattenepithelkarzinome des
Kopfes, Halses, Osophagus und der anogenitalen Region sind hiufig, ebenso Tumoren der Brust
oder des Gehirns. Aufgrund der Therapieerfolge im Laufe der letzten Jahrzehnte gewinnen diese
Erkrankungen an klinischer Relevanz, da FA-Patienten hohere Lebensalter erreichen und somit
die Gefahr der Tumorentwicklung, besonderes nach erfolgter hédmatopoetischer
3238 Trotz einer Verbesserung der Uberlebensrate erreichen nur

knapp 40% von FA-Patienten ihr 30. Lebensjahr.’’

Stammzelltransplantation, steigt.

3.3.2 Diagnosestellung und therapeutische Moglichkeiten

Die Diagnosestellung der FA erfolgt iiber eine Chromosomenbruchanalyse aus Lymphozyten des
peripheren Bluts, die mit der DNA-Interstragvernetzenden Substanz Mitomycin C (MMC)
behandelt werden. FA-Zellen weisen spontan eine erhohte Chromosomenbriichigkeit auf, die
durch eine MMC-Behandlung dramatisch verstirkt wird. Neben einfachen Chromatidbriichen
finden sich auch komplizierte Austauschfiguren unter Beteiligung von zwei oder mehr
Chromosomen. Eine DNA-Sequenzanalyse dient der Identifikation des genetischen Subtyps des
FA-Patienten.” >

Aufgrund der schwerwiegenden hématologischen Komplikationen der FA beinhaltet die
Therapie bei etwa der Hilfte aller Patienten eine hdmatopoetische Stammzelltransplantation,
hierbei stellen jedoch die gesteigerte Empfindlichkeit der FA-Zellen gegeniiber Bestrahlung und
Chemotherapeutika sowie Transplantat-gegen-Wirt-Reaktionen besondere Herausforderungen

33 37 38
dar.>* ¥’

Zur symptomatischen Therapie werden Erythrozyten- und Thrombozytenkonzentrate
verabreicht; die Gabe von Wachstumsfaktoren zur Anregung der Synthese von neutrophilen
Granulozyten muss vorsichtig geschehen, da diese Faktoren die Entwicklung von Leukdmien
begiinstigen konnen. Androgene werden zur Stimulierung der Blutbildung verabreicht,

Nebenwirkungen wie Virilisierung und Leberadenome limitieren jedoch auch ihren Einsatz.*’ *
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3.4  Der Fanconi-Animie/BRCA-Reparaturweg

Die Fanconi-Andmie stellt sich genetisch sehr heterogen dar: Derzeit sind 19 verschiedene Gene
bekannt, bei denen biallelische Mutationen das Krankheitsbild hervorrufen (FANCA-FANCT).
Eine Ausnahme ist FANCB, dieses Gen wird X-chromosomal-rezessiv vererbt. Wahrend die FA-
Proteine essenziell fiir die S-Phase-abhédngige ICL-Erkennung- und Reparatur sind, wird ihre
Rolle in der Beseitigung von ICLs auBlerhalb der S-Phase noch diskutiert. Neben ihrer
Bedeutung fiir die ICL-Reparatur wird vermutet, dass FA-Proteine den fehleranfilligen
Aktivitdten der NHEJ teilweise entgegenwirken, an der Zellzykluskontrolle beteiligt sind und die
normale Entwicklung von hdmatopoetischen Stammzellen ermdglichen. Interessanterweise sind
nahezu alle FA-Proteine auch an anderen DNA-Reparaturwegen und Mechanismen zur
Erhaltung der genomischen Integritit beteiligt, sodass sich bei genauer Betrachtung ihrer
Funktionen ein #uBerst komplexes Netzwerk der zelluliren DNA-Reparatur darstellt.'® '®
Monoallelische Mutationen in den FA-Genen BRCAI (FANCS) und BRCA2 (FANCD2) erhdhen
die Wahrscheinlichkeit der Brustkrebsentwicklung. Um die Verbindung zwischen FA und
Brustkrebs zu unterstreichen, wurde der durch die FA-Proteine koordinierte und durchgefiihrte

Mechanismus der ICL-Reparatur ,,FA/BRCA-Reparaturweg® genannt.*

3.4.1 Molekulare Mechanismen des FA/BRCA-Reparaturwegs

ICLs verhindern das Auftrennen des DNA-Doppelstrangs und bedingen somit ein Verharren der
Replikationsgabel vor der Lision. Dies flihrt zur Rekrutierung des FA-Proteins FANCM, das mit
den Fanconi-Andmie-assoziierten Proteinen (FAAP) FAAP 24, FAAP 10 und FAAP 16 einen
Komplex bildet und sich an das Chromatin anlagert. FANCM und FAAP 24 bedingen die
Anlagerung von RPA an die DNA, was wiederum, wie in Absatz 3.1 beschrieben, die
Rekrutierung und Aktivierung von ATR erméglicht.*! ** Aktiviertes ATR initiiert nun iiber
Phosphorylierungen verschiedene Signalkaskaden und trdgt zur Aktivierung des S-Phase-

Checkpoints und somit zum Zellzyklusarrest bei.*

Neben FANCM und den genannten Fanconi-Andmie-assoziierten Proteinen werden die FA-
Proteine A, B, CE, F, G und L sowie die FA-assoziierten Proteine FAAP 20 und FAAP 100 zum
DSB rekrutiert. Diese Proteine bilden gemeinsam den sogenannten ,,FA core complex*, der sich
durch eine Ubiquitin(Ub)-Ligase-Funktion auszeichnet. Die Monoubiquitinierung von FANCD2
durch den FA core complex an Lysin 561 und, wenn auch weniger bedeutsam, von FANCI an

Lysin 523 wird als Aktivierungsschritt des FA/BRCA-Reparaturwegs angesehen.'®
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FANCD2Y"-FANCI"® wird anschlieBend ebenfalls an das Chromatin gebunden und unterstiitzt
sowohl {iiber den Umbau der Replikationsgabel als auch iiber die Koordination von
Effektorproteinen wie strukturspezifischen Endonukleasen, TLS-Polymerasen und HR-Proteinen

1% Viele dieser Effektorproteine sind ebenfalls FA-Proteine. Andere tragen

die ICL-Reparatur.
zur ICL-Reparatur bei, jedoch sind noch keine Mutationen in den entsprechenden Genen bei FA-
Patienten gefunden worden. Der gesamte Prozess der DNA-Reparatur unter Nutzung der
Proteine des FA/BRCA-Reparaturwegs kann mehrere Stunden dauern und wird durch die
Deubiquitinierung von FANCD2 und FANCI beendet.” *° In Tabelle 1 sind alle zurzeit
bekannten FA-Gene, die Héufigkeit mit der ihre mutierte Version bei FA-Patienten auftritt und

ihre wichtigsten Funktionen aufgezdhlt.

Tabelle 1 Menschliche FA-Gene, ihre Hiufigkeit bei FA-Patienten und ihre Funktion.”® * ¥

FANC Symbol Prozent von  Funktion

(abweichender Gen-Name)  FA-Patienten

FANCA 60-70 FA core complex

FANCB 2 FA core complex

FANCC 14 FA core complex

FANCDI (BRCA2) 3 Homologe Rekombination

FANCD?2 3 FANCD2""-FANCI", koordiniert
Effektorproteine

FANCE 3 FA core complex

FANCF 2 FA core complex

FANCG 10 FA core complex

FANCI 1 FANCD2""-FANCI", koordiniert
Effektorproteine

FANCJ (BRIPI) 2 Homologe Rekombination, 5'-3'-Helikase

FANCL 0,2 FA core complex, Ubiquitin-Ligase

FANCM 0,2 FA core complex, DNA-Translokase

FANCN (PALB2) 0,7 Homologe Rekombination

FANCO (RAD51C) 0,2 Homologe Rekombination

FANCP (SLX4) 0,2 Bindet und reguliert die Funktion der Nukleasen
XPF-EFCC1, MUS81-EME1 und SLX1

FANCQ (ERCC4) 0,5-1,0 Bildet mit XPF eine FANCP-abhingige
Nuklease, ICL-Aushaken, NER

FANCR (RADS51) keine Daten =~ Homologe Rekombination

FANCS (BRCAI) 0,1 Homologe Rekombination, Hemmung des NHEJ

FANCT (UBE2T) keine Daten ~ Ubiquitin-Ligase, Zusammenarbeit mit FANCL
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In Abbildung 2 sind die molekularen Mechanismen des FA/BRCA-Reparaturwegs schematisch
dargestellt.

. < FANCI 5 <_FANCD2 =

< FANCD2 >

Nukleasen TLS HR
| |} | |
FANCJ
hSNM1B/ FANCS/
MUS81 Ao BRCA1
FANCP/ 2 FANCN
SL FANCO
FANCQ/ @ FANCD1
XPF FANCR/

CErect D Rad51

Abbildung 2 Schematische Darstellung der molekularen Mechanismen des FA/BRCA-Reparaturwegs."” Die
kovalente DNA-Interstrangvernetzung (ICL) ist rot, die FA core complex Proteine violett, FANCD2" -FANCI"®
blau und FA-Effektorproteine griin dargestellt. Grau dargestellte Proteine sind am FA/BRCA-Reparaturweg
beteiligt, wurden aber bei FA-Patienten noch nicht in mutierter Form gefunden. A) FANCM und assoziierte Proteine
werden zu einem ICL rekrutiert. B) Rekrutierung des FA core complex und Ubiquitinierung von FANCD2 und
FANCI. C) FANCD2"-FANCI"™ induzieren wund kontrollieren die Funktionen von Nukleasen,
Transldsionspolymerasen (TLP) fiir die Transldsionssynthese (TLS) und Mediatoren der homologen Rekombination
(HR). Ub: Ubiquitin. Erkldarung auch im Text.

3.4.2 Der FA/BRCA-Reparaturweg koordiniert die Funktion von strukturspezifischen
Nukleasen

Die in Absatz 3.2 beschriebe Reparatur von ICLs basiert auf einer genau aufeinander
abgestimmten  Reihenfolge von  préizise lokalisierten =~ DNA-Schnitten, die von
strukturspezifischen Nukleasen vorgenommen werden. Der FA/BRCA-Reparaturweg koordiniert
dabei die Aktivitdt dieser Proteine, unter anderem von XPF-ERCC1, MUS81-EME1, hSNM1A,
hSNM1B/Apollo und FANCP/SLX4.'¢ '8 ¥

Der Nukleasenkomplex XPF-ERCCI1 ist essenziell bei der NER und spielt unabhingig davon
eine wichtige Rolle bei der ICL-Reparatur. Es wird davon ausgegangen, dass XPF-ERCCl1

mindestens eine der beiden Schnitte zum Herausldsen einer ICLs vornimmt.*® Im Jahr 2013
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wurde XPF als Fanconi-Andmie Protein FANCQ identifiziert und ist damit ein weiteres FA-

Protein, das zuvor als NER-Protein bekannt war.** >

MUSS81-EME1 ist ein Komplex aus zwei Endonukleasen, dessen Rolle im FA/BRCA-
Reparaturweg noch nicht genau geklart ist. Einige Modelle schlagen vor, dass MUS81-EME1
wie XPF-ERCC1 am Aushaken der ICLs beteiligt ist, andere gehen davon aus, dass die
Prozessierung der verharrten Replikationsgabel unter anderem durch MUSS81-EMEI1
vorgenommen wird oder das MUS81-EME]1 an der Auflosung der Holliday Junctions beteiligt
ist.'"®>! > MUSS]1 interagiert unter anderem mit hRSNM1B/Apollo und mit FANCP/SLX4.>>"°

Mutationen im FANCP/SLX4-Gen wurden erstmals im Jahr 2011 bei FA-Patienten
beschrieben.”” FANCP/SLX4 besitzt selber keine katalytischen Doménen, spielt aber durch seine
Nukleasen-Zubringerfunktion eine integrale Rolle im FA/BRCA-Reparaturweg. So bindet
FANCP/SLX4 unter anderem die Nukleasen XPF-ERCC1, MUS81-EME1 und SLX1, die fiir
eine adiquate zelluldre Antwort auf ICLs notwendig sind.”® > Des Weiteren ist FANCP/SLX4 an
der Auflésung von Holliday Junctions beteiligt.”” >* AuBerdem trigt FANCP/SLX4 zu der
Homoostase der Chomosomenenden, den Telomeren, bei: Uber die Interaktion mit dem
Telomer-assoziierten Protein TRF2 bringt FANCP/SLX4 die oben genannten Nukleasen an die
Telomere. XPF-ERCC1, MUS81-EME1 und SLX1 spielen wichtige Rollen bei der
Instandhaltung der dortigen DNA-Strukturen.®

hSNM1A und hSNM1B/Apollo sind 5’-3° Exonukleasen, die an der ICL-Reparatur beteiligt
sind. Aktuell wird angenommen, dass hSNM1A nach den initialen Schnitten 3’-wérts und
5’-wirts von der Lésion das herausgeloste Oligonukleotid abbaut und so ein geeignetes Substrat
fir die Translisionspolymerasen bereitstellt.”’ Aufgrund der herausragenden Bedeutung von
hSNMI1B/Apollo fiir die Fragestellungen der vorliegenden Arbeit widmet sich Abschnitt 3.5

ausfiihrlich diesem Protein.

3.4.3 Der FA/BRCA-Reparaturweg und NHEJ

In der GO- und der G1-Phase des Zellzyklus ist die NHEJ der vorherrschende Prozess der DSB-
Reparatur, in den anderen Phasen kann neben diesem fehleranfilligen Reparaturmechanismus
auch die meist fehlerfrei verlaufende HR eingesetzt werden. Welcher Weg von der Zelle
eingeschlagen wird, ist von vielen komplexen Faktoren abhingig. Der FA/BRCA-Reparaturweg
soll an der Entscheidung beteiligt sein, indem er die Einleitung von HR im Rahmen der ICL-

Reparatur begiinstigt. Ohne einen funktionsfahigen FA/BRCA-Reparaturweg konnte es also
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aufgrund von NHEJ-bedingten  Reparaturfehlern zu einer Akkumulation von
Chromosomenaberrationen kommen — dies ist eine mogliche Erkldrung fiir den Phénotyp von
FA-Patientenzellen.'® Diese Theorie wurde mit zum Teil widerspriichlichen Ergebnissen in
verschiedenen Studien gepriift. Zum Teil konnte der FA-Phidnotyp durch eine Stérung des
NHEJ-Reparaturwegs aufgehoben werden, zum Teil geschah das nur eingeschriankt oder gar

nicht.®*%

Trotzdem ist NHEJ-bedingte DNA-Schidigung in FA-Zellen von groBer Relevanz, da
Inhibitoren bestimmter NHEJ-Proteine sehr spezifische Therapieoptionen fiir FA-Patienten

darstellen konnten. '

3.44 Der FA/BRCA-Reparaturweg und die Zellzykluskontrolle

Die Proteine des FA/BRCA-Reparaturwegs sind an verschiedenen zelluldren Checkpoints
beteiligt, daher weisen FA-Zellen Stérungen des Zellzyklus auf.®® Seit lingerem ist bekannt, dass
FA-Zellen mit Mutationen in Genen, die fiir FA core complex-Proteine oder fiir FANCD2
kodieren, aufgrund von Mingeln beim S-Phase-Checkpoint keinen adidquaten Zellzyklusarrest
als Antwort auf ICLs induzieren konnen.*® ®’ Dies ist darauf zuriickzufiihren, dass viele FA-
Proteine essenziell fiir die Aktivierung der ICL-induzierten Zellzyklus-Checkpoints wéihrend der
DNA-Synthese sind.®® ICLs, die aufgrund dieser defekten Zellzykluskontrolle nicht repariert
werden, filhren zu Sekundirldsionen wie Einzel- oder Doppelstrangbriichen oder -spalten.
Neuere Studien zeigten aullerdem, dass FA-Proteine auch an der Sicherstellung des geregelten
Ablaufs der Mitose beteiligt sind. Der mitotische Spindel-Checkpoint garantiert, dass die Teilung
der Chromatiden in der Anaphase erst dann stattfindet, wenn alle Zentromere mit den
Mikrotubuli des Spindelapparats verbunden sind. Dieser Checkpoint ist nach einer Depletion von
vielen FA-Proteinen in menschlichen HeLa-Zellen defekt, wodurch es zu einer ungleichen

Verteilung der Chromosomen und zur Aneuploidie kommen kann.*

3.4.5 Der FA/BRCA-Reparaturweg und hiimatopoetische Stammzellen

Neben seiner Funktion bei der DNA-Schadensantwort gibt es seit einigen Jahren Hinweise, dass
der FA/BRCA-Reparaturweg auch am Schutz hdmatopoetischer Stammzellen beteiligt ist. So
konnte gezeigt werden, dass eine Depletion verschiedener FA-Proteine in menschlichen
Stammzellen die Produktion von himatopoetischen Vorliuferzellen reduziert.”” AuBerdem
wurden bei sehr jungen FA-Patienten schon vor der klinischen Manifestation eines
Knochenmarkversagens deutlich niedrigere Anzahlen von Stammzellen im Knochenmark
gemessen als bei einer gesunden Vergleichsgruppe. Zudem wurde in FA-mutierten

Knochenmarkzellen eine Hyperaktivitit des Transkriptionsfaktors p53 festgestellt, der als
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»Wichter des Genoms* bei zellulirem Replikationsstress und DNA-Schiden einen
Zellzyklusarrest einleitet. Diese Ergebnisse legen nahe, dass FA-Patienten bereits bei Geburt
geringe Anzahlen an hdmatopoetischen Stammzellen besitzen, die zudem weniger proliferativ
sind. Die Funktion von FA-Proteinen beim Schutz der hdmatopoetischen Stammzellen liefert

eine mogliche Erkldrung fiir das frith auftretende Knochenmarkversagen bei FA-Patienten.'® !

3.4.6 Der FA/BRCA-Reparaturweg und reaktive Aldehyde

Die Hypersensitivitit von FA-Zellen gegeniiber DNA-vernetzenden Substanzen gilt als
gesichert, jedoch konnte die primire Quelle der DNA-Schédden, die die Erkrankung bei FA-

Patienten auslosen, noch immer nicht mit abschlieBender Sicherheit identifiziert werden.”

Seit einigen Jahren wird der Frage nachgegangen, ob reaktive Aldehyde wie Formaldehyd oder
Acetaldehyd den FA-Phénotyp verursachen. Beide Molekiile kdnnen verschiedene DNA-
Schiden bedingen. Sie werden und {iber Nahrungsmittel aufgenommen, fallen bei der
Verstoffwechselung an oder entstechen als Nebenprodukt des zelluliren Metabolismus.”” 7
Verschiedene Studien zeigten, dass der FA/BRCA-Reparaturweg an der Neutralisierung von
Formaldehyd- und Acetaldehyd-induzierter Genotoxizitét beteiligt ist. So konnte nachgewiesen
werden, dass die Monoubiquitinierung von FANCD2 durch Acetaldehyd stimuliert wird.”
AuBlerdem weisen DT40-Zellen (B-Zelllinie, Huhn), die Mutationen in verschiedenen FA-Genen
tragen, gesteigerte Sensitivititen gegeniiber Acetaldehyd auf. Zudem belegten Untersuchungen
am Mausmodell, dass das Acetaldehyd-katalysierende Enzym ALDH2 fiir Fancd2”-Embryos
essenziell ist, ihre embryonale Entwicklung jedoch durch Aldh2""-Miitter gewéhrleistet werden
kann. Nach drei bis sechs Monaten sterben jedoch ein Grofteil dieser Méuse aufgrund von
akuten Leukdmien.”* Die Miuse, die nicht an einer akuten Leukdmie erkranken, entwickeln
spontan aplastische Andmien, die denen von FA-Patienten sehr &hneln. Interessanterweise
konnte in dieser Untersuchung die Acetaldehyd-Sensitivitit auf die unreifen hamatopoetischen
Vorlauferzellen zuriickgefiihrt werden, wihrend reifere Vorlduferzellen keine gesteigerte
Empfindlichkeit aufwiesen.”® Miuse mit Mutationen in beiden Fancd2-Allelen und einem
Nullstatus fiir ALDH5, dem Gen, das das wichtigste Enzym fiir den Formaldehyd-Abbau kodiert,

entwickeln sogar deutlich schneller als Fancd2”"Aldh2”"-Méuse ein Konchenmarkversagen.”’

Auch bei menschlichen FA-Patienten wurde bereits gezeigt, dass eine gleichzeitig bestehende
ALDH2-Defizienz das Auftreten einer Knochenmarkinsuffizienz dramatisch beschleunigt.”

Acetaldehyd-induzierte DNA-Schiden kdnnten demnach entscheidend zur Entstehung und zum
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Schweregrad der Fanconi-Andmie beitragen. Sollte sich dies bestdtigen, konnten bei FA-
Patienten therapeutisch ALDH2-Agonisten eingesetzt werden, um endogene Aldehyde zu
senken. Allerdings liegen noch keine Daten vor, die den Nutzen einer solchen Therapie fiir FA-

Patienten untermauern.”
3.5 Aufbau und Funktionen des Proteins hSNM1B/Apollo

Um ein besseres Verstindnis der DNA-Reparaturmechanismen in Séugerzellen zu gewinnen,
wurden diese Prozesse in der Vergangenheit bei niederen Organismen untersucht. Nach einer
Behandlung von Hefezellen (Sacharomyces cerevisiae) mit der ICL-induzierenden Kombination
aus Psoralen und UVA-Strahlen wurden mit dieser Methode unter anderem Pso2-Mutanten
aufgrund ihrer gesteigerten Sensitivitit gegeniiber diesen Substanzen isoliert.” Das Pso2-Protein
spielt eine wichtige Rolle bei der ICL-Reparatur in Hefezellen. Pso2 ist Mitglied der SNM1-
Nukleasenfamilie, die sich strukturell aufgrund von zwei konservierten Domidnen &hneln
(Metallo-p-Lactamase Domine und B-CASP Domine).*” Beim Menschen wurden mehrere
Homologe von Pso2 gefunden, unter anderem hSNMI1A, hSNMI1B/Apollo und
hSNMI1C/Artemis. Diese drei Proteine sind alle an DNA-Reparaturwegen beteiligt,
unterscheiden sich aber in ihren genauen Funktionen.®' Im Mittelpunkt dieser Arbeit steht das
Protein hSNM1B/Apollo, das selbst eine duale Rolle in der DNA-Reparatur und der

Aufrechterhaltung der Telomerintegritdt ausiibt.

3.5.1 Das hSNM1B/Apollo-Gen und sein Proteinprodukt

Die vollstidndige proteincodierende Sequenz des ASNMIB/Apollo-Gens wurde von Demuth et
al.® im Jahr 2004 identifiziert. Das Gen befindet sich auf dem Chromosom 1p13.1-13.3 und
besteht aus vier Exons. Es kodiert fiir ein 532 Aminoséuren langes Protein, das ein
Molekulargewicht von etwa 58 kDa aufweist. Die Ahnlichkeit zu Pso2 ist auf den N-Terminus
beschrinkt.®” In Abbildung 3 ist die genomische Organisation sowie das kodierte

hSNM1B/Apollo-Protein schematisch abgebildet.
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Abbildung 3 Schematische Darstellung der genomischen Organisation des AhSNM1B/Apollo-Gens und das
kodierte Protein.*” Die vier Exons, die h\SNM1B/Apollo auf der genomischen DNA kodieren, und der Bereich mit
Sequenzhomologie zum Pso2-Protein sind markiert.

3.5.2 Die Funktionen von hSNM1B/Apollo in der DNA-Reparatur

Studien zur Funktion von hSNMI1B/Apollo zeigten, dass eine Depletion des Proteins mittels
RNA-Interferenz zu einer Steigerung der zelluldren Sensitivitdt gegeniiber verschiedenen DNA-
schiadigenden Agenzien fiihrt. Insbesondere DNA-Interstrangvernetzende Substanzen wie MMC
werden von hSNM1B/Apollo-defizienten Zellen schlecht toleriert und bedingen einen Anstieg
von chromosomalen Aberrationen, sodass hSNM1B/Apollo eine Rolle in der ICL-Reparatur
zugesprochen wird.”® ™ hSNMI1B/Apollo-defiziente Zellen weisen auBerdem defekte
G2/M- und S-Phase-Checkpoints nach einer Behandlung mit DNA-schiddigenden Substanzen
auf.>® % Ahnliche Storungen wurden auch in FA-Zellen beobachtet.* ¢’ Zudem zeichnen sich
hSNM1B/Apollo-depletierte Zellen durch einen defekten Prophase-Checkpoint aus.* Gut
vereinbar mit diesen Erkenntnissen ist, dass hSNM1B/Apollo an der Aktivierung von DNA-
Schédden signalisierenden Proteinen wie NBS1, ATM, Chkl und Chk2 beteiligt jst, > B 86
Mehrere Bindungspartner von hSNM1B/Apollo geben weitere Hinweise auf die Funktionen des
Proteins: hSNM1B/Apollo bindet unter anderem an den MRN-Komplex, der an der Erkennung
und Reparatur von DSB beteiligt ist. Eine Verbindung von hSNM1B/Apollo zum FA/BRCA-
Reparaturweg besteht durch die Interaktion des Proteins mit FANCD2, jedoch findet die
FANDC2-Monoubiquitinierung im  Rahmen der ICL-Reparatur unabhédngig von
hSNM1B/Apollo statt.” ** Eine weitere Interaktion besteht mit der Nuklease MUS81-EMEI,
vermutlich kooperieren die Proteine zusammen bei der Prozessierung einer verharrten
Replikationsgabel im Rahmen der ICL-Reparatur.”®> Auch unabhingig von der ICL-Reparatur
scheint hNSNM1B/Apollo replikationsassoziierten DNA-Schiden entgegenzuwirken.®” All diese
Ergebnisse etablieren hSNMB1B/Apollo als wichtigen Faktor der Zellzykluskontrolle und der
ICL-Reparatur. Abbildung 4 fasst die Funktionen von hSNM1B/Apollo bei der ICL-Reparatur

schematisch zusammen.
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Abbildung 4 Modell der Rolle von hSNM1B/Apollo bei der ICL-Reparatur.* * Rot dargestellte Proteine sind
Bindungspartner von hSNM1B/Apollo und/oder werden in ihrer Funktion vermutlich durch hSNM1B/Apollo
beeinflusst. Erklarung im Text.

3.5.3 Die Funktionen von hNSNM1B/Apollo bei der Aufrechterhaltung der
Telomerintegritit

TRF2 wurde von mehreren Arbeitsgruppen als direkter hSNM1B/Apollo-Bindungspartner

identifiziert.®® 880

TREF2 ist eine Komponente des Shelterin-Komplexes, der den Aufbau und die
Integritit der Telomerstrukturen gewihrleistet.”’ Die Proteine TRF2 und hSNMI1B/Apollo
beeinflussen sich gegenseitig in ihrer Funktion, denn eine siRNA-vermittelte hSNM1B/Apollo-
Depletion verstirkt den bekannten TRF2-Mangel-Phinotyp: Betroffene Zellen behandeln ihre
eigenen Telomere wie DNA-Schédden und versuchen diese mit NHEJ zu reparieren; dabei kommt
es zu vermehrten Telomerfusionen. Im Gegenzug reduziert eine TRF2-Depletion die
5°-3’-Exonukleaseaktivitit von hSNM1B/Apollo.* An embryonalen Fibroblasten der Maus mit
Nullmutationen im mSnm1b/Apollo-Gen konnte die Bedeutung der Funktionen der Nuklease an
den Telomeren eindriicklich gezeigt werden: Die 5°-3‘-Exonukleaseaktivitit des Proteins trigt
mafgeblich zur Bereitstellung des 3°-Einzelstrangiiberhanges bei neu-synthetisierten Leitstrag-
Telomeren bei. Erst diese Einzelstrang-Resektion ermdglicht die Bindung von weiteren
Telomerfaktoren, die die Chromosomenenden vor der Prozessierung durch NHEJ und somit vor

92 93

Fusionsereignissen schiitzen. Diese Schutzfunktion von SNM1B/Apollo vor den potentiell

genotoxischen Folgen von NHEJ konnte im Mausmodell bestétigt werden: mSnm1b/Apollo-
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Nullmutanten-Miuse weisen Entwicklungsverzogerungen und Fehlbildungen in mehreren
Organsystemen auf und versterben perinatal. Eine gleichzeitige Storung des NHEIJ-
Reparaturwegs durch eine Mutation im dem fiir NHEJ essenziellen Gen Ku70 fiihrt jedoch zu

einer Aufthebung des letalen mSnm1b/Apollo’/-Phinotyps.”

Beim Menschen sind aktuell keine biallelischen ASNMIB/Apollo Mutationen bekannt,
moglicherweise sind diese nicht mit dem Leben vereinbar. Bei einem Patienten mit Hoyeraal-
Hreidarsson-Syndrom, einer genetisch bedingten Krankheit, die sich vorzeitiges Altern,
Knochenmarkversagen und eine gestérte Immunantwort auszeichnet, konnte jedoch eine
abnorme hSNMIB/Apollo-mRNA-Variante gefunden werden. Die Identifizierung der
zugrundeliegenden Mutation gelang nicht. Die identifizierte mRNA kodiert fiir ein C-terminal
um etwa 100 Aminosduren verkiirztes Protein, dem die Bindungsdoméne fiir TRF2 fehlt.
Interessanterweise zeigen betroffene Zellen deutliche Zeichen einer Telomerdysfunktion, aber
keine  gesteigerte  Sensitivitit  gegeniiber = DNA-Interstragvernetzenden  Substanzen.
Moglicherweise ist also die duale Funktion von hSNM1B/Apollo in DNA-Reparatur und der
Aufrechterhaltung der Telomerintegritit auf einen modularen Aufbau des Proteins

zuriickzufithren.”
4 Zielsetzung der vorliegenden Arbeit

In den 24 Jahren seit der Entdeckung des ersten FA-Gens gab es einen immensen Zuwachs an
Wissen iiber die Ursachen der Erkrankung und dariiber hinaus iiber die Mechanismen der
Zellzykluskontrolle und der zelluliren DNA-Reparatur. Obwohl die Bedeutung des FA/BRCA-
Reparaturwegs als integraler Teil der DNA-Schadensantwort mittlerweile gesichert ist, sind viele
Details beziiglich seiner genauen Abldufe und Interaktionen mit anderen DNA-Reparaturwegen
noch nicht ergriindet. Ein genaues Verstindnis dieses Signalwegs ist jedoch essenziell, um die
Ursachen des Knochenmarkversagens und der Tumorentstehung sowohl bei FA-Patienten als

auch bei Krebs-Patienten mit Mutationen in FA-Genen zu verstehen.

Die vorliegende Arbeit beschiftigt sich mit den Funktionen von hSNM1B/Apollo, einer fiir die
addquate zellulire Antwort auf DNA-Schdden essentielle Nuklease. Die grundlegende
Hypothese lautet, dass hSNM1B/Apollo am FA/BRCA-Reparaturweg beteiligt ist. Mehrere
Beobachtungen unterstiitzen diese Annahme: hSNMI1B/Apollo-depletierte menschliche
HeLa-Zellen zeigen eine dhnliche Empfindlichkeit gegeniiber der DNA-Interstragvernetzenden

Substanz MMC wie FA-Zellen.*” * AuBerdem ist hSNM1B/Apollo, wie viele FA-Proteine, fiir
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den kontrollierten Ablauf der S-Phase essenziell.”> Zudem wird sowohl dem FA/BRCA-
Reparaturweg als auch hSNM1B/Apollo eine Rolle im Schutz der DNA vor den schidigenden
Effekten von NHEJ zugesprochen.” Auch konnte gezeigt werden, dass hSNM1B/Apollo an
FANCD2 bindet und dass die Proteine beim zelluldren Uberleben nach ICL-Induktion epistatisch
agieren, was eine Beteiligung am selben Reparaturweg nahelegt.** Zielsetzung der vorliegenden
Arbeit ist daher, zur genaueren Charakterisierung der Funktion von hSNMIB/Apollo im
FA/BRCA-Reparaturweg beizutragen.

Im Rahmen dieser Untersuchungen wurde das FA-Protein FANCP/SLX4 als Kandidat fiir einen
weiteren hSNM1B/Apollo-Bindungspartner, der im FA/BRCA-Reparaturweg agiert,
identifiziert. Grundlage dieser Uberlegung ist zum Ersten die beschriebene Nukleasen-
Zubringerfunktion von FANCP/SLX4 und darauf aufbauend die Uberlegung, dass auch
hSNMI1B/Apollo zu den Nukleasen gehoren konnte, die an FANCP/SLX4 binden. Zudem
spielen sowohl FANCP/SLX4 als auch hSNM1B/Apollo neben ihrer Funktion in der DNA-
Schadensantwort eine Rolle in der Aufrechterhaltung der Telomerintegritit. Beide Proteine
binden das Telomer-assoziierte Protein TRF2.* Die Interaktion von hSNMI1B/Apollo und
FANCP/SLX4 wurde in dieser Arbeit mittels Ko-Immunoprizipitationsstudien mit endogenen,

ektopisch exprimierten und in-vitro translatierten Proteinen untersucht.

Die Funktion von FANCP/SLX4 an den Telomeren ist noch nicht genau ergriindet. Im Rahmen
dieser Arbeit wurde untersucht, ob sich eine Depletion von FANCP/SLX4 oder anderen FANC-
Proteinen auf die zellulire Menge Telomer-assoziierter Proteine auswirkt. Mittels
Immunfluoreszenzanalysen wurde zudem die Induktion von Telomerdysfunktion in

menschlichen U20S-Zellen nach hSNM1B/Apollo-Depletion gepriift.

Des Weiteren wurde untersucht, ob hSNMI1B/Apollo-depletierte Zellen eine gesteigerte
Empfindlichkeit gegeniiber Acetaldehyd aufweisen. Acetaldehyd wird seit einigen Jahren als
potentieller Verursacher der genotoxischen DNA-Lidsionen angesehen, die bei einer
Funktionsstorung im FA/BRCA-Reparaturweg nicht behoben werden kénnen.” Eine zellulire
Hypersensitivitit gegeniiber Acetaldehyd nach hSNM1B/Apollo-Depletion wiirde die Rolle der
Nuklease im FA/BRCA-Reparaturweg zusitzlich untermauern. Um dieser Fragestellung
nachzugehen, wurden hier Kolonienbildungsstudien und Chromosomenbriichigkeitsanalysen

durchgefiihrt.
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Material

5.1  Zellreihen
Name Art der Zellreihe Herkuntft
HEK?293 Humane embryonale | Institut fiir medizinische Genetik und
Nierenzellen Humangenetik, Charité - Universitdtsmedizin Berlin
U208 Humane Institut fiir medizinische Genetik und
Osteosarkomzellen | Humangenetik, Charité - Universititsmedizin Berlin
5.2  Chemikalien und Verbrauchsmittel

5.2.1 Zellkultur Materialien

Material Hersteller
Blue Caps (15/50 ml) Becton Dickinson
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma aldrich

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) (mit 4,5 g/L
Glucose)

Gibco/life technologies

Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline (DPBS)

Gibco/life technologies

Fetales Kélberserum (FKS) PAN Biotech
Mikroreaktionsgefille Eppendorf
Pemcﬂhn-SFreptomycm (10.000 Units Penicillin/ml, 10 mg PAN Biotech
Streptomycin/ml)

Petrischalen (3,5 cm/10 cm) Falcon
Pipettenspitzen Sarstedt
Sterilpipetten (5/10/25 ml) Sarstedt
Transferpipetten (2,5 mL) Sarstedt
Trypsin/EDTA PAN Biotech
Zellkulturflaschen Falcon
Zellkulturflaschen (50/250/500 ml) Becton Dickinson
Zellkulturplatten (6 well/24 well) Falcon
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5.2.2 Western Blot und Immunoprézipitation

Material Hersteller

Dynabeads Protein G Novex/life technologies
Magermilchpulver Frema

NuPAGE Antioxidant Novex/life technologies

NuPAGE Bis-Tris-Gel (4-12%)

Novex/life technologies

NuPAGE LDS Sample Buffer (4x)

Novex/life technologies

NuPAGE MOPS Laufpuffer (20x)

Novex/life technologies

NuPAGE Sample Reducing Agent (10x)

Novex/life technologies

NuPAGE Transferpuffer (20x)

Novex/life technologies

NuPAGE Tris-Acetate Gel (3-8%)

Novex/life technologies

NuPAGE Tris-Actetat Laufpuffer (20x)

Novex/life technologies

Ponceau S Losung Fluka
PVDEF/Filter Paper Sandwich (Porengrofle 0,45 pm) Invitrogen
SeeBlue Plus2 Pre-stained Protein Standard Invitrogen

Spectra Multicolor Broad Range Protein Ladder

Thermo Fisher Scientific

Western Lightning plus ECL Chemilumineszenz-Substrat

Perkin Elmer

5.2.3 Antikorper

Konju-

Antikorper Hersteller Klonalitét Spezies it Katalognr.
Anti-Actin Abcam monoklonal | Maus - ab8226
Anti-c-Myc Sigma aldrich | monoklonal | Maus - M4439
Anti-c-Myc-Biotin Sigma aldrich | monoklonal | Maus Biotin | B7554
Anti-FANCA Bethyl Labs | polyklonal | Kaninchen | - A301-980A
Anti-FANCP Bethyl Labs | polyklonal | Kaninchen | - A302-269A
Anti-FANCP Bethyl Labs | polyklonal | Kaninchen | - A302-270A
Anti-FANCD2 Abcam polyklonal | Kaninchen | - ab2187
Anti-Flag-Bio Sigma aldrich | monoklonal | Maus Biotin | F9291
Anti-Flag Sigma aldrich | monoklonal | Maus - F3165
Anti-TRF1 Abcam monoklonal | Kaninchen | - EPR6313
Anti-TRF1 Santa Cruz polyklonal | Ziege sc-6165
Anti-TRF2 Imgenex monoklonal | Maus - Img-124A
Anti-yH2AX Upstate monoklonal | Maus 05-636
Anti-Maus-IgG Amersham polyklonal | Schaf HRP NA931V
Anti-Kaninchen-IgG | Amersham polyklonal | Esel HRP NA934V
Anti-hSNM1B selbst- polyklonal | Kaninchen | - -
(VMRCI10) generiert
Anti-hSNM1B selbst- polyklonal | Kaninchen | - -
(Ab-1) generiert
Anti-Kaninchen-IgG | Thermo polyklonal | Ziege Alexa A-11008
Fisher 488
Anti-Maus-IgG Thermo polyklonal | Ziege Alexa A-11001
Fisher 488
Anti-Ziege-1gG Thermo polyklonal | Esel Alexa A-110057
Fisher 568




5.2.4 Bakterien

Material

Stamm Herkuntft
E.Coli DH50 Insiutut fur medlglr.usche Genetlk und Humangenetik, Charité
Universitdtsmedizin Berlin

5.2.5 Expressionsplasmide

Plasmid Herkunft Markierung
Institut fiir medizinische Genetik und Humangenetik, | Flag
pCMV-Tag2B Charité - Universitidtsmedizin Berlin
Institut fiir medizinische Genetik und Humangenetik, | Myc
pCMV-Tag3B Charité - Universitidtsmedizin Berlin
pDEST-Myc Harvard Medical School, Boston Myc
pEF5/FRT/V5- Institut fiir medizinische Genetik und Humangenetik, | Myc
DEST Charité - Universitidtsmedizin Berlin
5.2.6 Restriktionsenzyme
Reskriktionsenzym | Hersteller
BamHI New England BioLabs
BSrG1 New England BioLabs
Hpal New England BioLabs
Ndel New England BioLabs
Pstl New England BioLabs
Sall New England BioLabs
Sapl New England BioLabs
5.2.7 siRNAs
Zielprotein Sequenz Herkuntft
FANCA AAGGGUCA GAGGGAAAAAUAUU Dharmacon Research
FANCD2 CACCUCAUACUGUUACUGCUU selbst-generiert
FANCP/SLX4 AGCGGCAUUUGAGUCUGCAGGUGAA | Invitrogen
hSNM1B/Apollo GAAGCUGCCCACCAGAUUGATAT Dharmacon Research

Material Hersteller

AllStars negative control siRNA Qiagen
5.2.8 Kits

Kit Hersteller

mMESSAGE mMACHINE T3 High Yield Capped RNA .

. : Ambion

Transcription Kit

QIAGEN Plasmid Purification Maxi Kit Qiagen

QIAquick PCR Purification Kit Qiagen

Wheat Germ Extract

Promega
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5.2.9 Sonstige Chemikalien und Reagenzien

Material Hersteller
Chloroform Merck
Glucose Acros Organics

4’ ,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI)

Thermo Fisher Scientific

Accustain Formalin Solution, neutral buffered, 10% Sigma aldrich
Acetaldehyd Sigma aldrich
Agarose Roth

Ampicillin Sigma aldrich
Bacto Agar Becton Dickinson
Bacto tryptone Becton Dickinson
Bacto Yeast extract Becton Dickinson
Borsdure MP Biomedicals
Bromphenolblau Roth

BSA New England BioLabs
Complete Mini, Protease Inhibitor Tabletten Roche

EDTA (Ethylendiamintetraessigsiure) Merck Millipore
Eisessig Merck

Entellan Merck

Ethanol J.T. Baker
Ethidiumbromid Serva

Ficoll 400 Applichem
Giemsa-Azur-Eosin-Methylenblaufirbelosung Merck

Glycerol Sigma aldrich
H>Opepc Invitrogen
Isoamylalkohol Merck
Isopropanol Merck
Kanamycin Sigma aldrich
KCl Merck Millipore
Langenstandard ,,Lamda/EcoRI/HindIII* fiir Agarose-Gele selbst-generiert
Lipofectamin 2000 Invitrogen
Lysozym Merck Millipore
Mercaptoethanol Sigma aldrich
Methanol Merck

NaAc Merck

NaCl Roth

NaOH Merck

NEB Puffer 10x New England BioLabs
Oligofectamin Invitrogen
Opti-MEM® I Reduced Serum Medium Gibco

Parafilm Brand

RNAse A (100 mg/mL) Qiagen
RNaseOUT Recombinant Ribonuclease Inhibitor Invitrogen
RNAsin Ribonuclease Inhibitor Promega

Phenol Merck




Material

SDS MP Biomedicals
Streptavidin HRP conjugate Amersham
T7 RNA Polymerase Promega
Tris-HCL (pH 7,5), 1 mmol/L Gibco
Tris-HCI pH 8.0 Gibco/life technologies
Triton-X100 MP Biomedicals
Tween 20 Sigma aldrich

5.3  Gerite

5.3.1 Inkubationssysteme
Gerit Hersteller
Brutschrinke Heraeus
Thermoschiittler Eppendorf

5.3.2 Zentrifugen
Gerit Hersteller
Tischzentrifuge ,,.Biofuge Primo” Heraeus
Tischzentrifuge ,,Heraeus Fresco 21~ Heraeus
Zentrifuge ,,Megafuge 2.0” Heraeus
Zentrifuge ,,Varifuge 3.0R” Heraeus

5.3.3 Mikroskope
Gerit Hersteller
Fluoreszenzmikroskop ,,Axiophot”, Filter Set 13 Zeiss
Kamerasystem ,,SensiCam” PCO
Lichtmikroskop ,,Axiostar” Zeiss

5.3.4 Sonstige Ger:iite
Gerit Hersteller
Branson Sonifier 450 Branson
Chemilumineszenz Detektionsgerdt ,,Chemi Smart 5000 Viber Lourmat
Elektrophorese-Kammer fiir Agarose-Gele PeqLab Biotechnologie
Fluoreszenz Detekionsgerit ,,G:Box” Syngene
Laminair Flow-Arbeitsbank Hereaus
Nanophotometer Implen

Partikelzahler ,,Coulter Counter”

Beckman Coulter

Rotationsgerit ,,Roller Apparatus Modul III”

Wheaton Instruments

Vortex ,,Genie 2”7

Scientific Industries

Wasserbad

GFL

Gelelektrophoresekammer ,,XCell SureLock Mini-Cell”

Novex/life technologies
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5.4  Software
Programm Hersteller
Chemi-Capt 5000, Version 15.1 Viber Lourmat
Clone Manager 6, Version 6.0 Sci & Ed Software
ImageQuant, Version 5.2 GE Healthcare
Microsoft Excel 2013 Microsoft
Photoshop CS, Version 8.0.1 Adobe
SPSS, Version 23 IBM

5.5

5.5.1 Proteinanalytik

IP-Lysepuffer

Verwendete Losungen und Puffer

Komponenten Zusammensetzung
Tris HCL, pH 7,5 50 mmol/L

NaCl 150 mmol/L
ETDA, pH 8,0 5 mmol/L

Triton X 100 0,3% (v/v)

Complete Mini

1 Tablette auf 10 mL

MOPS-Laufpuffer fiir Gelelektrophorese

Komponenten Zusammensetzung
NuPAGE MOPS Laufpuffer (20x) 1/20
NuPAGE Antioxidant 0,125% (v/v)

Tris-Acetat-Laufpuffer fiir Gelelektrophorese

Komponenten Zusammensetzung
NuPAGE TA-Laufpuffer (20x) 1/20
NuPAGE Antioxidant 0,125% (v/v)

Transferpuffer fiir Gelelektrophorese

Komponenten Zusammensetzung

NuPAGE Transferpuffer (20x) 1/20

NuPAGE Antioxidant 0,25% (v/v)

Methanol 10% bzw. 20% (v/v)
TBS-T

Komponenten Zusammensetzung

Tris-HCI, pH 7.5 20 mol/L

NaCl 137 mol/L

Tween 20 0,1% (v/v)




5.5.2 Bakterienkulturmedien und -platten

LB-Platten (500 mL)

Komponenten Zusammensetzung

Bacto tryptone 50g

Bacto Yeast extract 25¢g

Bacto Agar 75¢g

NaCl 50g

HyOud add 500 mL
SOB Medium (1 L)

Komponenten Zusammensetzung

Bacto Trypton 20g

Yeast Extract S5g

NaCl, 5 mol/L 2mL

KCI, 2 mol/L 1,25 mL

HyOuq add 1000 mL
SOC Medium (1 L)

Komponenten Zusammensetzung

Bacto Trypton 20g

Yeast Extract S5g

NacCl, 5 mol/L 2mL

KCI, 2 mol/L 1,25 mL

Glucose, 2 mol/L 1 mL

HyOuq add 1000 mL

Antibiotikazusitze: Kanamycin Endkonzentration: 25 pg/mL
Ampicillin Endkonzentration: 125 pg/mL

5.5.3 DNA-Plasmidpriparation

MPI Puffer 10x

Komponenten Zusammensetzung

Tris-HCI pH 8.0 250 mmol/L

EDTA 100 mmol/L

Glucose 500 mmol/L
Arbeitslosung MPI Puffer 1x

Komponenten V fiir 10 mL

MPI 10x 1 mL

HyOud 9 mL

Lysozym 1 Spatelspitze

RNAse A (100 mg/mL) 10 uL

Material
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MPII Puffer
Komponenten Zusammensetzung
NaOH 0,2 mol/L
SDS 1% (v/v)

MPIII Puffer
Komponenten Zusammensetzung
NaAc, pH 4.8 3 mol/L

MPIV Puffer
Komponenten Zusammensetzung
Tris-HCI pH 8.0 50 mmol/L
NaAc, pH 4.8 100 mmol/L

TE Puffer
Komponenten Zusammensetzung
Tris-HCI, pH 8 10 mmol/L
EDTA, pH 8 1 mmol/L

5.5.4 Nukleinsiurenaufarbeitung und -analytik

Ladepuffer ,,A* fiir Nukleinséuren

Komponenten Zusammensetzung
Ficoll 400 20 % (v/v)
EDTA, pH 8.0 5 mmol/L
Bromphenolblau 0,05% (w/v)
TBE-Laufpuffer
Komponenten Zusammensetzung
Tris-HCI, pH 8.0 900 mmol/L
Borséure 900 mmol/L
EDTA, pH 8.0 40 mmol/L
5.5.5 Weitere Losungen und Puffer
Giemsapuffer 10x
Komponenten Zusammensetzung
Na,HPO4-H,O 250 mmol/L
KHPO4 250 mmol/L




10%-Giemsafarbelosung

Komponenten Zusammensetzung
Giemsapuffer 10x 10% (v/v)
Giemsa-Farbelosung 10% (v/v)
PCA
Komponenten Zusammensetzung
Phenol (TE-gesittigt) 49% (v/v)
Chloroform 49% (v/v)
Isoamylalkohol 2% (v/v)
Stripping-Puffer
Komponenten Zusammensetzung
Tris-HCI, pH 7.5 62 mmol/L
SDS 20% (v/v)
Mercaptoethanol 110 mmol/L

Methoden
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6 Methoden
6.1 Zellkultur

Zur Gewihrleistung steriler Arbeitsbedingungen erfolgte die Zellkultivierung unter einer
Laminair Flow-Arbeitsbank. Das verwendete Zellkulturmedium (DMEM) wurde mit 10%
fetalem Kilberserum und Antibiotika (100 Einheiten/mL Penicillin und 100 pg/mL
Streptomycin) versetzt und bei 4°C gelagert. Die Zellkulturen wurden im Brutschrank bei 37°C,
5% CO; und 21% O, in Zellkulturflaschen oder -schalen inkubiert.

Kryokonservierte Zellen wurden aufgetaut, in 4 mL Zellkulturmedium aufgenommen und in
einer 25 cm® Zellkulturflasche im Brutschrank bei 37°C, 5% CO, und 21% O, inkubiert. Am

folgenden Tag wurde das Medium ausgetauscht um den Kryokonservator (DMSO) zu entfernen.

6.1.1 Kultivierung und Ernte

Der Wachstumszustand der Zellen wurde durch regelmiBige lichtmikroskopische Kontrollen
begutachtet. Erreichten die Zellen eine Konfluenz von etwa 80-90%, wurden sie zur weiteren
Verwendung geerntet, zur Passagierung verdiinnt oder zum Einfrieren in 10%-DMSO-
Zellkulturmedium aufgenommen. Dazu wurde bei den adhirenten U20S-Zellen das

Zellkulturmedium mit einem sterilen Glaspipettenaufsatz abgesaugt, die Zellen mit PBS
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gewaschen und Trypsin/EDTA hinzugegeben, um eine Abldsung der Zellen vom Untergrund der
Kulturflasche zu erreichen. Die Enzymreaktion wurde anschlieBend durch die Zugabe von
Zellkulturmedium gestoppt. HEK293-Zellen sind nur schwach adhérent, daher erfolgte die

Ablosung vom Kulturflaschenuntergrund durch Spiilung mit dem eigenen Zellkulturmedium.

6.1.2 Zellzahlbestimmung

Nach der Zellernte wurden 200 pL der Zellsuspension in 10 mL isotoner Losung verdiinnt und
die Zellzahl in einem Partikelzédhlungsgerit bestimmt. Die zu messende Partikelgrof3e wurde auf

10-30 pm, die durchschnittliche Grof3e von Fibroblasten, eingestellt.

6.1.3 Acetaldehyd-Behandlung

Zur Behandlung der Zellen mit Acetaldehyd wurde die Stammldsung zundchst im Verhéltnis 1:4
mit kaltem, sterilem Wasser verdiinnt, um weiteres Pipettieren zu erleichtern und dem
Verdunsten des bei Raumtemperatur sehr fliichtigen Stoffes vorzubeugen. Anschlieend wurde
die Losung steril filtriert und mit dem Kulturmedium zur gewiinschten Konzentration verdiinnt.
Es folgte die Behandlung der Zellen fiir die angegebenen Zeitrdume, wenn moglich wurden die

Kulturschalen mit Parafilm abgedichtet.

6.2 Proteinbiochemische Methoden

6.2.1 Proteinextraktion

Nach der Ernte wurde die Zellsuspension fiir 10 min abzentrifugiert. Bei der Ernte aus 6-well-
Kulturschalen wurden die Zellen dafiir in 1,5 mL Zellkulturmedium aufgenommen, in 2 mL
EppendorfgefdBe iiberfiihrt und in der Heraeus Fresco 21 Tischzentrifuge bei 6000 rpm
zentrifugiert. Bei der Ernte aus 75cm” Kulturflaschen wurden die Zellen in 10 mL
Zellkulturmedium aufgenommen, in 15 mL Falcons iiberfiihrt und die Zentrifugation in der
Heraeus Megafuge 2.0 Zentrifuge bei 1000 rpm durchgefiihrt. Das Zellkulturmedium wurde
anschlieBend abgesaugt, das Zellpellet mit 1,5 mL bzw. 10 mL PBS gewaschen und erneut
zentrifugiert. Die Zellpellets wurden dann in 1,5 mL PBS aufgenommen, in 1,5 mL
Eppendorfgefdfle tiberfiihrt und bei 4°C und 6000 rpm fiir 5 min in der Heraeus Fresco 21
Tischzentrifuge zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen. Die Zellpellets wurden
anschliefend in der Regel in 100 uL frisch angesetztem IP-Lysepuffer pro 1 x 10° Zellen geldst.
Zellpellets, die fiir eine Immunoprézipitation (IP) aufgearbeitet werden sollten, wurden in

500 uL IP-Lysepuffer aufgenommen. Die Zelllyse erfolgte stets bei 4°C fiir 1 h unter Rotation.
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Anschliefend wurden die Lysate zur Scherung der enthaltenen DNA sonifiziert (Output
Control 3, Duty Cycle 70%, 30 sek) und bei 10000 rpm und 4°C zentrifugiert. Das proteinhaltige
Lysat wurde so weitestgehend von den Nukleinsduren getrennt und anschlieBend in ein neues
Eppendorfgefa3 iiberfithrt. Die Proteinlysate wurden entweder direkt weiterverarbeitet oder

bei -80°C gelagert.

6.2.2 (Ko-)Immunoprizipitation

Die Immunoprizipitation ermdglicht es, bestimmte Proteine selektiv aus einem Proteinlysat zu
isolieren. Dazu wird ein spezifischer Antikorper gegen das Zielprotein zu dem Proteinlysat
gegeben und so die Bildung von Immunkomplexen aus diesem Antikorper und dem Zielprotein
eingeleitet. Zur Prézipitation der Immunkomplexe wurden hier Protein G-gekoppelte
Magnetbeads verwendet, die an die F.-Fragmente der Antikdrper binden. Die Ko-
Immunoprézipitation ist ein Verfahren zur Untersuchung von Proteininteraktionen und basiert
auf dem Nachweis von Bindungspartnern des Zielproteins, die ebenfalls in den prizipitierten

Immunkomplexen enthalten sind.

Fiir jedes aufgearbeitete Proteinlysat wurden 25 pL Protein G-gekoppelte Magnetbeads
entnommen, dreimal mit je 500 uL. PBS gewaschen und in 50 pL IP-Lysepuffer aufgenommen.
Die gewaschenen Magnetbeads wurden zusammen mit einer definierten Menge des jeweiligen
Antikorpers zu den Proteinlysaten gegeben (siehe nachfolgende Tabelle) und bei 4°C unter
Rotation iiber Nacht inkubiert.

Eingesetzte
Menge je IP
Anti-FANCP/SLX4 (A302-269A, Bethyl Labs) | Kaninchen | 5 puL
Anti-hSNM1B/Apollo (Ab-1, selbst-generiert) | Kaninchen |3 puL
Anti-Flag (F3165, Sigma aldrich) Maus I pL

Anti-c-Myc (M4439, Sigma aldrich) Maus 2 uL

Antikorper Spezies

Zur Separierung der Magnetbeads mitsamt den gebundenen Immunkomplexen vom Restlysat
wurde ein magnetischer Eppendorfgefalstainder verwendet. Die Magnetbeads wurden dreimal in
je 500 pL IP-Lysepuffer resuspendiert und gewaschen. Nach dem letzten Waschschritt wurden
die Magnetbeads in je 20 pL LDS Sample Buffer (1x) aufgenommen und zur Abldsung der

Immunkomplexe fiir 5 min bei 100°C im Wasserbad gekocht. AnschlieBend wurden die
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Immunkomplexe mit dem Magnetstinder von den Magnetbeads getrennt, in ein neues

Eppendorfgefal3 iiberfiihrt und entweder direkt weiterverarbeitet oder bei -80°C gelagert.

6.2.3 Protein-Gelelektrophorese

Die Auftrennung der Proteine aus den Zell- oder Immunoprizipitationslysaten erfolgte
elektrophoretisch nach ihrer GroBe in  vorgefertigten Gelen mit Hilfe einer
Gelelektrophoresekammer. Zu den Proben wurde zundchst 10% des Probenvolumens an
10-fachem Sample Reducing Agent gegeben; es folgte eine 10-miniitige Denaturierung der
Proteine im Thermoschiittler bei 70°C, um ihre Sekundérstruktur aufzubrechen. Je nach der
GroBe der untersuchten Proteine wurden verschiedene Gele, Laufpuffer und Laufzeiten
verwendet. Neben den denaturierten Proteinlysaten wurde stets ein kommerziell hergestellter
GroBenmarker aufgetragen. Der Einlauf der Proben in das Gel wurde in der Regel bei 110 V

durchgefiihrt, der eigentliche Lauf anschlieSend bei 150 V.

6.2.4 Western Blot

Die gelelektrophoretisch aufgetrennten Proteine wurden mit dem Tank-Blotting-Verfahren auf
eine zuvor mit Methanol aktivierte Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membran (Porengrof3e
0,45 pm) tbertragen. Je nachdem, ob kleine oder groBe Proteine iibertragen werden sollten,
wurde der Transferpuffer mit 20% oder 10% Methanol angesetzt. Methanol steigert die Bindung
der Proteine an die Membran, kann jedoch auch die Prdzipitation von grofen Proteinen
erleichtern und ihren Transfer somit verhindern. Die Transferschwidmme, das Filterpapier und
die aktivierte PVDF-Membran wurden in Transferpuffer getrdnkt und die Transfer-

Komponenten wie unten skizziert zusammengestellt.

Anode (+)
- - S - . OO
< S Blot-Schwamme
Y

Filter-Papier
VIIIIIIIIIIIIII 777 I 77777777777 7777777777777 PVDF-Membran
Gel

Filter-Papier

T } Blot-Schwamme

Katode (-)

Abbildung S Schematischer Aufbau des Tank-Blotting-Verfahrens.
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Der Transfer-Tank wurde mit dem Transferpuffer aufgefiillt und die Proteine fiir 1-2 h bei
40 mV transferiert. GroB3e Proteine lassen sich oft schwieriger transferieren und profitieren von
langeren Transferzeiten. Im Anschluss wurde der Proteintransfer durch eine reversible Fiarbung
der Membran mit Ponceau S iiberpriift. Um bei der folgenden Proteindetektion unspezifische
Antikorperbindungen zu vermeiden, wurde die Membran mit 10 mL 10%-Magermilchpulver in

TBST (Tris-Buffered Saline mit Tween 20) bei 4°C tiber Nacht abgesittigt.

6.2.5 Proteindetektion

Um die spezifisch bestimmte Proteine nachzuweisen, wurde die Membran mit den
entsprechenden Antikdrpern, verdiinnt in 5%-Magermilchpulver in TBST, inkubiert. Je nach
Antikorper fand die Inkubation entweder bei Raumtemperatur fiir 1 h oder bei 4°C iiber Nacht
statt. Die Membran wurde anschlieend drei Mal fiir je 10 min bei Raumtemperatur mit TBST
gewaschen. Es folge die Inkubation mit einem ebenfalls in 5%-Magermilchpulver in TBST
verdiinnten sekunddren Antikorper, in der Regel fiir 1 h bei Raumtemperatur unter Rotation. Die
Membran wurde dann fiinf Mal mit TBST fiir je 10 min gewaschen. Bei den
Sekundérantikdrpern handelte es sich um Meerrettich-Peroxidase-konjugierte Antikdrper, was
eine enzymatische Detektion mit einem Chemilumineszenz-Substrat ermoglichte. Die Nachweise

der detektierten Proteine erfolgten durch Belichtung eines Rontgenfilms oder in einem

Chemilumineszenz-Detektionsgerit mit verschiedenen Expositionszeiten.

6.2.5.1 Proteindetektion: Primire Antikorper

Antikorper Spezies Verdiinnung | Inkubationszeit | Inkubationstemperatur
Anti-Flag Maus 1:2000 1h Raumtemperatur
Anti-Myc Maus 1:2000 l1h Raumtemperatur
Anti-FANCP A269 Kaninchen | 1:2000 iiber Nacht 4°C
Anti-FANCP A270 Kaninchen | 1:2000 iiber Nacht 4°C

Anti-Flag BioM2 Maus 1:2000 l1h Raumtemperatur
Anti-Myc-Biotin Maus 1:5000 l1h Raumtemperatur
Anti-Actin Maus 1:5000 lh Raumtemperatur
Anti-FANCD2 Kaninchen | 1:500 lh Raumtemperatur
Anti-FANCA Kaninchen | 1:5000 lh Raumtemperatur
Anti-TRF1 Kaninchen | 1:1000 lh Raumtemperatur
Anti-TRF2 Maus 1:500 lh Raumtemperatur
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6.2.5.2 Proteindetektion: Sekundire Nachweislosungen

Antikorper Spezies | Verdiinnung | Inkubationszeit | Inkubationstemperatur
Anti-Maus-1gG-HRP Schaf iéggg- lh Raumtemperatur
Anti-Kaninchen-IgG-HRP | Esel 1:2000 l1h Raumtemperatur
Streptavidin-HRP - 1:200 l1h Raumtemperatur

6.2.6 Quantifizierung von Proteinbanden

Im mittleren Sattigungsbereich verhdlt sich die Intensitét einer Proteinbande im Western Blot
proportional zur aufgetragenen Proteinmenge. Um die Menge eines detektierten Proteins zu
quantifizieren, wurden mit Hilfe der ImageQuant Software (Version 5.2) auf den digitalisierten
Western Blots identisch groB3e Bereiche um die Proteinbanden markiert. AnschlieBend wurde das
jeweilige Bandenvolumen gemessen, das als Summe der Pixelintensitidt abziiglich des

Hintergrundrauschens innerhalb des markierten Bereichs definiert ist.

6.2.6.1 Quantifizierung der TRF1- und TRF2-Proteinmenge in U20S-Zellen

Aus den zu untersuchenden U20S-Zellen wurden Proteinlysate hergestellt und das jeweilige
TRF1- bzw. TRF2- und Actin-Proteinbandenvolumen im Western Blot bestimmt. Die
gemessenen TRF1- oder TRF2-Volumina wurden in Bezug zu dem Volumenwert der jeweiligen
Actin-Proteinbande gesetzt, um Beladungsunterschiede rechnerisch auszugleichen und die
bestimmten Volumenwerte innerhalb verschiedener Experimente zu standardisieren.
Anschliefend wurden die normalisierten Volumenwerte der siRNA-behandelten Proben in
Bezug zu den normalisierten Volumenwerten der unbehandelten Proben gesetzt, um relative
Proteinmengenunterschiede nach der siRNA-Behandlung zu quantifizieren. Das Experiment
wurde zwei- oder dreimal durchgefiihrt und der Mittelwert dieser Ergebnisse gebildet.
Anschliefend wurde mit dem zweiseitigen Einstichproben-T-Test gepriift, ob es signifikante

Abweichungen vom normalisierten Testwert 1 gab.

6.2.6.2 Quantifizierung der FANCD2-L-Menge in U20S-Zellen nach Acetaldehyd-
Behandlung

Aus den zu untersuchenden U20S-Zellen wurden Proteinlysate hergestellt und sowohl das
FANCD2-L-Bandenvolumen als auch das gemeinsame Bandenvolumen von FANCD2-L und
FANCD2-S (FANCD2o,1) im Western Blot bestimmt.
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Die Berechnung der relativen FANCD2-L-Menge erfolgte mit folgender Formel:

Volumen FANCD2-L
Volumen FANCD?2 total

relative FANCD2- L- Menge =

6.2.7 Strippen von Membranen

Zum Teil hatten untersuchte Proteine dhnliche Molekulargewichte und {iberlagerten sich daher
nach der gelelektrophoretischen Auftrennung und Transfer auf der Membran. Um diese Proteine
dennoch auf derselben Membran nachweisen zu kdnnen, erfolgte nach der ersten Detektion eine
Ablosung der gebundenen Antikorper. Die Membran wurde dafiir fiir 30 min bei 60°C im
Wasserbad mit Stripping-Puffer inkubiert. Es folgten zwei 10-miniitige Waschschritte mit
Wasser und ein 10-miniitiger Waschschritt mit TBST. Die Membran wurde anschliefend fiir
30 min mit 10%-Magermilchpulver in TBST abgesittigt, danach konnten erneute

Proteindetektionen wie oben beschrieben erfolgen.

6.2.8 Immunfluoreszenz

Etwa 5 x 10* U20S-Zellen in 80 pL Zellkulturmedium wurden auf sterile Deckglischen in 24-
well-Zellkulturschalen gegeben und fiir 4 h im Brutschrank inkubiert, um das Absetzten der
Zellen zu ermdglichen. Zur Unterstiitzung der Zelladhésion auf den Deckgldschen wurde das fiir
die drei anschlieBenden, 10-miniitigen Waschschritte verwendete PBS mit Calcium- und
Magnesiumchlorid (PBS") versetzt. Die gewaschenen Zellen wurden mit 0,1%-Triton X-100 in
10%-Formalinldsung fiir 10 min fixiert und permeabilisiert und iiber Nacht in 10%-fetalem
Kilberserum in PBS abgesittigt. Anschlieend folgten eine einstiindige Inkubation mit einem
Primérantikorper, drei 10-miniitige Waschschritte mit PBS und eine einstiindige Inkubation mit
einem Sekundérantikdrper bei Raumtemperatur. Die zweite Inkubation fand hier aufgrund der
Lichtempfindlichkeit des Antikorpers im Dunklen statt. Nach einem weiteren Waschschritt mit
PBS wurden die Zellkerne mit DAPI (4',6-Diamidin-2-phenylindol, 1:1000 in PBS) angeférbt
und die Deckgldser mit einem Tropfen Glycerol auf Objekttrigern fixiert. Die Auswertung

erfolgte mit einem Fluoreszenzmikroskop.
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6.2.8.1 Immunfluoreszenz: Antikorper

Antikorper Spezies Verdiinnung | Konjugation
Anti-hSNM 1B/ :
Primirantikorper | -Apollo (VMRCI10) Kaninchen | 175 ]
Anti- YH2AX Maus 1:500 -
Anti-TRF1 Ziege 1:250 -
Anti-Kaninchen-1gG | Ziege 1:5000 Alexa Fluor 488
Sekundérantikorper | Anti-Maus-IgG Ziege 1:5000 Alexa Fluor 488
Anti-Ziege-1gG Esel 1:5000 Alexa Fluor 568

6.2.8.2 Immunfluoreszenz: Nachweis der hSNM1B/Apollo-Depletion in U20S-Zellen

Da der Nachweis von hSNM1B/Apollo im Western Blot bisher technisch nicht gelang, wurde
die Depletion des Proteins durch das Auszdhlen von hSNMIB/Apollo-Foci mit einem
Fluoreszenzmikroskop tiiberpriift. Pro Objekttrdger wurden mindestens 500 Zellkerne
ausgewertet. Zellkerne, die mindestens drei hSNM1B/Apollo-Foci aufwiesen, wurden als

,LApollo-Foci-positiv gewertet.
6.2.8.3 Immunfluoreszenz: Nachweis von YH2AX-Foci

Zur Evaluation der zelluldren YH2AX-Menge wurden pro Objekttriger mindestens 500 Zellkerne
ausgewertet. Zellkerne, die mindestens drei YH2AX-Foci aufwiesen, wurden als ,,yH2AX-Foci-

positiv* gewertet.

6.2.8.4 Immunfluoreszenz: Nachweis von Telomerdysfunktion nach hSNMI1B/Apollo-
Depletion

Zur Untersuchung der Telomerdysfunktion von hSNMI1B/Apollo-depletierten U20S-Zellen
wurden die Zellen wie oben beschrieben fixiert und permeabilisiert und anschlieBend mit
Primérantikdrpern gegen die Proteine TRF1 und yH2AX inkubiert. TRF1 diente dabei der
Markierung der Telomere, YH2AX akkumuliert an DNA-Schadensstellen. Die verwendeten
Primérantikdrper kamen aus unterschiedlichen Spezies. Durch die anschlieBende Inkubation mit
spezies-spezifischen Sekundérantikorpern, die mit Fluorochromen mit unterschiedlichen
Emissionswellenldngen konjugiert waren, konnten die beiden Proteine mithilfe der
entsprechenden Filter des Fluoreszenzmikroskops in verschiedenen Farben dargestellt werden.
Das Kamerasystem des Mikroskops erlaubte das Fotografieren der Bilder. Diese wurden mit dem
Bildbearbeitungsprogramm Photoshop CS (Version 8.0.1) libereinandergelegt, somit wurden Ko-

Lokalisationen der TRF1- und yH2AX-Foci als so genannte ,,TIFs*“ (Telomerdysfunktion-
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induzierte Foci) erkennbar. Pro Objekttrager wurden mindestens 100 Zellkerne ausgewertet.
Zellkerne, die mindestens zwei TIFs aufwiesen, wurden als ,,TIF-positiv gewertet. Mit einem
Chi-Quadrat-Test wurde iiberpriift, ob es signifikante Unterschiede zwischen den mit Kontroll-
siRNA behandelten und den hSNM1B/Apollo-depletierten Zellen beziiglich der Anzahl von
,» TIF-positiven*“-Zellen gab.

6.3  Molekularbiologische Methoden

6.3.1 Agarose-Gelelektrophorese

Analog zur Protein-Gelelektrophorese konnen in der Agarose-Gelelektrophorese Nukleinsduren
threr GroBe nach aufgetrennt werden. An eine mit Elektrophoresepuffer (TBE-Laufpuffer)
gefiillte Kammer, in der ein Agarose-Gel liegt, wird dazu ein Spannungsfeld angelegt. Die
Nukleinsduren wandern dann durch das Agarose-Gel, das vor dem Aushérten mit
Ethidiumbromid versetzt wurde. Dieses interkaliert mit der DNA oder RNA und macht sie als
Banden auf einem UV-Fliachenstrahler sichtbar. Zum Vergleich der Grof8en wurde ein selbst
hergestellter Léngenstandard aufgetragen. In der Regel wurden 0,8%-Agarose-Gele verwendet,

die Elektrophorese fand meistens bei 150 V statt.

6.3.2 Herstellung der hSNM1B/Apollo- und FANCP/SLX4-Expressionsplasmide

Die Untersuchung der Interaktion von hSNM1B/Apollo mit FANCP/SLX4 erfolgte iiber Ko-
Immunoprézipitationsstudien, bei denen Teilstlicke des einen Proteins nach der
Immunoprézipitation mit Antikérpern gegen das andere Protein aus HEK293-Zelllysaten
nachgewiesen werden sollten. Dafiir wurden die entsprechenden cDNAs zunichst in Vektoren
kloniert, um eine ektopische Synthese der Proteine und ihrer Teilstiicke in HEK293-Zellen zu
ermoglichen. An das 5°-Ende aller hSNMI1B/Apollo-Fragmente wurde die Flag-
Nukleotidsequenz fusioniert, die FANCP/SLX4-Fragemente wurden 5°-terminal mit der Myc-
Sequenz markiert. Somit kodierten alle eingesetzten Vektoren fiir Flag-hSNM1B/Apollo- bzw.
Myc-FANCP/SLX4-Fusionsproteine, die mit Antikorpern gegen die Flag- bzw. Myc-
Aminosdurensequenz  spezifisch nachgewiesen und mitsamt ihren Interaktionspartnern
préazipitiert werden konnten. Die Priparation dieser Expressionsplasmide wird im Folgenden

beschrieben.
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Verwendete Expressionsplasmide

Bezeichnung der inserierten cDNA | Vektor Resistenz ﬁotel.n-
arkierung
Apollo FL (1-532, Wildtyp) pCMV-Tag2B Kanamycin | Flag
Apollo FL (1-532, Wildtyp) pCMV-Tag3B Kanamycin | Myc
Apollo 1-150 pCMV-Tag2B Kanamycin | Flag
Apollo 1-200 pCMV-Tag2B Kanamycin | Flag
Apollo 151-299 pCMV-Tag2B Kanamycin | Flag
Apollo 268-531 pCMV-Tag2B Kanamycin | Flag
FANCP FL (1-1832, Wildtyp) pEFS5/FRT/V5-DEST | Ampicillin | Myc
FANCP 801-1648 pDEST-Myc Ampicillin | Myc
FANCP 684-1834 pDEST-Myc Ampicillin | Myc
FANCP 1328-1648 pCMV-Tag3B Kanamycin | Myc
FANCP 1649-1834 pCMV-Tag3B Kanamycin | Myc
pCMV-Tag2B-leer pCMV-Tag2B Kanamycin | Flag
pCMV-Tag3B-leer pCMV-Tag3B Kanamycin | Myc

Die Zahlen entsprechen den reprisentierten Aminosduren. FL: Volle Lénge

Die oben stehende Tabelle gibt einen Uberblick iiber alle verwendeten Expressionsplasmide.
Diese lagen der Arbeitsgruppe bereits vor oder deren Synthese wurde bei der Firma Thermo
Scientific in Auftrag gegeben. Die Plasmide pDEST-Myc-FANCP_801-1648 und pDEST-Myc-
FANCP_648-1834 wurden gro3zugig von Prof. Wade Harper (Harvard Medical School, Boston)
zur Verfligung gestellt. Verschiedene Vektorgeriiste kamen zum Einsatz: Alle hSNM1B/Apollo-
Teilstiicke wurden in die Pstl-Restriktionsstelle des pCMV-Tag-2B-Vektors kloniert, der fiir die
N-terminale Flag-Markierung sowie fiir ein Resistenzgen gegeniiber dem Antibiotikum
Kanamycin kodiert. Die FANCP/SLX-Teilstiicke 1328-1648 und 1649-1834 wurden in die Sall-
Restriktionsstelle des pCMV-Tag-3B-Vektors kloniert; dieser Vektor kodiert fiir eine
N-terminale Myc-Markierung und ebenfalls fiir eine Resistenz gegeniiber Kanamycin. Apollo

1-532 (Wildtyp) lag zusétzlich im pCMV-Tag-3B-Vektor vor.

Die FANCP/SLX4-Fragmente 1-1834 (Wildtyp), 801-1648 und 684-1834 wurden mithilfe des
Gateway-Systems in den pEF5/FRT/VS5-DEST- bzw. den pDEST-Myc-Vektor kloniert, die

beide ein Resistenzgen gegeniiber Ampicillin besitzen.

Transformation

Zur Amplifizierung der Plasmid-DNA wurden chemisch kompetente E.coli DHS5a-Bakterien
verwendet. Diese wurden zunéchst langsam auf Eis aufgetaut. AnschlieBend wurden je 10 ng
Plasmid-DNA zu je 200 uL DH5a-Zellen gegeben und der Ansatz fiir 1 h auf Eis inkubiert. Es

folgten ein Hitzeschock bei 42°C im Wasserbad und eine 5-miniitige Inkubation auf Eis. Nach
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der Zugabe von je 800 uL SOC-Medium wurde der Ansatz fiir 1 h bei 37°C unter Rotation
inkubiert und anschlieBend auf LB-Agar Platten ausplattiert. Der Agar wurde zuvor zur
Selektion der transformierten und daher Kanamycin- oder Ampicillin-resistenten Bakterien je
nach Plasmid mit 25 pg/mL Kanamycin oder 150 pg/mL Ampicillin versetzt. Die Platten
wurden iiber Nacht bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Am Folgetag wurden 3 mL SOB-
Medium mit 25 pg/mL Kanamycin oder 150 pg/mL Ampicillin versetzt, mit isolierten Kolonien

von den Platten angeimpft und bei 37°C {iber Nacht unter Rotation inkubiert.

DNA-Plasmid-Prdiparation und DNA-Restriktionsverdau

Die DNA-Plasmid-Préparation erfolgte nach dem 1979 von Birnboim et Doly’® beschriebenen
Protokoll. Aus der Ubernacht-Kultur wurden 1,5 mL entnommen, fiir 10 min bei 6000 rpm in der
Heraeus Biofuge Primo Zentrifuge zentrifugiert und der Uberstand abgegossen. Die
Bakterienpellets wurden in je 100 L MPI-Puffer resuspendiert, fiir 10 min auf Eis inkubiert und
nach der Zugabe von 200 uL. MPII-Puffer und 150 uLL MPIII-Puffer geschwenkt. Dann erfolgte
eine erneute Inkubation auf Eis flir 15 min. Die Proben wurden anschlieend fiir 10 min bei
13000 rpm zentrifugiert, der Uberstand in ein neues Eppendorfgefd iiberfiihrt und die Plasmid-
DNA durch die Zugabe von 1 mL eiskaltem 100%-Ethanol gefillt. Nach einer 15-miniitigen
Inkubation bei Raumtemperatur erfolgte eine erneute 10-miniitige Zentrifugation bei 13000 rpm.
Der Uberstand wurde abgenommen, die Pellets in 200 pL MPIV-Puffer geldst, eine erneute
DNA-Féllung mit je 500 pL eiskaltem 100%-Ethanol und eine 15-miniitige Inkubation bei
Raumtemperatur durchgefiihrt. Es folgte eine letzte Zentrifugation fiir 10 min bei 13000 rpm,

danach wurde der Uberstand abgenommen und die Pellets in je 80 pL TE-Puffer gelost.

Die erfolgreiche Isolierung des gewiinschten Plasmids wurde durch einen DNA-
Restriktionsverdau mit geeigneten Restriktionsenzymen, die das jeweilige Insert aus dem Vektor
herauslosten, tiberpriift. Eine Ausnahme war pEFS5/FRT/V5/DEST-FANCP 1-1834, bei dem
Plasmid wurden zwei verschiedene Restriktionsenzyme zur Generierung eines charakteristischen

Schnittmusters eingesetzt.
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Folgender Ansatz wurde zusammengestellt:

Komponente Ix

10x Puffer IuL
10x BSA (Img/mL) | 1uL
Restriktionsenzym(e) | 6 Einheiten*

H,Operc add 5 pL
*Bei zwei Restriktionsenzymen: je 3 Einheiten

Je 5 pL der Plasmid-DNA wurden mit 5 uLL des obengenannten Ansatzes und zur Kontrolle mit
5 pL Wasser (H2Opgpc) tiber Nacht im Brutschrank bei 37°C inkubiert. Die DNA wurde auf ein
1%-Agarose-Gel aufgetragen; anhand der GroBe der DNA-Fragmente erfolge die Uberpriifung

der préparierten Plasmide.

Waren die Plasmide anhand der Restriktionsanalyse verifiziert, so wurde die DNA-Plasmid-
Praparation im groBeren Stil mit dem QIAGEN Plasmid Purification Kit wiederholt: Hierfiir
wurden 0,5 mL aus der Ubernacht-Kultur zu 100 mL SOB-Medium mit 25 pg/mL Kanamycin
oder 150 pg/mL Ampicillin gegeben und iiber Nacht bei 37°C unter Rotation inkubiert. Am
Folgetag wurden die Proben fiir 30 min bei 4°C und 3500 rpm in der Heraeus Varifuge 3.0R
Zentrifuge zentrifugiert, der Uberstand verworfen und die Bakterienpellets in 10 mL gekiihlten
Puffer P1 geldst. AnschlieBend wurden je 10 mL Puffer P2 und nach einer 5-miniitigen
Inkubation je 10 mL Puffer P3 hinzugegeben. Das Lysat wurde dann auf einem QIAFilter fiir
10 min bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieBend filtriert. Nach der Aquilibrierung der
QIAGEN-Tip-Saulen durch die Zugabe von QBT-Puffer und Verwerfen des Durchlaufs wurde
das Filtrat auf die Sdulen gegeben und der Durchlauf ebenfalls verworfen. Die Plasmid-DNA lag
nun an der Sdulenmatrix gebunden vor. Die Siulen wurden je zwei Mal mit QC-Puffer
gewaschen und der Durchlauf ebenfalls verworfen. Die Elution der DNA von der Sdulenmatrix
erfolgte im Anschluss mit QF-Puffer. Anschlieend wurde die DNA mit Isopropanol prézipitiert:
Hierfiir wurde je 0,7 Vol Isopropanol zu den Eluaten gegeben, die Proben geschwenkt und fiir
30 min bei 4°C und 12500 rpm in der in der Heraeus Fresco 21 Tischzentrifuge zentrifugiert.
Das Isopropanol wurde vorsichtig abgenommen, die Pellets mit eiskaltem 80%-Ethanol
gewaschen und flir 15 min bei 12500 rpm zentrifugiert. AnschlieBend wurde das Ethanol
abgenommen, die DNA in je 1mL TE-Puffer gelost und die DNA-Menge photometrisch
bestimmt. Wenn moglich wurde die Plasmid-DNA durch Zugabe von TE-Puffer auf eine
Konzentration von 1 pg/uL eingestellt, wenn weniger DNA vorhanden war, wurden

Konzentrationen von 0,5 ng/puL bzw. 0,4 pg/uL gewihlt.
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6.3.3 Transiente Transfektion von HEK293-Zellen mit hNSNM1B/Apollo- und
FANCP/SLX4-Expressionsplasmiden zur Interaktionsanalyse

Zur Eingrenzung der Interaktionsdomdne von hSNMI1B/Apollo und FANCP/SLX4 wurden
HEK293-Zellen transient mit verschiedenen Kombinationen der hSNMI1B/Apollo- und
FANCP/SLX4-Expressionsplasmiden transfiziert. Dazu wurden je 1,5 x 10° Zellen in 2 mL
Zellkulturmedium ohne Antibiotika in 6-well-Zellkulturschalen ausplattiert und iiber Nacht im
Brutschrank bei 37°C, 5% CO; und 21% O, inkubiert. Am nichsten Tag wurden die

Transfektionsansitze A und B wie folgt zusammengestellt:

Komponente Ix

A DMEM ohne Zusitze 45 uL
Lipofectamin 2000 S5puL
Komponente 1x
DNA 1 1,5 ug

B gef. DNA 2 1,5 ug
DMEM ohne Zusétze add 50 uLL

Nach einer 5-miniitigen Inkubation des Ansatzes A bei Raumtemperatur wurden die Ansitze A
und B gemischt und erneut fiir 20 min bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurde der
Transfektionsansatz zu den Zellen gegeben und die Platten fiir 24 h im Brutschrank inkubiert.
Nach der Inkubation wurden die Zellen geerntet und fiir die Immunoprézipitation aufgearbeitet.
Vor der Zugabe der Magnetbeads und des entsprechenden Antikdrpers wurden je 20 puL Zelllysat

fiir Western-Blot-Analysen entnommen.

Zur Eingrenzung der FANCP/SLX4-Bindungsstelle von hSNM1B/Apollo wurden HEK293-
Zellen mit den Expressionsplasmiden transfiziert, die fiir Flag-markiertes hSNM1B/Apollo in
voller Linge oder fiir Teilstiicke des Proteins kodierten. Abbildung 6 gibt einen Uberblick iiber
die verwendeten Expressionsplasmide und die flinf verschiedenen Transfektionsanséitze.

Folgende Immunoprézipitationen und Western-Blot-Nachweise wurden durchgefiihrt:
Transfektion von HEK293-Zellen mit hSNM1B/Apollo-Expressionsplasmiden:

a) IP: FANCP (A302-269A), WB: Flag (F9291), FANCP (A302-270A)
b) IP: Flag (F3156), WB: FANCP (A302-270A), Flag (F9291)
c) IP: Apollo (Ab-1, selbst-generiert), WB: FANCP (A302-270A), Flag (F9291)
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Abbildung 6 Methode zur Eingrenzung der FANCP/SLX4-Bindungsstelle von hSNM1B/Apollo. Schematische
Darstellung der verwendeten hSNMI1B/Apollo-Expressionsplasmide in den fiinf Transfektionsansdtzen dieses
Experiments. Die zur Prazipitation und Detektion verwendete Flag-Markierung und die in den Teilstiicken
reprasentierten Aminosduren sind als Zahlen angegeben. Das endogene FANCP/SLX4 der Zelllysate ist zum
besseren Verstidndnis der Ko-Immunoprizipitation ebenfalls dargestellt.

Die Eingrenzung der hSNMI1B/Apollo-Bindungsstelle von FANCP/SLX4 wurde dadurch
erschwert, dass der Nachweis von endogenem hSNMI1B/Apollo im Western Blot auch nach
Anreicherung durch Immunoprizipitation uns und anderen Arbeitsgruppen nicht gelang.®* ** %
Daher erfolgten Doppeltransfektionen mit pCMV-Tag2B-Apollo 1-532 (Wildtyp) und
verschiedenen FANCP/SLX4-Expressionsplasmiden. Abbildung 7 gibt einen Uberblick iiber die
verwendeten Expressionsplasmide und verschiedenen Transfektionansdtze. Hier wurden

folgende Immunoprézipitationen und Western-Blot-Nachweise durchgefiihrt:

Doppeltransfektion von HEK293-Zellen mit hSNMI1B/Apollo- und FANCP/SLX4-

Expressionsplasmiden:

a) IP: Flag (F3156), WB: Myc (B7554), Flag (F9291)
b) IP: Myc (M4439), WB: Flag (F9291), Myc (B7554)

Flag

Apollo Transfektion
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Abbildung 7 Methode zur Eingrenzung der hSNM1B/Apollo-Bindungsstelle von FANCP/SLX4. Schematische
Darstellung der verwendeten hSNMI1B/Apollo- und FANCP/SLX4-Expressionsplasmide in den fiinf
Transfektionsansitzen dieses Experiments. Die zur Prizipitation und Detektion verwendete Flag- oder Myc-
Markierung und die in den Teilstiicken représentierten Aminosduren sind als Zahlen angegeben.
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Zur Untersuchung der Interaktion von hSNM1B/Apollo mit einem oder mehreren anderen
hSNM1B/Apollo-Molekiilen wurden ebenfalls Doppeltransfektionen durchgefiihrt: HEK293-
Zellen wurden mit pCMV-Tag3B-Apollo 1-532 (Wildtyp) und jeweils mit einem fiir ein Flag-
hSNM1B/Apollo-Teilstiick kodierenden Plasmid transfiziert (Abbildung 8). Folgende

Immunoprézipitationen und Western-Blot-Nachweise wurden durchgefiihrt:
Doppeltransfektion von HEK293-Zellen mit hSNM1B/Apollo-Expressionsplasmiden:

1) IP: Myc (M4439), WB: Flag (F9291), Myc (B7554)
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Abbildung 8 Methode zur Eingrenzung der Bindungsstelle von hSNMI1B/Apollo an ein anderes
hSNM1B/Apollo-Molekiil. Schematische Darstellung der verwendeten hSNM1B/Apollo-Expressionsplasmide in
den vier Transfektionsansdtzen dieses Experiments. Die zur Prizipitation und Detektion verwendete Flag- oder
Myc-Markierung und die in den Teilstiicken reprasentierten Aminoséuren sind als Zahlen angegeben.

6.3.4 In-vitro Translation von hSNM1B/Apollo, FANCP/SLX4 und ihrer Teilstiicke

Zur Untersuchung der Interaktion von hSNM1B/Apollo und FANCP/SLX4 in Abwesenheit
endogener Proteine sollten beide Proteine in voller Linge und einige ihrer Teilstlicke in einem
zellfreien System hergestellt, gemeinsam inkubiert und weitere Ko-Immunoprézipitationsstudien
durchgefiihrt werden. In der unten stehenden Tabelle sind alle Proteine aufgefiihrt, die fiir diese
Untersuchungen angefertigt wurden. Die zur Prézipitation und Detektion verwendete Flag- oder
Myc-Markierung sowie die durch die jeweiligen Vektoren kodierten RNA-Polymerase-Promotor
sind ebenfalls vermerkt. Es wurden fiir die in-vitro Interaktionsstudien nur die h\SNM1B/Apollo-
oder FANCP/SLX4-Teilstiicke verwendet, die nicht iiberlappen und auf die mogliche
Bindungsstellen durch die Ergebnisse der im zelluldren System durchgefiihrten Ko-

Immunoprézipitationsstudien bereits eingegrenzt werden konnten.
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Bezeichnung des Proteins Protein- RNA-Polymerase-
Markierung | Promotor
Apollo (FL: 1-532, Wildtyp) Flag T3
Apollo (FL: 1-532, Wildtyp) Myc T3
Apollo 1-150 Flag T3
Apollo 151-299 Flag T3
Apollo 268-531 Flag T3
FANCP (FL: 1-1832, Wildtyp) Myc T7
FANCP 1328-1648 Myc T3
FANCP 1649-1834 Myc T3

Die Zahlen entsprechen den représentierten Aminosduren. FL: Volle Lénge
In-vitro Transkription

Zundchst wurden die entsprechenden fiir hSNMI1B/Apollo- oder FANCP/SLX4-Proteine
kodierenden Nukleotidsequenzen aus den oben genannten Expressionsplasmiden mit dem
mMESSAGE mMACHINE T3 High Yield Capped RNA Transcription Kit (Ambion) in mRNA
umgeschrieben. Mit diesem Kit kann mRNA hergestellt werden, die eine am 5’-Ende ein
7-Methyl-Guanosin-Nukleotid besitzt. Diese Struktur erhoht die Stabilitit und damit die
Translationseffizienz der mRNA drastisch. Die Plasmide wurden jeweils mit einem
Restriktionsenzym, das die DNA hinter der zu transkribierenden Sequenz schneidet, linearisiert.
Fiir FANCP/SLX4 (Wildtyp) wurde das Restriktionsenzym Ndel verwendet, bei allen anderen
Plasmiden wurde Hpal eingesetzt. Die mRNA wurde auf ein 0,8%-Agarose-Gel aufgetragen und
der Verdau anhand der GroBe der mRNA-Banden kontrolliert. Es folgte eine Saulen-
Aufreinigung der DNA mit dem QIAquick PCR Purification Kit nach Angaben des Herstellers.
Die DNA wurde in je 30 pL Nuklease-freiem Wasser eluiert und auf eine Konzentration von

0,4 ng/uL eingestellt.

Fiir die eigentliche in-vitro Transkription aller DNA-Sequenzen mit einem T3-RNA-Polymerase-

Promotor wurden die Reaktionskomponenten wie folgt zusammengestellt:

Komponente Menge
Nuklease freies Wasser 3,5 uL
2X NTP/CAP 10 uL
10X Reaction Buffer 2 ul
linearisierte DNA (0,4 pg/ul) 2,5 uL
Enzyme Mix T3 2 uL

FANCP/SLX4 (FL: 1-1832, Wildtyp) wurde von einem Plasmid mit einem T7-RNA-
Polymerase-Promotor kodiert, daher wurde der Enzyme Mix T3 durch T7-RNA-Polymerase und
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RNAse-Inhibitor ersetzt. Aulerdem war die zu transkribierende DNA sehr lang, sodass zu dem
Reaktionsansatz noch GTP als Energielieferant gegeben wurde, um die Effizienz der

Transkription zu steigern.

Komponente Menge
Nuklease freies Wasser 2,5 uL
2X NTP/CAP 10 uL
10X Reaction Buffer 2 ul
GTP (30 mM) 1 uL
linearisierte DNA (0,4 pg/uL) 2,5 uL
T7 RNA Polymerase 1 pL
RNaseOUT Ribonuclease Inhibitor 1 puL

Die Reaktionsansédtze wurden fiir 2 h bei 37 °C im Thermoschiittler inkubiert, je 1 uL DNase

(2 Einheiten/puL) zu den Ansitzen gegeben und fiir weitere 15 min inkubiert.
Phenol-Chloroform (PCA)-Aufreinigung und Prdzipitation der in-vitro transkribierten mRNA

Zur Aufreinigung der in-vitro transkribierten mRNA wurde 1 Vol PCA zu den Proben gegeben
und fiir 15 sek durch vorsichtiges Schwenken gemischt. Durch die PCA-Behandlung bildet sich
ein zwei-Phasen-System: In der oberen, wissrigen Phase sind Nukleinsduren geldst, in der
unteren, organischen Phase Proteine. Es folgte eine zehnminiitige Zentrifugation bei 6000 rpm
und Raumtemperatur in der Heraeus Fresco 21 Tischzentrifuge. In dieser Zeit wurde in neuen
Eppendorfgefdflien 1 Vol PCA fiir den zweiten Extraktions-Schritt vorgelegt. Die wiéssrige Phase
wurde vorsichtig abgenommen und in das vorgelegte PCA iiberfiihrt, die Proben wurden danach
erneut gemischt und zentrifugiert. AnschlieBend wurde 1 Vol Chloroform in neue
Eppendorfgefifle vorgelegt und die wiéssrige Phase aus dem letzten PCA-Schritt iiberfiihrt. Die
Proben wurden erneut gemischt und zentrifugiert und die wéssrige Phase in neue
Eppendorfgefiflie gegeben. Zur Fillung der mRNA wurden 1/10 Vol 3 M NaAc und 1 Vol
Isopropanol zu den Proben gegeben. Es folgte eine zehnminiitige Zentrifugation bei
Raumtemperatur und 6000 rpm und ein vorsichtiges Abnehmen des Uberstands. Das mRNA-
Pellet wurde anschlieBend mit 75%-Ethanol gewaschen, erneut zentrifugiert, das Ethanol
abgenommen und die mRNA mit Nuklease-freiem Wasser auf 1 pg/uL eingestellt. Anhand der
GroBe der mRNA-Banden auf einem 2%-Agarose-Gel wurde der Erfolg der Transkription

beurteilt.
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In-vitro Translation

Die Translation der hergestellten mRNA erfolgte mit Weizenkeimextrakt. Zunichst wurden
Optimierungsexperimente durchgefiihrt, um die optimale Konzentration fiir die jeweilige mRNA
zu finden. Letztendlich wurde fiir Flag-hSNM1B/Apollo (Wildtyp) eine mRNA-Konzentration
von 60 ng/uL eingesetzt, bei allen anderen mRNAs war die Translation mit einer mRNA-
Konzentration von 30 ng/pL am effizientesten. Die Myc-FANCP/SLX4 (Wildtyp)-mRNA
konnte trotz diversen Optimierungsversuchen nicht translatiert werden. Der Reaktionsansatz

setzte sich wie folgt zusammen:

Komponente Menge
Weizenkeimextrakt 25 uL
Aminosduren Mix ohne Leucin 1 mM 2 ulL
Aminosduren Mix ohne Methionin 1 mM | 2 uL
RNase-Inhibitor 1 uL
mRNA (in Nuklease-freiem Wasser) 20 uL

Die Reaktionsansidtze wurden fur 2 h bei 25°C im Thermoschiittler inkubiert und die

entstandenen Proteinsuspensionen entweder direkt weiterverarbeitet oder bei -20 °C gelagert.

6.3.5 Ko-Immunoprizipitation in-vitro translatierter Proteine

Um die Interaktionsdomidnen von in-vitro translatietem hSNMIB/Apollo mit den
FANCP/SLX4-Teilstiicken zu untersuchen, wurden je 10 pL des hergestellten Flag-
hSNM1B/Apollo-Wildtyp-Proteins mit 10 pL der jeweiligen Myc-FANCP/SLX4-Teilstiicke fiir
1 h auf Eis inkubiert. Ebenso wurde die Bindungsstelle von in-vitro translatiertem
hSNM1B/Apollo an andere hSNM1B/Apollo-Molekiile untersucht: Hier wurden 10 pL des Myc-
fusionierten hSNMI1B/Apollo-Wildtyp-Proteins mit jeweils 10 pL der Flag-fusionierten
hSNM1B/Apollo-Teilstiicke inkubiert. AnschlieBend wurden 480 pL IP-Lysepuffer zu den
Proben gegeben; es folgten Immunoprézipitationen und Western Blot-Nachweise der

(ko-)immunoprézipitierten Proteine analog zu den oben beschriebenen Interaktionsstudien.
Interaktion von in-vitro translatiertem hSNM1B/Apollo mit FANCP/SLX4-Teilstiicken:

a) IP: Myc (M4439), WB: Flag (F9291), Myc (B7554)
b) IP: Apollo (Ab-1, selbst-generiert), WB: Flag (F9291), Myc (B7554)
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Interaktion von in-vitro translatiertem hSNM1B/Apollo mit anderen hSNM1B/Apollo-Molekiilen:
a) IP: Myc (M4439), WB: Flag (F9291), Myc (B7554)

6.3.6 Funktionspriifung der in-vitro translatierten Proteine

Viele Protein-Protein-Interaktionen basieren auf post-translationalen Modifikationen, die im
zellfreien System der in-vitro Translation nicht ausgebildet werden konnen. Daher wurde
gepriift, ob die hier verwendeten in-vitro translatierten Proteine in der Lage sind, mit ihren
bekannten endogen produzierten Bindungspartnern zu interagieren. Dazu wurden 10 pL des
in-vitro translatierten Proteins mit 500 pL HEK293-Zelllysat gemischt, das entweder endogen
oder durch eine Transfektion der Zellen mit einem entsprechenden Expressionsplasmid ein
Protein enthielt, welches in vorherigen Experimenten als Bindungspartner des in-vitro
translatierten Proteins identifiziert wurde. AnschlieBend wurden Immunoprézipitationen und
Western Blot-Nachweise der (ko-)immunoprézipitierten Proteine durchgefiihrt. Wenn die in-
vitro translatierten Proteine wie erwartet mit ihren Bindungspartnern interagieren, miissten beide
Proteine im Western Blot nachweisbar sein. Die unten stehende Tabelle gibt einen Uberblick zu
den untersuchten Proteinen, den verwendeten Zelllysaten und den eingesetzten Antikorpern fiir

die Immunoprizipitationen und die Western Blots.

in-vitro Flag- Mye- Mye- Flag- Flag- Flag- Flag-
. FANCP/ FANCP/

translatiertes | Apollo SLX4 SLX4 Apollo | Apollo | Apollo Apollo

Protein FL 1328-1648 | 1649-1834 FL 1-150 151-299 268-532

Bindungs- Myc- Flac- Flac-

partneraus | FANCP/ | & o | o8 o | FANCP/ | FANCP/ | FANCP/ | FANCP/

HEK293- SLX4 Apollo Avollo SLX4 SLX4 SLX4 SLX4

Lysat 648-1834 | P P

IP Myc Myc Myc FANCP | FANCP | FANCP FANCP
Flag, Flag, Flag, Flag,

WB Flag, My | Flag, Myc | Flag, Myc | £\NCP | FANCP | FANCP | FANCP

Anti-Myc fiir IP: M4439, Anti-Myc fiir WB: B7554, Anti-FANCP/SLX4 fiir IP: A302-269A, Anti-
FANCP/SLX4 fir WB: A302-270A, Anti-Flag fir WB: F9291. Die Zahlen entsprechen den
repriasentierten Aminosduren. FL: Volle Linge

6.3.7 Transiente Transfektion von U20S-Zellen mit small interfering RNAs (siRNAs)

Zur transienten Reduktion der Synthese spezifischer Proteine wurden U20S-Zellen mit siRNAs
transfiziert. Der anti-sense Strang der siRNA bindet dabei an die entsprechende mRNA und
verhindert deren Translation. Am Vortag der Transfektion wurden je 1,5 x 10° Zellen in 800 puL

Zellkulturmedium ohne Antibiotika in 6-well-Zellkulturschalen ausplattiert und iiber Nacht im
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Brutschrank inkubiert. Am néichsten Tag wurde der Transfektionsansatz wie folgt

zusammengesetzt:

Komponenten 1x

A Opti MEM 12 L
Oligofectamin 3uL
Komponenten 1x
siRNA 1 (20uM) 7,4 uL

B ggf. siRNA 2 (20uM) 7,4 pL
DMEM ohne Zusitze add 185uL

Ansatz A wurde fiir 5 min bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieend zu Ansatz B gegeben.
Es folgte eine weitere 20-miniitige Inkubation bei Raumtemperatur. Der Transfektionsansatz
wurde zu den Zellen gegeben und die Zellen fiir 6 h im Brutschrank inkubiert. AnschlieBend
wurde das Medium mitsamt dem Transfektionsansatz abgesaugt und 800 pL frisches Medium
ohne Antibiotika zu den Zellen gegeben. Die Transfektion wurde am nichsten Tag wiederholt
und die Ernte der Zellen fiir das jeweilige Experiment erfolgte 48 h nach der zweiten
Transfektion. Die Effizienz der Depletion wurde je nach Protein im Western Blot oder mittels

Immunfluoreszenzmikroskopie iiberpriift.

6.4  Zellbiologische Methoden

6.4.1 Kolonienbildungsstudien

Zur Untersuchung der Uberlebensfihigkeit von U20S-Zellen nach siRNA-vermittelter Depletion
von hSNM1B/Apollo, FANCP/SLX4 oder der Depletion beider Proteine und anschlieBender
Acetaldehyd-Behandlung wurde zunichst die siRNA-Transfektion wie oben beschrieben
durchgefiihrt. AnschlieBend wurden die Zellen geerntet und gezéhlt, je 1000 Zellen in 5 mL
Zellkulturmedium in Duplikaten oder Triplikaten in 10 cm Zellkulturschalen ausplattiert und fiir
vier Stunden im Brutschrank inkubiert, um ein Absetzten der Zellen zu ermoglichen. Die
restlichen Zellen wurden zur Bestétigung der Depletion fiir Western Blot- (FANCP/SLX4) bzw.
Immunfluoreszenz-Analysen (hSNMI1B/Apollo) weiterverarbeitet. AnschlieBend wurde das
Acetaldehyd in Zellkulturmedium auf die gewiinschte Konzentration verdiinnt und zu den Zellen
gegeben. Nach einer einstiindigen Inkubation im Brutschrank wurde das Zellkulturmedium
abgenommen und alle Schalen zwei Mal mit je 10 mL PBS" gewaschen. Dann wurden je 12 mL
frisches Zellkulturmedium zu den Zellen gegeben und die Schalen fiir 14 Tage im Brutschrank

inkubiert. In dieser Zeit bildeten sich aus den Zellen, die die Acetaldehyd-Behandlung iiberlebt
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hatten, Kolonien. Nach den 14 Tagen folgten je zwei Waschschritte PBS" und eine Fixierung der
Kolonien durch eine 8-miniitige Behandlung mit je 8 mL eiskaltem Fixativ (Methanol: Eisessig,
3:1). Anschliefend wurden die Kolonien mit 10%-Giemsa-Farbelosung angefarbt, luftgetrocknet
und gezihlt. Zur Bestimmung der prozentuellen Uberlebensraten fiir die verschiedenen siRNA-
Behandlungen wurde fiir jede untersuchte Acetaldehyd-Konzentration der Mittelwert der
entstandenen Kolonien der Acetaldehyd-behandelten Zellen mit dem der unbehandelten Zellen
ins Verhiltnis gesetzt. Die Punkte wurden in ein Koordinatensystem eingetragen und mit Graden
verbunden. Die statistische Auswertung der Ergebnisse erfolgte mit dem One-way ANOVA Test
und dem Tukey post-hoc Test in der Statistik-Software SPSS (Version 23).

6.4.2 Bestimmung der mittelten inhibitorischen Acetaldehyd-Konzentration (ICsg)

Die ICsq 1st die Konzentration eines Stoffes, bei der eine halbmaximale Wachstumsinhibition der
behandelten Zellen beobachtet wird. Zur ndherungsweisen Bestimmung der ICs, der jeweiligen
Zelllinie wurde hier eine lineare Interpolation durchgefiihrt. Zwischen den bekannten
Messwerten der Uberlebenskurven oberhalb und unterhalb von f(x) = 50 wurde mit einem
linearen Gleichungssystem eine Funktion aufgestellt. Mit dieser linearen Funktion wurde die
Funktionsstelle fiir den Funktionswert f(x) = 50 berechnet. Diese Stelle entspricht

ndherungsweise der ICs.

6.5 Chromosomenbruchanalysen

6.5.1 Induzierte Chromosomenschidigung durch Acetaldehyd

Zur Untersuchung der Chromosomenbriichigkeit nach siRNA-vermittelter Depletion von
FANCP/SLX4, hSNM1B/Apollo oder der Depletion beider Proteine wurden je 1,5 x 10° Zellen
pro 6-well-Zellkulturschale ausplattiert und die siRNA-Behandlung wie oben beschrieben
durchgefithrt. Am Tag vor der Chromosomenaufarbeitung wurde das Zellkulturmedium
abgenommen, 1 mL frisches Medium zu den Zellen gegeben und Acetaldehyd mit
Zellkulturmedium auf 2 mM verdiinnt. Es wurde je 1 mL der Losung zu den Zellen gegeben, um
eine Endkonzentration von 1 mM zu erreichen. Die Zellkulturschalen wurden mit Parafilm

umwickelt und fir 24 h im Brutschrank inkubiert.

6.5.2 Chromosomenaufarbeitung

22 h nach der Zugabe von Acetaldehyd wurden je 30 pL Colcemid zu den Zellen gegeben, um
Metaphasezellen zu arretieren. Nach weiteren 2 h Inkubation im Brutschrank wurden die Zellen

geerntet, in 15 mL Spitzbodenr6hrchen {iiberfiihrt und Teile der Zellsuspension fiir die
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Durchfiihrung von Western Blot- oder Immunfluoreszenz-Analysen zur Kontrolle der Depletion
abgenommen. Die restlichen Zellen wurden fiir 10 min Heraeus Megafuge 2.0 Zentrifuge bei
1000 rpm pelletiert, in je 1 mL Zellkulturmedium resuspendiert und zu je 5 mL auf 37°C
vorgewirmtes 0,4%-Kaliumchlorid gegeben. Diese hypotone Behandlung wurde fiir 20 min im
Brutschrank durchgefiihrt und diente dem Anschwellen der Zellen durch osmotisch bedingte
Wasseraufnahme. AnschlieBend wurden die Zellen fiir 10 min bei 1000 rpm zentrifugiert, der
Uberstand bis auf 1 mL abgenommen und die Zellen darin resuspendiert. Es folgte ein langsames
Hinzutropfen von je 4 mL eiskaltem Fixativ. Die Zellen wurden dann erneut fiir 10 min bei
1000 rpm zentrifugiert, der Uberstand bis auf 1 mL abgenommen und die Fixierung noch drei
Mal wiederholt. Nach dem letzten Durchgang wurde der Uberstand bis auf 0,5 mL abgenommen,
die Zellen darin resuspendiert und 4-5 Tropfen der Zellsuspension auf gewaschene und gekiihlte
Objekttrager getropft. Die Objekttriger wurden sofort im Wasserdampf eines befeuchteten
Handtuchs auf einem Heizblock getrocknet. Die Préparate wurden anschlieend fiir 6 min in
10%-Giemsa-Firbelosung gefarbt, abgespiilt und luftgetrocknet. Es folgte ein Versiegeln der
Objekttrager mit einem Deckgldschen und einigen Tropfen Entellan. Die Préparatidentitit wurde
anschlieBend durch Mitarbeiter des Labors verschliisselt und die Auswertung der Metaphasen

mit einem Lichtmikroskop in 1000-facher VergroBerung durchgefiihrt.

6.5.3 Chromosomenauswertung

Fiir die Auswertung der Chromosomen wurde die Anzahl der aberranten Metaphasen und der
Briiche pro Zelle gezihlt und der gewichtete Mittelwert aus drei unabhéngigen Experimenten
berechnet. Chromatid- und Chromosomenfragmente und -briiche wurden dabei als ein
Bruchereignis, tri- und quadriradiale Austauschfiguren, Ringchromosomen und dizentrische
Chromosomen mit gleichzeitig vorliegenden azentrischen Fragmenten als zwei Bruchereignisse
gewertet. Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Chi-Quadrat-Test und dem Kruskal-
Wallis-Test in der Statistik-Software SPSS (Version 23).
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7 Ergebnisse

7.1  Untersuchung der Interaktion von hSNM1B/Apollo mit FANCP/SLX4

7.1.1 Herstellung der hSNM1B/Apollo- und FANCP/SLX4-kodierenden Plasmide

Fiir die Untersuchung der Interaktion von hSNM1B/Apollo und FANCP/SLX4 wurden zunéichst
Expressionsplasmide hergestellt, die eine ektopische Synthese der Proteine und ihrer Teilstlicke
in HEK293-Zellen ermoéglichen. Die erfolgreiche Ligation der hSNMI1B/Apollo- bzw.
FANCP/SLX4-Nukleotidsequenzen in die Vektoren wurde durch die Analyse der Bandengréfen
nach Restriktionsenzymverdau der Plasmide und elektrophoretischer Auftrennung der Proben

bestitigt (Abbildung 9, Abbildung 10, Abbildung 11).

pCMV-Tag2B-Flag- pCMV-Tag2B-Flag- pCMV-Tag2B-Flag- pCMV-Tag2B-Flag-
A Apollo_FL B Apollo_1-150 Apollo_151-299 Apollo_268-532
Pstl Pstl Pstl Pstl
M M
(bp] [bp]
P 5000
4000
3500
3000
10.000
8000 1000
6000 900
5000 800
4000
3500 600
3000 500
2500
2000
1500 1596

(Fragment)

Abbildung 9 Restriktionsverdau von Flag-hSNM1B/Apollo-kodierenden pCMV-Tag2B-Plasmiden. A) Pstl-
Restriktionsverdau von pCMV-Tag2B-Flag-Apollo FL im Vergleich zu unverdautem Plasmid. Die Bandengréfen
in der rechten Spur entsprechen der Grofle des verwendeten Vektors und des inserierten Fragments und bestétigen
die erfolgreiche Ligation. FL: Volle Liange. B) Pstl-Restriktionsverdau von pCMV-Tag2B-Flag-Apollo 1-150,
_151-299 und 268-532 im Vergleich zu unverdauten Plasmiden. Die Bandengrofen in den rechten Spuren
entsprechen der Grofle des verwendeten Vektors und des inserierten Fragments und bestdtigen die erfolgreiche
Ligation.
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Abbildung 10 Restriktionsverdau von Myc-FANCP/SLX4-
Plasmiden. A) BsrGI-Restriktionsverdau von pDEST-Myc-FANCP/SLX4 684-1834 und 801-1648 im Vergleich
zu unverdauten Plasmiden. Die Bandengrofen in den rechten Spuren entsprechen der GréBe des verwendeten
Vektors und des inserierten Fragments und bestitigen die erfolgreiche Ligation. B) Sall-Restriktionsverdau von
pCMV-Tag3B-Myc-FANCP/SLX4 1328-1648 und 1649-1843 im Vergleich zu unverdauten Plasmiden und Pstl-
Restriktionsverdau von pCMV-Tag2B-Flag-Apollo 1-200
Bandengréfen in den rechten Spuren entsprechen der Grofle des verwendeten Vektors und des inserierten Fragments
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pEFS5/FRT/V5-DEST-
Myc-FANCP_FL
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Abbildung 11 BamHI/Sapl-Restriktionsverdau von pEFS/FRT/VS/DEST-Myc-FANCP im Vergleich zu
unverdautem Plasmid. Die Bandengrofen in den rechten Spuren entsprechen den erwarteten Grofien und
bestétigen die erfolgreiche Ligation. FL: Volle Lénge.

7.1.2 Ko-Immunoprizipitationsstudien mit ektopisch exprimiertem hSNM1B/Apollo und
FANCP/SLX4

7.1.2.1 Synthese und Immunoprizipitation von Flag-hSNM1B/Apollo in HEK293-Zellen

Die Interaktion von hSNM1B/Apollo mit FANCP/SLX4 wurde mittels Ko-Immunoprézipitation
(Ko-IP) und anschlieBender Detektion der prézipitierten Proteine im Western Blot untersucht.
Der Nachweis von endogenem hSNM1B/Apollo im Western Blot gelang uns und anderen nicht,

82 84 90

vermutlich aufgrund des niedrigen Expressionslevels des Gens. Daher wurde ektopisch

exprimiertes Flag-hSNM1B/Apollo fiir die Interaktionsstudien verwendet.

In einleitenden Experimenten wurden HEK?293-Zellen mit dem pCMV-Tag2B-Flag-
hSNM1B/Apollo-Plasmid transfiziert; als Negativ-Kontrolle dienten Zellen, die mit einem leeren
Plasmid transfiziert wurden (pCMV-Tag2B-leer). Aus diesen Zellen wurde ein Proteinlysat
hergestellt und anschlieBend eine IP mit Antikdrpern gegen hSNM1B/Apollo durchgefiihrt.
Abbildung 12 zeigt den Nachweis von Flag-hSNM1B/Apollo im Western Blot nach der IP und
bestitigt somit die erfolgreiche Transfektion der Zellen, Synthese von Flag-hSNM1B/Apollo und
Immunoprézipitation des Proteins mit dem verwendeten Antikorper. Das detektierte Protein hatte

ein Molekulargewicht von etwa 65 kDa.
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pCMV-
pCMV- Tag2B-
Tag2B- Flag-
leer Apollo_FL
IP: Apollo
225 — WB: Flag
15 —
80 —
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50 —
35 —
25 —
kba 10 — O =%

Abbildung 12 Western Blot zum Nachweis von Flag-hSNM1B/Apollo nach hSNM1B/Apollo-IP aus pCMV-
Tag2B-Flag-Apollo_FL-transfizierten HEK293-Zellen im Vergleich mit pCMV-Tag2B-leer-transfizierten
Zellen. Die IP wurde mit Anti-hSNM1B/Apollo- und der Western Blot mit Anti-Flag-Antikérpern durchgefiihrt.
FL: Volle Lénge.

7.1.2.2 Ko-Immunoprizipitation von hSNM1B/Apollo mit endogenem FANCP/SLX4

In den darauffolgenden Experimenten wurden HEK293-Zellen mit dem pCMV-Tag2B-leer- oder
dem pCMV-Tag2B-Flag-hSNM1B/Apollo-Plasmid transfiziert und anschlieBend IPs mit
Antikorpern gegen FANCP/SLX4 durchgefiihrt. Endogenes FANCP/SLX4 wurde aus beiden
Lysaten nachgewiesen (Abbildung 13 A), die Eignung des verwendeten Antikorpers fiir die
FANCP/SLX4-IP konnte somit bestdtigt werden. Das detektierte endogene FANCP/SLX4 wies
bei diesen Untersuchungen ein Molekulargewicht von etwa 230 kDa auf. Aus dem Lysat der
Zellen, die ektopisch Flag-hSNMI1B/Apollo exprimierten, konnte nach der FANCP/SLX4-IP
auch Flag-hSNM1B/Apollo nachgewiesen werden. Bei den mit dem Kontrollplasmid
transfizierten Zellen gab es wie erwartet kein hSNM1B/Apollo-Signal (Abbildung 13 B). Diese
Ko-Immunoprézipitation von hSNMI1B/Apollo mit FANCP/SLX4 zeigt, dass die beiden

Proteine miteinander interagieren.
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pCMV pCMV-
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Abbildung 13 Western Blots zum Nachweis der Ko-Immunopriizipitation von Flag-hSNM1B/Apollo mit
FANCP/SLX4. A) Nachweis der Immunoprézipitation von FANCP/SLX4. Die IP und der Western Blot wurden mit
Anti-FANCP/SLX4-Antikorpern durchgefiihrt. B) Nachweis der Ko-Immunoprizipitation von hSNM1B/Apollo mit
FANCP/SLX4. Die IP wurde mit wurde mit Anti-FANCP/SLX4- und der Western Blot mit Anti-Flag-Antikérpern
durchgefiihrt. FL: Volle Lénge.

Bei der umgekehrten IP mit Antikdrpern gegen den Flag-Anteil des Flag-hSNM1B/Apollo-
Fusionsproteins oder gegen hSNM1B/Apollo konnte kein FANCP/SLX4 prizipitiert werden
(nicht abgebildet).

7.1.2.3 Eingrenzung der FANCP/SLX4-Bindungsstelle von hSNM1B/Apollo

Die Eingrenzung der FANCP/SLX4-Bindungsstelle von hSNM1B/Apollo erfolgte ebenfalls
mittels Ko-Immunoprizipitationsstudien. HEK293-Zellen wurden dafiir zundchst mit pCMV-
Tag2B-Plasmiden, die fiir verschiedene Flag-fusionierte hSNM1B/Apollo-Teilstlicke kodierten,
transfiziert. AnschlieBend wurde eine IP mit Antikdrpern gegen FANCP/SLX4 durchgefiihrt.
Nur die Flag-hSNMI1B/Apollo-Teilstiicke, die an FANCP/SLX4 binden und daher ko-

immunoprézipitiert werden, lassen sich mit diesem Versuchsaufbau im Western Blot detektieren.

Aus den Zelllysaten wurden zunédchst alle hRSNM1B/Apollo-Teilstiicke iiber ihre Flag-Sequenz
nachgewiesen, womit die erfolgreiche Transfektion der Zellen und Synthese der Proteine gezeigt
werden konnte (Abbildung 14 B). Interessanterweise wurden auch nach FANCP/SLX4-IP alle
hSNM1B/Apollo-Teilstiicke detektiert (Abbildung 14 A).
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Abbildung 14 Western Blots zur Eingrenzung der FANCP/SLX4-Interaktionsdomiine von hSNM1B/Apollo.
A) Nachweis von immunoprézipitiertem endogenem FANCP/SLX4 (oben) und von den ko-immunopréizipitierten
Flag-hSNM1B/Apollo-Teilstiicken (unten). Die IP wurde mit Anti-FANCP/SLX4-Antikorpern durchgefiihrt, fiir die
Western Blots wurden Anti-FANCP/SLX4- bzw. Anti-Flag-Antikorper verwendet. B) Nachweis der Synthese der
Flag-hSNM1B/Apollo-Teilstiicke aus den Zelllysaten. Der Western Blot wurde mit Anti-Flag-Antikdrpern
durchgefiihrt. FL: Volle Lénge.

7.1.2.4 Eingrenzung der hSNM1B/Apollo-Bindungsstelle von FANCP/SLX4

Als nidchstes sollte die Bindungsstelle von FANCP/SLX4 an hSNMI1B/Apollo eingegrenzt
werden. Dafiir wurden Doppeltransfektionen durchgefiihrt: HEK293-Zellen wurden zunichst mit
dem pCMV-Tag2B-Flag-hSNM1B/Apollo FL-Plasmid transfiziert. Zusétzlich wurde je ein
Plasmid in die Zellen eingebracht, das fiir Myc-FANCP/SLX4 in voller Linge oder fiir
Myc-fusionierte Teilstiicke des Proteins kodierte. Nach einer IP mit Antikdrpern gegen die
Myc-Sequenz konnte aus allen Lysaten hSNM1B/Apollo ko-immunoprézipitiert und {iber die
Flag-Sequenz nachgewiesen werden (Abbildung 15 A). Aus den korrespondierenden Zelllysaten
konnte Flag-hSNMI1B/Apollo im Western Blot nachgewiesen und somit die erfolgreiche
Transfektion und Protein-Synthese bestitigt werden. Die Myc-FANCP/SLX4-Teilstiicke
konnten ebenfalls detektiert werden, Myc-FANCP/SLX4 in voller Lange lie sich erst nach IP
mit Antikorpern gegen die Myc-Sequenz nachweisen (Abbildung 15 B).

Bei der umgekehrten IP mit Antikorpern gegen die Flag-Sequenz der hSNMI1B/Apollo-
Teilstiicke konnten die FANCP/SLX4-Teilstiicke und FANCP/SLX4 in voller Linge nicht

verlésslich prazipitiert werden (nicht abgebildet).
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Abbildung 15 Western Blots zur Eingrenzung der hSNM1B/Apollo-Interaktionsdoméne von FANCP/SLX4.
A) Nachweis von immunopréazipitierten Myc-FANCP/SLX4-Teilstiicken und ko-immunoprézipitiertem
Flag-hSNM1B/Apollo. Die IP wurde mit Anti-Myc-Antikdrpern durchgefiihrt, fiir die Western Blots wurden
Anti-Myc- bzw. Anti-Flag-Antikorper verwendet. B) Nachweis der Synthese der Myc-FANCP/SLX4-Teilstiicke
und Flag-hSNM1B/Apollo vor der Immunoprizipitation. Die Western Blots wurden mit Anti-Myc- bzw. Anti-
Flag-Antikorpern durchgefiihrt. FL: Volle Léange.

7.1.3 Ko-Immunoprizipitationsstudien mit in-vitro translatiertem hSNM1B/Apollo und
FANCP/SLX4

7.1.3.1 In-vitro Translation von hSNM1B/Apollo, FANCP/SLX4 und ihrer Teilstiicke

Die bisherigen Ergebnisse legten eine komplexe Interaktion von hSNMI1B/Apollo und
FANCP/SLX4 mit mehreren Bindungsstellen nahe. Unklar blieb, ob die Proteine direkt oder
indirekt iiber weitere Proteine miteinander interagieren, da die durchgefiihrten Ko-
Immunoprézipitation diesbeziiglich keine Differenzierung erlauben. Um zu untersuchen, ob
Flag-hSNM1B/Apollo und Myc-FANCP/SLX4 auch in Abwesenheit endogener Proteine
interagieren, wurde versucht, beide Proteine in voller Lange sowie die Teilstiicke, auf die die
Bindungsstellen bereits eingegrenzt werden konnten, in einem zellfreien System fiir weitere Ko-
Immunopréazipitationsstudien herzustellen. Zunichst wurden dafiir mittels in-vitro Transkription
die benodtigten mRNAs hergestellt (Abbildung 16). Auffillig war, dass sich Banden der Kontroll-
mRNA und der mRNA von Flag-hSNM1B/Apollo in voller Linge im Agarose-Gel kleiner als
erwartet darstellten. Ein moglicher Grund fiir diese Abweichung ist, dass die mRNAs auf ein
natives Agarose-Gel aufgetragen wurden, in dem die Nukleinsduren Sekundérstrukturen

ausbilden konnen. Diese konnen die Auftrennung der mRNA nach MolekiilgroBe verfélschen.
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Abbildung 16 Agarose-Gelelektrophorese zur Kontrolle der in-vitro Transkription von Flag-hSNM1B/Apollo,
Myc-FANCP/SLX4 und ihrer Teilstiicke. Als Marker wurde ein selbst-generierter A/EcoRI/HindIII DNA-Marker
verwendet. Angegeben ist jeweils die erwartete GroBe der entstandenen mRNAs. FL: Volle Léinge.

Anschliefend wurden die generierten mRNAs verwendet, um mittels in-vitro Translation die von
ihnen kodierten Proteine herzustellen. Dies gelang bei allen Proteinen mit der Ausnahme von
Myc-FANCP/SLX4 in voller Lange (nicht abgebildet). Abbildung 17 bestétigt die erfolgreiche

Translation der anderen Proteine tiber ihre Detektion im Western Blot.
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Abbildung 17 Western Blots zur Kontrolle der in-vitro Translation von Flag-hSNM1B/Apollo und seinen
Teilstiicken und Myc-FANCP/SLX4 1328-1648 und _1649-1834. A) Western Blot zum Nachweis von in-vitro
translatiertem Flag-hSNM1B/Apollo und seinen Teilstiicken. Der Western Blot wurde mit Anti-Flag-Antikérpern
durchgefiihrt. B) Western Blot zum Nachweis der in-vitro translatierten FANCP/SLX4-Teilstiicke. Der Western
Blot wurde mit Anti-Myc-Antikorpern durchgefiihrt. FL: Volle Léange.
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7.1.3.2 Ko-Immunoprizipitationsstudien mit in-vitro translatiertem hSNM1B/Apollo und
FANCP/SLX4-Teilstiicken

Da sich Myc-FANCP/SLX4 in voller Linge in der in-vitro Translation nicht herstellen lief3,
konnten die Ko-Immunoprizipitationsstudien im zellfreien System nur zur Eingrenzung der
hSNM1B/Apollo-Bindungsstelle von FANCP/SLX4 durchgefiihrt werden. Dazu wurde
Flag-hSNM1B/Apollo FL jeweils mit einem Myc-FANCP/SLX4-Teilstiick inkubiert und eine
IP mit Antikorpern gegen die Myc-Sequenz durchgefiihrt. Im zellfreien System gelang keine Ko-
IP von hSNMI1B/Apollo (Abbildung 18). Auch die umgekehrte IP mit Antikdrpern gegen
hSNM1B/Apollo fiihrte nicht zu einer Prizipitation der FANCP/SLX4-Teilstliicke (Abbildung
19). Im zellfreien System konnte somit keine Interaktion von hSNMI1B/Apollo und
FANCP/SLX4 nachgewiesen werden.
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Abbildung 18 Western Blots zur Eingrenzung der hSNMI1B/Apollo-Interaktionsdoméne von in-vitro
translatiertem FANCP/SLX4, IP: Anti-Myc. A) Spur 1: Nachweis der in-vitro Translation von
Flag-hSNM1B/Apollo. Spur 2 und3: Flag-hSNMI1B/Apollo konnte nicht mit den in-vitro translatierten
Myc-FANCP/SLX4-Telstiicken ko-immunoprézipitiert werden. Die IP wurde mit Anti-Myc-Antikérpern, der
Western Blot mit Anti-Flag-Antikorpern durchgefiihrt. B) Spur 1: Negativ-Kontrolle, kein Nachweis von
Flag-hSNM1B/Apollo mit Anti-Myc-Antikdrpern. Spur 2 und 3: Nachweis der in-vitro Translation und
Immunoprézipitation der Myc-FANCP/SLX4-Teilstiicke. Die IP und der Western Blot wurden mit Anti-Myc-
Antikdrpern durchgefiihrt. FL: Volle Lange.
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Abbildung 19 Western Blots zur Eingrenzung der hSNMI1B/Apollo-Interaktionsdoméne von in-vitro
translatiertem FANCP/SLX4, IP: Anti-Apollo. A) Nachweis der in-vitro Translation und Immunoprézipitation
von Flag-hSNMI1B/Apollo. Die IP wurde mit Anti-hSNMI1B/Apollo-Antikérpern, der Western Blot mit
Anti-Flag-Antikdrpern durchgefiihrt. B) Die FANCP/SLX-Teilstiicke konnten nicht mit hSNM1B/Apollo
ko-immunoprézipitiert werden. Die IP wurde mit Anti-hSNM1B/Apollo-Antikérpern, der Western Blot mit
Anti-Myc-Antikorpern durchgefiihrt.

7.1.3.3 Funktionspriifung der in-vitro translatierten Proteine fiir die hSNM1B/Apollo-
FANCP/SLX4-Interaktionsanalyse

Aufgrund der unterschiedlichen Ergebnisse beziiglich der Interaktion von hSNM1B/Apollo und
FANCP/SLX4 aus Untersuchungen mit Zelllysaten gegeniiber Untersuchungen im zellfreien
System wurde die Funktionalitit der in-vifro translatierten Proteine iiberpriift. Dabei wurde
untersucht, ob die hier hergestellten Proteine mit endogen produzierten Proteinen, die in
vorherigen Versuchen bereits als Bindungspartner identifiziert wurden, interagieren. In-vitro
translatiertes ~ Flag-hSNM1B/Apollo  wurde mit einem  HEK293-Zelllysat, das
Myc-FANCP/SLX4 648-1834 enthielt, inkubiert. In-vitro translatiertes
Myc-FANCP/SLX4 1328-1648 und Myc-FANCP/SLX4 1649-1834 wurde mit Lysaten aus
HEK293-Zellen, die Flag-hSNM1B/Apollo enthielten, inkubiert. Nach einer IP mit Antikdrpern
gegen die Myc-Sequenz miisste bei voller Funktionalitét der in-vitro translatierten Proteine aus
allen Proben Flag-hSNM1B/Apollo nachweisbar sein. Dies war jedoch bei keiner der Proben der
Fall (Abbildung 20).
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Abbildung 20 Western Blot zur Funktionspriifung von in-vitro translatiertem hSNM1B/Apollo und in-vitro
translatierten FANCP/SLX4-Teilstiicken. Die IP wurde mit Anti-Myc-Antikdrpern, der Western Blot mit
Anti-Myc und Anti-Flag-Antikoérpern  durchgefiihrt. Flag-hSNM1B/Apollo konnte aus keiner Probe
ko-immunoprézipitiert werden. FL: Volle Lange.

7.2  Untersuchung der Bindung von hSNMI1B/Apollo an andere hSNMI1B/Apollo-
Molekiile
7.2.1 Ko-Immunoprizipitation von Myc-hSNM1B/Apollo mit Flag-hSNM1B/Apollo und
Eingrenzung der Bindungsstelle
Van Overbeek und de Lange beschrieben, dass hSNMI1B/Apollo in der Lage ist, andere
hSNM1B/Apollo-Molekiile zu binden.” In darauf aufbauenden Untersuchungen wurde hier
versucht, diese Bindungsstelle einzugrenzen. HEK293-Zellen wurden dafiir mit einem pCMV-
Tag3B-Plasmid, das fiir Myc-hSNM1B/Apollo kodierte, und je einem der pCMV-Tag2B-
Plasmide, die fiir die Flag-hSNM1B/Apollo-Teilstiicke kodierten, ko-transfiziert. Nach einer IP
mit  Antikdrpern  gegen die  Myc-Sequenz  von  Myc-hSNMI1B/Apollo  konnten
Flag-hSNM1B/Apollo in voller Linge und alle untersuchten Teilstiicke im Western Blot
detektiert werden (Abbildung 21 A). Abbildung 21 B bestitigt die erfolgreiche Synthese der

Proteine.
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Abbildung 21 Western Blots zur Eingrenzung der Interaktionsdomine von hSNM1B/Apollo an andere
hSNM1B/Apollo-Molekiile. A) Nachweis von immunoprizipitiertem Myc-hSNMI1B/Apollo und ko-
immunoprézipitiertem Flag-hSNM1B/Apollo sowie dessen Teilstiicke. Die IP wurde mit Anti-Myc-Antikdrpern
durchgefiihrt, fiir die Western Blots wurden Anti-Myc- bzw. Anti-Flag-Antikorper verwendet. B) Nachweis der
Synthese von Myc- und Flag-fusioniertem hSNMI1B/Apollo und den Flag-hSNM1B/Apollo-Teilstiicken. Die
Western Blots wurden mit Anti-Myc- bzw. Anti-Flag-Antikorpern durchgefiihrt. FL: Volle Lange.

7.2.2 Ko-Immunoprizipitationsstudien mit in-vitro translatiertem Myc-hSNM1B/Apollo
und Flag-hSNM1B/Apollo

Auch die Interaktion von hSNMI1B/Apollo mit weiteren hSNM1B/Apollo-Molekiilen wurde
zusétzlich im zellfreien System {iberpriift. Zunidchst wurde dafiir Myc-hSNM1B/Apollo mittels
in-vitro Translation hergestellt. In Abbildung 22 ist das Ergebnis der Kontroll-Gelelektrophorese
zum Nachweis der mRNA dargestellt. Auch hier wurde vermutlich aufgrund der
Sekundérstruktur der Nukleinsdure im nativen Agarose-Gel eine BandengroBe beobachtet, die
von der Erwartung abweicht. Abbildung 23 zeigt den Nachweis von Myc-hSNM1B/Apollo im
Western Blot. Das Protein hatte die erwartete GroBe, die in-vitro Translation war somit

erfolgreich.



Ergebnisse 71

Kontrolle Myc-
(pTRI-Xef1) Apollo

1584 ——
1375——
947 ———

831
erwartete GroRRe [bp] 1860 1656

Abbildung 22 Gelelektrophorese zur Kontrolle der in-vitro Transkription von Myc-hSNM1B/Apollo. Als
Kontrolle wurde pTRI-Xefl-mRNA aufgetragen, als Marker wurde ein selbst-generierter A/EcoRI/HindIIl DNA-
Marker verwendet. Angegeben ist jeweils die erwartete Grofle der entstandenen mRNA.
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Abbildung 23 Western Blot zum Nachweis von in-vitro translatiertem Myc-hSNM1B/Apollo. Der Western Blot
wurde mit Anti-Myc-Antikorpern durchgefiihrt. FL: Volle Lénge.

Zur Interaktionsanalyse wurden in-vitro translatierte Flag-hSNM1B/Apollo-Teilstiicke mit in-
vitro translatiertem Myc-hSNM1B/Apollo inkubiert und nach einer IP mit Antikdrpern gegen die
Myc-Sequenz versucht, die Flag-hSNM1B/Apollo-Teilstiicke nachzuweisen. Abbildung 24

zeigt, dass diese Ko-IP im zellfreien System nicht gelang.
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Abbildung 24 Western Blots zur Eingrenzung der Interaktionsdomine von in-vitro translatiertem
hSNM1B/Apollo an andere hSNM1B/Apollo-Molekiile. A) Die Flag-hSNM1B/Apollo-Teilstiicke konnten nicht
mit Myc-hSNM1B/Apollo ko-immunoprézipitiert werden. Die IP wurde mit Anti-Myc-Antikdrpern, der Western
Blot mit Anti-Flag-Antikérpern durchgefiihrt. B) Nachweis der in-vitro Translation und Immunoprézipitation von
Myc-hSNM1B/Apollo. IP und Western Blot wurden mit Anti-Myc-Antikdrpern durchgefiihrt. FL: Volle Lénge.

7.2.3 Funktionspriifung der in-vitro translatierten Proteine fiir die hSNM1B/Apollo-
hSNM1B/Apollo-Interaktionsanalyse

Analog zu den Untersuchungen beziiglich der Funktionalitit der in-vitro translatierten Proteine,
die fiir die Analyse der hSNM1B/Apollo-FANCP/SLX4-Interaktion verwendet wurden, wurde
auch die Funktionalitit der fiir die hSNMI1B/Apollo-hSNM1B/Apollo-Interaktionsanalyse
verwendeten in-vitro translatierten hSNMI1B/Apollo-Teilstiicke evaluiert. Dafiir wurden alle
eingesetzten Proteine mit HEK293-Zelllysaten inkubiert und eine IP mit Antikorpern gegen
FANCP/SLX4 durchgefiihrt. Aufgrund der Ergebnisse der Ko-Immunoprézipitationsstudien mit
endogenen Proteinen wurde erwartet, dass alle in-vitro translatierten Proteine mit FANCP/SLX4
ko-immunoprézipitiert werden kdnnen. Abbildung 25 zeigt, dass dies bei keiner der Proben der

Fall war.
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Abbildung 25 Western Blot zur Funktionspriifung von in-vitro translatiertem hSNMI1B/Apollo seinen
Teilstiicken. Die IP wurde mit Anti-FANCP/SLX4-Antikorpern, die Western Blots mit Anti-FANCP/SLX4- und
Anti-Flag-Antikdrpern durchgefiihrt. Endogenes FANCP/SLX4 wurde in allen Proben nachgewiesen. Flag-
hSNM1B/Apollo oder seine Teilstiicke konnten aus keiner Probe ko-immunoprazipitiert werden. FL: Volle Lénge.

7.3  Quantifizierung von Telomer-assoziierten Proteinen nach FANCP/SLX4-, FANCA-
oder FANCD2-Depletion

In dieser Arbeit vorausgehenden Versuchen konnten wir zeigen, dass eine siRNA-vermittelte
Depletion von FANCP/SLX4 zu einer Reduktion der Menge des Shelterin-Proteins TRF2 in
U20S-Zellen fiihrt.”” In darauf aufbauenden Versuchen wurde hier untersucht, inwiefern die
Depletion von FANCP/SLX4 die TRF1-Menge in U20S-Zellen beeinflusst. Zusétzlich wurde
gepriift, ob eine Depletion der Fanconi-Proteine FANCA oder FANCD?2 die Proteinmengen von
TRF1 und TRF2 veréindert.
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7.3.1 Quantifizierung der TRF1-Menge

Abbildung 26 zeigt reprisentativ. Western Blots zum Nachweis der erfolgreichen
FANCP/SLX4-, FANCA- oder FANCD2-Depletion sowie die TRF1- und Actin-Proteinbanden,
die zur Quantifizierung genutzt wurden. In Tabelle 2 sind die in drei unabhingigen
Experimenten bestimmten relativen TRF1-Proteinmengen bezogen auf die TRF1-Proteinmenge
von mit Kontroll-siRNA behandelten U20S-Zellen sowie die Mittelwerte und
Standardabweichungen aufgefiihrt. Keine der untersuchten siRNAs konnte die zelluldre TRF1-
Menge signifikant beeinflussen (T-Test, FANCP/SLX4-siRNA: p-Wert 0,197; FANCA-siRNA
p-Wert: 0,466; FANCD2-siRNA p-Wert: 0,6).
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Abbildung 26 Zellulire TRF1-Menge nach FANCP/SLX4-, FANCA- oder FANCD2-Depletion in U20S-
Zellen. Reprisentative Western Blots zum Nachweis der Zielprotein-Depletion (obere Reihe), von TRF1 (mittlere
Reihe) und von Actin (untere Reihe). Die Western Blots wurden mit Anti-FANCP/SLX4-, Anti-FANCA-, Anti-
FANCD2-, Anti-TRF1- und Anti-Actin-Antikdrpern durchgefiihrt.

Tabelle 2 Relative TRF1-Proteinmengen nach FANCP/SLX4-, FANCA- oder FANCD2-Depletion bezogen
auf die TRF1-Proteinmenge von mit Kontroll-siRNA behandelten U20S-Zellen. Zur Normalisierung der TRF1-
Menge wurde die jeweilige Actin-Menge herangezogen. Die berechneten relativen TRF1-Mengen aus drei
unabhdngigen Experimenten sowie der jeweilige Mittelwert (MW) und die Standardabweichung (STABW) fiir die
drei verschiedenen siRNA-Behandlungen sind aufgefiihrt.

siRNA Experiment 1 ~ Experiment2  Experiment3 MW STABW
FANCP/SLX4 1,61 1,05 1,27 1,31 0,28
FANCA 1,17 0,81 1,74 1,24 0,47
FANCD2 1,22 0,80 1,24 1,09 0,25

7.3.2 Quantifizierung der TRF2-Menge
Neben der Bestimmung der relativen zelluliren TRF1-Menge wurde nach FANCA- und
FANCD2-Depletion auch gepriift, ob es zu Anderungen der TRF2-Proteinmenge in U20S-
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Zellen kommt. Die relative TRF2-Menge von FANCP/SLX4-depletierten U20S-Zellen wurde
ebenfalls erneut untersucht und als positiv-Kontrolle verwendet. In Tabelle 3 sind die relativen
TRF2-Proteinmengen bezogen auf die TRF2-Proteinmenge von mit Kontroll-siRNA behandelten
U20S-Zellen aus den zwei bzw. drei durchgefiihrten unabhidngigen Experimenten sowie die
jeweiligen Mittelwerte und Standardabweichungen aufgefiihrt. Wie erwartet fiihrte eine
Depletion von FANCP/SLX4 zu einer signifikanten Reduktion der relativen zelluldren TRF2-
Menge von dem normalisierten Testwert 1 auf 0,51 (T-Test, p-Wert: 0,037). Nach Behandlung
mit FANCA- oder FANCD2-siRNA kam es nicht zu einer signifikanten Anderung der TRF2-
Mengen. (T-Test, FANCA-siRNA p-Wert: 0,626; FANCD2-siRNA p-Wert: 0,447). In
Abbildung 27 sind reprisentativ Western Blots zum Nachweis der erfolgreichen Depletion von
FANCP/SLX4, FANCA oder FANCD2 sowie von den zur Quantifizierung verwendeten
Proteinbanden von TRF2 und Actin dargestellt.

Tabelle 3 Relative TRF2-Proteinmengen nach FANCP/SLX4-, FANCA- oder FANCD2-Depletion bezogen
auf die TRF2-Proteinmenge von mit Kontroll-siRNA behandelten U20S-Zellen. Zur Normalisierung der TRF2-
Menge wurde die jeweilige Actin-Menge herangezogen. Die berechneten relativen TRF2-Mengen aus zwei bzw.
drei unabhingigen Experimenten sowie der jeweilige Mittelwert (MW) und die Standardabweichung (STABW) fiir
die drei verschiedenen siRNA-Behandlungen sind aufgefiihrt.

siRNA Experiment 1 ~ Experiment2  Experiment3 MW  STABW
FANCP/SLX4 0,36 0,69 0,48 0,51 0,16
FANCA - 1,20 0,96 1,08 0,17
FANCD?2 - 1,12 1,01 1,06 0,08
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Abbildung 27 Relative zelluliire TRF2-Menge nach FANCP/SLX4-, FANCA- oder FANCD2-Depletion in
U20S-Zellen. Reprisentative Western Blots zum Nachweis der Zielprotein-Depletion (obere Reihe), von TRF2
(mittlere Reihe) und von Actin (untere Reihe). Die Western Blots wurden mit Anti-SLX4/FANCP-, Anti-FANCA-,
Anti-FANCD2-, Anti-TRF2- und Anti-Actin-Antikérpern durchgefiihrt.
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7.4  Untersuchung der Acetaldehyd-Sensitivitit von hSNMI1B/Apollo- und
FANCP/SLX4-depletierten Zellen

Seit einigen Jahren weil man, dass der FA/BRCA-Reparaturweg durch reaktive Aldehyde wie
Formaldehyd und Acetaldehyd aktiviert wird und an der Neutralisierung derer genotoxischen
Effekte maBgeblich beteiligt ist.”* ” Bei einigen FA-Zelllinien konnte bereits gezeigt werden,
dass sie auf eine Behandlung mit reaktiven Aldehyden sensibler reagieren als gesunde
Zellen.”® *® * In den folgenden Untersuchungen wurde der Frage nachgegangen, ob auch
hSNM1B/Apollo- und FANCP/SLX4-depletierte U20S-Zellen eine gesteigerte Empfindlichkeit

gegeniiber Acetaldehyd aufweisen.

7.4.1 FANCD2-Monoubiquitinierung

Im Rahmen der Aktivierung des FA/BRCA-Reparaturwegs bei der zelluldren Antwort auf DNA-
Schiden kommt es zur Monoubiquitinierung des FA-Proteins FANCD2. Im Western Blot
konnen dann zwei Isoformen unterschiedenen werden: das nicht-ubiquitinierte FANCD2-S
(S fiir ,,short) mit einem molekularen Gewicht von etwa 155 kDa und das ubiquitinierte
FANCD2-L (L fiir ,,long*) mit einem molekularen Gewicht von etwa 162 kDa.'” Im folgenden
Versuch wurde bei U20S-Zellen die Synthese von hSNMI1B/Apollo, FANCP/SLX4- oder
FANCA mittels siRNA-Behandlungen herunterreguliert. AnschlieBend wurden die Zellen tiber
einen Zeitraum von 24 h mit 1 mM Acetaldehyd behandelt und die Monoubiquitinierung von

FANCD2 im Western Blot begutachtet.
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Abbildung 28 Western Blot zur Untersuchung der Monoubiquitinierung von FANCD2 nach
hSNM1B/Apollo-, FANCP/SLX4- oder FANCA-Depletion und Acetaldehyd-Behandlung. Oben: Nachweis der
monoubiquitinierten FANCD2-L- und der nicht-monoubiquitinierten FANCD2-S-Isoform. Unten: Ladekontrolle
mit Actin. Die Western Blots wurden mit Anti-FANCD2- und Anti-Actin-Antikérpern durchgefiihrt.
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Abbildung 29 Bestitigung der FANCP/SLX4-, FANCA- oder hSNM1B/Apollo-Depletion in U20S-Zellen fiir
die Untersuchung der Monoubiquitinierung von FANCD2 nach entsprechender Protein-Depletion und
Acetaldehyd-Behandlung. A) Nachweis der FANCP/SLX4- oder FANCA-Depletion im Western Blot. Die
Western Blots wurden mit Anti-FANCP/SLX4- bzw. Anti-FANCA-Antikérpern durchgefiihrt. B) Nachweis der
hSNM1B/Apollo-Depletion in der Immunfluoreszenzmikroskopie. Es wurden mindestens 500 Zellen untersucht und
als ,,Apollo-Foci-positiv* gewertet, wenn mindestens 3 nukledre Foci vorlagen.

Abbildung 28 zeigt die FANCD2-Monoubiquitinierung der verschiedenen Proben im Western
Blot und Abbildung 29 bestitigt die erfolgreiche Depletion der untersuchten Proteine. Nach
Kontroll-siRNA-Behandlung, hSNM1B/Apollo- und FANCP/SLX4-Depletion konnte sowohl in
den unbehandelten als auch in den Acetaldehyd-behandelten Zellen monoubiquitiniertes
FANCD2-L nachgewiesen werden. Die Monoubiquitinierung nahm nach Acetaldehyd-
Behandlung deutlich zu, erkennbar an der jeweils stirkeren FANCD2-L-Bande in der ,,+“-Spur.
Die FANCA-Depletion diente in diesen Untersuchungen als Negativ-Kontrolle, da FANCA im
FA/BRCA-Reparaturweg stromaufwérts von FANCD?2 agiert und dessen Monoubiquitinierung
FANCA-unabhédngig nicht moglich ist. Wie erwartet war nach FANCA-Depletion bei den
unbehandelten und bei den Acetaldehyd-behandelten Zellen eine nur minimale FANCD2-
Monoubiquitinierung erkennbar. Die sehr diskreten FANCD2-L-Banden lassen sich am ehesten

durch eine nicht vollstaindige FANCA-Depletion erkldren.

Zur Quantifizierung des Anstiegs der FANCD2-L-Menge nach Acetaldehyd-Behandlung wurde
die relative FANCD2-L-Menge bezogen auf die jeweilige gesamte FANCD2-Menge bestimmt.
In Tabelle 4 sind die Ergebnisse dieser Berechnungen dargestellt.
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Tabelle 4 Relative FANCD2-L-Menge nach Kontroll-, hNSNM1B/Apollo-, FANCP/SLX4- oder FANCA-
siRNA-Behandlung von U20S-Zellen bezogen auf die gesamte FANCD2-Menge. Angegeben ist die berechnete
relative FANCD2-L-Menge bezogen auf die jeweilige FANCD2-Menge fiir jede Probe.

siRNA Acetaldehyd (1mM/24h) Relative FANCD2-L-Menge [%]

Kontrolle  unbehandelt 6.4
behandelt 19,1
Apollo unbehandelt 14,6
behandelt 24,5
FANCP unbehandelt 13,9
behandelt 23,7
FANCA unbehandelt 1,5
behandelt 2,7

7.4.2 Kolonienbildungsstudien

In weiteren Untersuchungen wurde die Féhigkeit zur Kolonienbildung von hSNM1B/Apollo-
oder/und FANCP/SLX4-depletierten U20S-Zellen nach einer einstiindigen Acetaldehyd-
Exposition gepriift. Die Zellen wurden mit verschiedenen Konzentrationen von Acetaldehyd
behandelt. Da nur die Zellen Kolonien bilden konnten, die durch diese Behandlung nicht
zugrunde gegangen sind, erlaubte das Auszdhlen der Kolonien Riickschliisse auf die
Uberlebensfihigkeit der Zellen nach Acetaldehyd-Exposition. Die Abbildung 30 dient der
Bestitigung der erfolgreichen Depletion von FANCP/SLX4 oder/und hSNM1B/Apollo.
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Abbildung 30 Bestitigung der FANCP/SLX4- und/oder hSNM1B/Apollo-Depletion in U20S-Zellen fiir die
Kolonienbildungsstudie nach Acetaldehyd-Behandlung. A) Nachweis der FANCP/SLX4-Depletion im Western
Blot. Der Western Blot wurde mit Anti-FANCP/SLX4- bzw. Anti-Actin-Antikdrpern durchgefiihrt. B) Nachweis
der hSNM1B/Apollo-Depletion in der Immunfluoreszenzmikroskopie. Es wurden mindestens 500 Zellen untersucht
und als ,,Apollo-Foci-positiv* gewertet, wenn mindestens 3 nukleédre Foci vorlagen.

In Abbildung 31 sind die Ergebnisse der Kolonienbildungsstudie dargestellt. Aus diesen Daten

wurde die mittelte inhibitorische Acetaldehyd-Konzentration (ICsy) fiir alle untersuchten
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Zelllinien ndherungsweise berechnet. Die ICsy ist die Konzentration, bei der 50% der
behandelten Zellen {iberleben. Die Ergebnisse dieser Berechnungen sind in Tabelle 5 aufgefiihrt.
Tabelle 5 Mittlere inhibitorische Acetaldehyd-Konzentrationen von Kontrollzellen, hSNM1B/Apollo-

oder/und FANCP/SLX4-depletierten Zellen basierend auf den Ergebnissen aus Abbildung 31 (Angabe in
mM). Die angegebene relative ICs, bezieht sich auf die ICsy der Kontrollzellen.

siRNA ICso [mM] Relative ICsg
Kontrolle 29,7 1
Apollo 23,55 0,79
FANCP 23,96 0,81
Apollo/FANCP 17,9 0,6
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Abbildung 31 Kolonienbildungsstudie von U20S-Zellen nach hSNM1B/Apollo- oder FANCP/SLX4-Depletion
oder der Depletion beider Proteine und Acetaldehyd-Behandlung. Dargestellt sind die Uberlebensraten der
U20S-Zellen nach siRNA-Behandlung und Acetaldehyd-Exposition. Das prozentuelle Uberleben bezieht sich
jeweils auf das Uberleben von nicht exponierten Zellen, die derselben siRNA-Behandlung unterzogen wurden. Die
Werte wurden in ein Koordinatensystem eingetragen und mit Graden verbunden. Die jeweiligen siRNAs und
Acetaldehyd-Konzentrationen sind angegeben. Die Fehlerbalken stellen +/- eine Standardabweichung dar.
Schnittpunkte mit der roten Linie entsprechen ndherungsweise der mittleren inhibitorischen Acetaldehyd-
Konzentration der jeweiligen Zelllinie.

Um eine definitive Aussage beziiglich der Acetaldehyd-Sensitivitit der untersuchten Zellen
treffen zu konnen, wurden die Kolonienbildungsstudien mit einer Acetaldehyd-Konzentration

von 20 mM noch viermal wiederholt. Diese Konzentration wurde als Anndherung an den
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mittleren  ICsp-Wert  der untersuchten Zellen gewdhlt. Die  Mittelwerte und
Standardabweichungen der jeweiligen Uberlebensraten wurden berechnet. In Abbildung 32 sind
die Ergebnisse dargestellt. Die Kontroll-siRNA-behandelten Zellen zeigten nach Acetaldehyd-
Exposition das beste Uberleben (MW: 60,5%, STABW: 11,6), gefolgt von Apollo/hSNM1B-
depletierten Zellen (MW: 53,1%, STABW: 7,9) und FANCP/SLX4-depletierten Zellen (MW:

47,4%, STABW: 6,1). Die schlechteste Uberlebensrate wiesen die doppelt-depletierten Zellen
auf (MW: 39,9%, STABW: 5,7).
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Abbildung 32 Kolonienbildungsstudien von U20S-Zellen nach Acetaldehyd-Behandlung (20mM/1h) und
hSNM1B/Apollo- oder FANCP/SLX4-Depletion oder Depletion beider Proteine. Dargestellt sind die hochsten
bzw. tiefsten ermittelten Uberlebensraten in Prozent als obere bzw. untere Begrenzungen der Balken. Der Kreis
innerhalb der Balken gibt den Mittelwert der Uberlebensraten aus fiinf unabhingigen Experimenten an.

Fiir die statistische Auswertung dieser Daten wurde zunéchst bestitigt, dass die Ergebnisse der
Uberlebensratenbestimmung bei den Acetaldehyd-behandelten Zellen die Voraussetzungen fiir
eine einfaktorielle Varianzanalyse (one-way ANOVA) erfiillen. Die Normalverteilung der Daten

wurde mit dem Shapiro-Wilk-Test {liberpriift (Tabelle 6). Die Nullhypothese des Tests lautet



Ergebnisse 81

,Normalverteilung liegt vor* und kann fiir alle Gruppen angenommen werden, da alle
berechneten p-Werte > 0,05 sind.

Tabelle 6 Test auf Normalverteilung der Uberlebensraten von Acetaldehyd-behandelten U20S-Zellen
(20mM/1h). Verglichen wurden mit Kontroll-siRNA behandelte Zellen, hSNM1B/Apollo- oder FANCP/SLX4-

depletierte Zellen und Zellen nach der Depletion beider Proteine. Angegeben sind die Ergebnisse des Shapiro-Wilk-
Tests. df: Freiheitsgrade.

Tests auf Normalverteilung®

Shapiro-Wilk
siRNA Statistik df Signifikanz
Uberlebensrate Kontrolle ,910 13 ,185
Apollo ,943 12 ,543
FANCP 933 12 ,409
Apollo/FANCP ,874 12 ,073

a. Acetaldehyd = 20mM Acetaldehyd/1h
Zur Uberpriifung der Homogenitiit der Varianzen wurde der Levene-Test verwendet (Tabelle 7).
Hier lautet die Nullhypothese ,,Varianzhomogenitit liegt vor* und kann aufgrund der p-

Werte > 0,05 ebenfalls angenommen werden.

Tabelle 7 Test auf Homogenitit der Varianz der Uberlebensraten von Acetaldehyd-behandelten U20S-Zellen
(20mM/1h). Verglichen wurden mit Kontroll-siRNA behandelte Zellen, hSNM1B/Apollo- oder FANCP/SLX4-
depletierte Zellen und Zellen nach der Depletion beider Proteine. Angegeben sind die Ergebnisse des Levene-Tests.
df: Freiheitsgrade.

Test auf Homogenitit der Varianz®

Levene-Statistik df1 df2 Signifikanz
Uberlebensrate Basiert auf dem Mittelwert 1,934 3 45 ,138

Basiert auf dem Median 1,145 3 45 ,341
Basi f Medi

e}Slerend auf dem Median und 1,145 3 29,054 348
mit angepassten df
Basiert auf tri t

a'51er auf dem getrimmten 1,685 3 45 184
Mittel

a. Acetaldehyd = 20mM Acetaldehyd/1h

AnschlieBend wurde die eigentliche einfaktorielle Varianzanalyse durchgefiihrt, die Ergebnisse

sind in Tabelle 8 dargestellt.



82  Ergebnisse

Tabelle 8 Einfaktorielle Varianzanalyse der Uberlebensraten von Acetaldehyd-behandelten U20S-Zellen
(20mM/1h). Verglichen wurden mit Kontroll-siRNA behandelte Zellen, hSNM1B/Apollo- oder FANCP/SLX4-
depletierte Zellen und Zellen nach der Depletion beider Proteine. df: Freiheitsgrade.

Einfaktorielle ANOVA®
Uberlebensrate
Mittel der
Quadratsumme df Quadrate F Signifikanz
Zwischen den Gruppen 2837,660 3 945,887 12,339 ,000
Innerhalb der Gruppen 3449,678 45 76,660
Gesamt 6287,338 48

a. Acetaldehyd = 20mM Acetaldehyd/1h

Der p-Wert betriigt 5 x 10, Somit kann angenommen werden, dass die Unterschiede zwischen
p g g

den Uberlebensraten der verschiedenen Zellen nach Acetaldehyd-Behandlung signifikant sind.

Um zu bestimmen, zwischen welchen Gruppen signifikante Unterschiede bestehen, wurde post-

hoc der Tukey-Test angewendet (Tabelle 9).

Tabelle 9 Post-hoc Tukey-Test nach einfaktorieller Varianzanalyse der Uberlebensraten von Acetaldehyd-

behandelten U20S-Zellen (20mM/1h).

Verglichen wurden mit

Kontroll-siRNA behandelte

hSNM1B/Apollo-oder FANCP/SLX4-depletierte Zellen und Zellen nach der Depletion beider Proteine.

Zellen,

Mehrfachvergleiche®
Abhiéngige Variable: Uberlebensrate
Tukey-HSD
Mittlere 95%-Konfidenzintervall
I(D siRNA (J) siRNA Differenz (I-J) | Standardfehler | Signifikanz | Untergrenze Obergrenze
Kontrolle Apollo 7,40917 3,50502 ,164 -1,9412 16,7595
FANCP 13,01833" 3,50502 ,003 3,6680 22,3687
Apollo/FANCP 20,59833" 3,50502 ,000 11,2480 29,9487
Apollo Kontrolle -7,40917 3,50502 ,164 -16,7595 1,9412
FANCP 5,60917 3,57444 ,406 -3,9264 15,1447
Apollo/FANCP 13,18917" 3,57444 ,003 3,6536 22,7247
FANCP Kontrolle -13,01833" 3,50502 ,003 -22,3687 -3,6680
Apollo -5,60917 3,57444 ,406 -15,1447 3,9264
Apollo/FANCP 7,58000 3,57444 ,162 -1,9555 17,1155
(Apollo/FANCP  Kontrolle -20,59833" 3,50502 ,000 -29,9487 -11,2480
Apollo -13,18917" 3,57444 ,003 -22,7247 -3,6536
FANCP -7,58000 3,57444 ,162 -17,1155 1,9555

*. Die Differenz der Mittelwerte ist auf dem Niveau 0.05 signifikant.

Acetaldehyd = 20mM Acetaldehyd/1h
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Signifikante Unterschiede von der Uberlebensrate der mit Kontroll-siRNA behandelten Zellen
wiesen die FANCP/SLX4-depletierten und die doppelt-depletierten Zellen auf (p-Wert: 0,003
bzw. 3 x 10°). AuBerdem gab es einen signifikanten Unterschied zwischen den
hSNM1B/Apollo-depletierten und den doppelt-depletierten Zellen (p-Wert: 0,003). Alle anderen

Gruppenvergleiche lieferten keine signifikanten Ergebnisse.

7.4.3 Chromosomenbriichigkeit

U20S-Zellen sind humane Osteosarkom-Zellen, bei denen in der Literatur ein hypertriploider
Chromosomensatz beschrieben wird.'”’ Bei der hier verwendeten U20S-Zelllinie wurde die
Chromosomenzahl in 10 Metaphasen gezihlt, im Mittel lagen 70,6 Chromosomen vor. Die
Sensitivitdt von hSNM1B/Apollo- oder/und FANCP/SLX4-depletierten U20S-Zellen gegeniiber
Acetaldehyd wurde anschlieBend mittels Chromosomenbriichigkeitsstudien iiberpriift. U20S-
Zellen wurden dafiir fiir 24 h mit 1 mM Acetaldehyd behandelt und ihre Metaphasen auf
Aberrationen untersucht. Abbildung 33 (VergroBerungen in Abbildung 34) und Abbildung 35
(Vergroferungen in Abbildung 36) zeigen beispielhaft Metaphasen aus diesen Versuchen mit

verschiedenen Bruchereignissen.
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Abbildung 33 Metaphase einer mit Kontroll-siRNA behandelten U20S-Zelle nach Acetaldehyd-Exposition
(1mM/24h). Sterne: Chromatid-/Chromosomenfragmente.

Abbildung 34 Vergroflerung der Bruchereignisse aus Abbildung 33 einer mit Kontroll-siRNA behandelten
U208S-Zelle nach Acetaldehyd-Exposition (1ImM/24h). Sterne: Chromatid-/Chromosomenfragmente.
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Abbildung 35 Metaphase einer mit hSNM1B/Apollo- und FANCP/SLX4-siRNA behandelten U20S-Zelle
nach Acetaldehyd-Exposition (1mM/24h). Sterne: Chromatid-/Chromosomenfragmente, diinne Pfeile:
Chromatidbriiche.
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Abbildung 36 Vergrofierung der Bruchereignisse aus Abbildung 35 einer mit hSNM1B/Apollo- und
FANCP/SLX4-siRNA behandelten U20S-Zelle nach Acetaldehyd-Exposition (1mM/24h). Sterne:
Chromatid-/Chromosomenfragmente, diinne Pfeile: Chromatidbriiche.
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In Tabelle 10 sind die Anzahlen der ausgewerteten Metaphasen und die jeweiligen Anteile der
aberranten Metaphasen aufgefiihrt. Bei den Raten an spontan aufgetretenen aberranten
Metaphasen gab es keine signifikanten Unterschiede zwischen den untersuchten Zellen (Chi-
Quadrat-Test, p-Wert: 0,136). Nach der Acetaldehyd-Behandlung wurden in allen Zelllinien
deutlich mehr aberrante Metaphasen beobachtet, entgegen der Erwartungen gab es jedoch auch
hier keine signifikanten Unterschiede zwischen den Zelllinien (Chi-Quadrat-Test, p-Wert:
0,774).

Tabelle 10 Auswertung der Chromosomenbriichigkeitsstudien von U20S-Zellen nach Acetaldehyd-
Behandlung und hSNMI1B/Apollo- oder FANCP/SLX4-Depletion oder der Depletion beider Proteine.
Angegeben sind jeweils die Anzahl der ausgewerteten Metaphasen und die Anteile der aberranten Metaphasen in

Prozent. Eine Metaphase wurde als aberrant gewertet, wenn mindestens ein Bruchereignis oder ein dizentrisches
Chromosom ohne azentrisches Fragment vorlag.

siRNA Acetaldehyd Ausgewertete Aberrante
(1mM/24h)  Metaphasen =~ Metaphasen [%]
Kontrolle unbehandelt 128 7,0
behandelt 65 52,3
Apollo unbehandelt 87 17,2
behandelt 62 56,5
FANCP unbehandelt 91 13,2
behandelt 68 60,3
Apollo/FANCP unbehandelt 125 11,2
behandelt 57 52,6

Obwohl sich die Depletionszelllinien beziiglich ihrer Anteile an aberranten Metaphasen nicht
von den Kontrollzellen unterschieden, wurde der Frage nachgegangen, ob sie womdglich mehr
Bruchereignisse pro Zelle akkumulieren. In Abbildung 37 sind die Ergebnisse dieser
Berechnungen dargestellt. Zur statistischen Auswertung wurde der bindungskorrigierte Kruskal-
Wallis-H-Test gewihlt. Der Test zeigte, dass die Unterschiede zwischen den Zelllinien beziiglich
der Anzahl an spontanen Chromosomenbriichen pro Zelle nicht signifikant sind (p-Wert: 0,541),
ebenso wenig wie die Unterschiede beziiglich der Anzahl an Chromosomenbriichen pro Zelle

nach Acetaldehyd-Behandlung (p-Wert: 0,685).
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Abbildung 37 Chromosomenbriichigkeit von U20S-Zellen nach Acetaldehyd-Behandlung und
hSNM1B/Apollo- oder FANCP/SLX4-Depletion oder der Depletion beider Proteine. Angegeben ist die Anzahl
der Briiche pro Zelle. Die Balken geben den Interquartilsabstand (IQR) an, die schwarze Linie stellt den jeweiligen
Median dar. Die Enden der Antennen markieren den hochsten Wert im 1,5-fachen IQR. Ausreif3er sind definiert als
die Werte, deren Abstand vom IQR das 1,5-3-fache des IQRs betrédgt. Sie sind als Kreise markiert. Extreme Werte
sind definiert als die Werte, deren Abstand vom IQR groBer als das 3-fache des IQRs ist. Sie sind als Sterne
markiert.

Nach der Acetaldehyd-Behandlung wurden hauptsdchlich Aberrationen vom Chromatid-Typ,
aber auch einige vom Chromosomen-Typ beobachtet. Erfasst wurden vor allem
Chromatidbriiche und -fragmente, dizetrische Chromosomen ohne und seltener mit azentrischen
Fragmenten, Chromosomenbriiche und -fragmente und Reunionsfiguren wie triradiale und
quadriradiale Chromosomen. Dizentrische Chromosomen wurden nur dann als Bruchereignis
gewertet, wenn in der Metaphase auch ein azentrisches Fragment vorlag. Wenn kein azentrisches
Chromosom vorliegt, ist Verdnderung ist am ehesten auf eine Fusion der Telomere

zurickzufiihren.
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7.5  Dizentrische Chromosomen bei hSNM1B/Apollo-depletierten U20S-Zellen

Bei der Auswertung der Metaphasen der unbehandelten U20S-Zellen fiel eine Haufung von
dizentrischen Chromosomen bei hSNM1B/Apollo-depletierten Zellen auf. In Abbildung 38 ist
zur Veranschaulichung eine Metaphase entsprechender Zellen mit einem dizentrischen

Chromosom abgebildet. Zusitzlich ist mindestens ein quadriradiales Chromosom zu erkennen.

Abbildung 38 Metaphase einer mit Apollo-siRNA behandelten U20S-Zelle. Pfeil: dizentrisches Chromosom,
Stern: quadriradiales Chromosom.

Ein exakter Test nach Fischer zeigte, dass es innerhalb der untersuchten Zelllinien signifikante
Unterschiede beziiglich der Anzahl der Zellen, die mindestens ein dizentrisches Chromosom
aufwiesen, gab (p-Wert: 0,049). Die korrigierten Residuen wurden berechnet um beurteilen zu
konnen, bei welcher Protein-Depletion es zu einem gehduften Auftreten von dizentrischen
Chromosomen kam. Hier zeigte sich nur bei hSNM1B/Apollo-depletierten Zellen ein Wert

+/-1,96, dieser deutet auf einen signifikanten Zusammenhang hin. Interessanterweise war dies
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bei den Zellen nach gleichzeitiger hSNMI1B/Apollo- und FANCP/SLX4-Depletion nicht der

Fall. Die Ergebnisse dieser Berechnungen sind in Tabelle 11 aufgefiihrt.

Tabelle 11 Kreuztabelle zur Darstellung der Anzahl der U20S-Zellen mit oder ohne mindestens einem
dizentrischen Chromosom nach hSNM1B/Apollo- oder FANCP/SLX4-Depletion oder der Depletion beider
Proteine. Angegeben sind die tatsdchlichen Anzahlen, die erwarteten Anzahlen unter der Annahme der
Gleichverteilung, die korrigierten Residuen sowie die prozentualen Anteile der untersuchten Zellreihen in den

Kategorien ,.keine dizentrischen Chromosomen* und ,,mindestens ein dizentrisches Chromosom*.

siRNA : Dizentrische Chromosomen Kreuztabelle®

Dizentrische Chromosomen | Gesamt
keine mind. 1

Kontrolle Anzahl 125 3 128
Erwartete Anzahl 120,9 7,1 128,0
% innerhalb von Dizentrische Chromosomen 30,7% 12,5% 29,7%
Korrigierte Residuen 1,9 -1,9

FANCP Anzahl 84 7 91
Erwartete Anzahl 85,9 5,1 91,0
% innerhalb von Dizentrische Chromosomen 20,6% 29,2% 21,1%

SRNA Korrigierte Residuen -1,0 1,0

Apollo Anzahl 78 9 87
Erwartete Anzahl 82,2 4.8 87,0
% innerhalb von Dizentrische Chromosomen 19,2% 37,5% 20,2%
Korrigierte Residuen -2,2 2,2

Apollo/FANCP Anzahl 120 5 125
Erwartete Anzahl 118,0 7,0 125,0
% innerhalb von Dizentrische Chromosomen 29,5% 20,8% 29,0%
Korrigierte Residuen 9 -9

Gesamt Anzahl 407 24 431

Erwartete Anzahl 407,0 24,0 431,0
% innerhalb von Dizentrische Chromosomen 100,0% 100,0% 100,0%

a. Acetaldehyd = nein

Nach Acetaldehyd-Behandlung gab es keine signifikanten Unterschiede zwischen Zelllinien
beziiglich der Anzahl der Zellen mit dizentrischen Chromosomen (Chi-Quadrat-Test, p-Wert:
0,605).

7.6  Ko-Lokalisation von TRF1- und yH2AX-Foci bei hSNMI1B/Apollo-depletierten

U20S-Zellen

In weiteren Untersuchungen wurde der Frage nachgegangen, ob eine siRNA-vermittelte

Depletion von hSNM1B/Apollo in U20S-Zellen zu einer Telomerdysfunktion fiihrt. Dazu
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wurden in den Zellen Ko-Lokalisation von TRF1- und yYH2AX-Foci begutachtet, diese deuten
auf eine Dysfunktion der Chromosomenenden hin. Zellen mit mindestens zwei Ko-

Lokalisationen wurden als ,,Telomerdysfuntkion-induzierte Foci (TIF)-positiv gewertet.

DAPI yH2AX TRF1 Zusammenfihrung

Abbildung 39 Immunfluoreszenzmikroskopie einer hSNM1B/Apollo-depletierten U20S-Zelle zur Darstellung
von TIFs. A) DAPI-Fiarbung zur Darstellung des Zellkerns. B) YH2AX wurde griin angefarbt und ist ein
Markerprotein fiir DNA-Schidden. C) TRF1 wurde rot angefarbt und diente als Telomermarker. D) Durch das
Zusammenfiihren der Bilder A und B wird die Ko-Lokalisation von YH2AX- und TRF1-Foci (,,TIFs“) sichtbar.
Diese sind hier mit Sternen markiert.

Abbildung 39 zeigt beispielhaft eine TIF-positive U20S-Zelle nach hSNM1B/Apollo-Depletion.
Ein Chi-Quadrat-Test zeigte, dass hSNMI1B/Apollo-depletierte U20S-Zellen signifikant
héufiger TIF-positiv waren als die Kontrollzellen (p-Wert: 0,03). Die dieser Berechnung
zugrundeliegenden Daten sind in Tabelle 12 aufgefiihrt.

Tabelle 12 Kreuztabelle zur Darstellung der Anzahl der TIF-positiven U20S-Zellen nach hSNM1B/Apollo-
Depletion im Vergleich zu Kontrollzellen. Angegeben sind die tatsdchlichen Anzahlen und die erwarteten
Anzahlen unter der Annahme der Gleichverteilung sowie die prozentualen Anteile der untersuchten Zellen in den
Kategorien ,, TIF-negativ* und ,,TIF-positiv*.

siRNA - TIF Kreuztabelle

TIF > 2
negativ positiv Gesamt

siRNA Kontrolle Anzahl 108 4 112

Erwartete Anzahl 103.4 8,6 112,0

% innerhalb von TIF 45,0% 20,0% 43,1%

Apollo Anzahl 132 16 148

Erwartete Anzahl 136,6 11,4 148,0

% innerhalb von TIF 55,0% 80,0% 56,9%
Gesamt Anzahl 240 20 260

Erwartete Anzahl 240,0 20,0 260,0

% innerhalb von TIF 100,0% 100,0% 100,0%

Bei der Auswertung der yYH2AX-Foci fiel auflerdem auf, dass signifikant weniger

hSNM1B/Apollo-depletierte Zellen als YH2AX-Foci-positiv gewertet wurden als die Kontroll-



Ergebnisse 91

siRNA-behandelten Zellen (p < 0,0001, Chi-Quadrat-Test). In Tabelle 13 sind die dieser

Berechnung zugrundeliegenden Daten aufgefiihrt.

Tabelle 13 Kreuztabelle zur Darstellung der Anzahl der yYH2AX-Foci-positiven U20S-Zellen nach
hSNM1B/Apollo-Depletion im Vergleich zu Kontrollzellen. Angegeben sind die tatsdchlichen Anzahlen und die
erwarteten Anzahlen unter der Annahme der Gleichverteilung sowie die prozentualen Anteile der untersuchten
Zellen in den Kategorien ,,yH2AX-Foci-positiv* und ,,yH2AX-Foci-negativ*.

siRNA - YH2AX-Foci Kreuztabelle

YH2AX-Foci >3
negativ positiv Gesamt

siRNA Kontrolle Anzahl 142 374 516

Erwartete Anzahl 227,3 288,7 516,0

% innerhalb von YH2AX-Foci |31,7% 65,7% 50,7%

Apollo Anzahl 306 195 501

Erwartete Anzahl 220,7 280,3 501,0

% innerhalb von YH2AX-Foci |68,3% 34,3% 49,3%
Gesamt Gesamt 448 569 1017

Erwartete Anzahl 448.0 569,0 1017,0

% innerhalb von YH2AX-Foci | 100,0% 100,0% 100,0%
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8 Diskussion

Der FA/BRCA-Reparaturweg ist maB3igeblich an den komplexen Abldufen der ICL-Reparatur
von Zellen beteiligt; diese Komplexitét spiegelt sich auch in der genetischen Heterogenitét der
Fanconi-Andmie wieder. Neben den derzeit bekannten 19 FA-Genen werden immer mehr Gene
identifiziert, deren Proteine am FA/BRCA-Reparaturweg mitwirken, bisher jedoch noch nicht in
mutierter Form bei FA-Patienten gefunden wurden. Zu diesen Proteinen zdhlen unter anderem
die Fanconi-Andmie-assoziierten Proteine (FAAP) FAAP 10, FAAP 16, FAAP 20, FAAP 24
und FAAP 100 sowie die Nukleasen MUS81 und SLX1." Im Jahr 2004 wurde hSNM1B/Apollo
als weiteres potentielles Mitglied dieser Gruppe identifiziert. Seitdem hdufen sich die Hinweise
dafiir, dass das Protein neben seiner Funktion beim Schutz der Telomere tatsdchlich auch Teil
des FA/BRCA-Reparaturwegs ist.” * % 7 Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit tragen zur
Charakterisierung der genauen Mechanismen dieser Beteiligung bei. Die Schwerpunkte wurden
auf die Untersuchung der Bindung von hSNM1B/Apollo an FANCP/SLX4, der Funktionen von
hSNM1B/Apollo und FANCP/SLX4 an den Telomeren und der Acetaldehyd-Sensitivitit von
hSNM1B/Apollo-depletierten Zellen gelegt.

8.1 hSNMI1B/Apollo bindet an FANCP/SLX4

Im ersten Teil der Arbeit wurde der Frage nachgegangen, ob hSNM1B/Apollo physisch an
FANCP/SLX4, ein zentrales Protein des FA/BRCA-Reparaturwegs, bindet. Zur Untersuchung
der Interaktion der Proteine wurden verschiedene Experimente durchgefiihrt. Zunidchst wurde
mit FANCP/SLX4-Antikorpern versucht, ektopisch exprimiertes Flag-hSNM1B/Apollo aus
menschlichen HEK293-Zellen zu préazipitieren. Diese Ko-Immunoprézipitation gelang und
beweist, dass hSNM1B/Apollo und FANCP/SLX4 aneinander binden. Allerdings war die Ko-
Immunoprézipitation nur dann erfolgreich, wenn hSNM1B/Apollo ektopisch exprimiert wurde,
endogenes hSNM1B/Apollo ko-immunoprizipitierte nicht mit FANCP/SLX4.”” Vermutlich ist
diese Beobachtung dem niedrigen Expressionsniveau von ASNMI1B/Apollo geschuldet. Dieses
wurde von verschiedenen Arbeitsgruppen wegen Problemen beim Nachweis von endogenem
hSNMI1B/Apollo im Western Blot, selbst nach einer Anreicherung des Proteins durch IP,

beschrieben.®? 3 %

Interessanterweise war die Ko-Immunoprézipitation auch nur dann
erfolgreich, wenn FANCP/SLX4-Antikorper eingesetzt wurden; bei der umgekehrten IP mit
Anti-hSNM1B/Apollo-Antikdrpern oder Antikdrpern gegen die Flag-Sequenz des ektopisch
exprimierten Flag-hSNM1B/Apollo-Fusionsproteins konnte kein FANCP/SLX4 prézipitiert

werden.”” Ahnliche Beobachtungen wurden bei Untersuchungen der Interaktion von
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hSNMI1B/Apollo und TRF2 gemacht, hier gelang die Ko-IP nur in eine Richtung mit
Antikorpern gegen hSNMI1B/Apollo.”> TRF2 ist als hSNM1B/Apollo-Bindungspartner von

verschiedenen Arbeitsgruppen beschrieben worden® "

, eine erfolglose Ko-IP in eine Richtung
steht also nicht im Widerspruch zu einer Protein-Protein-Interaktion. Da hSNM1B/Apollo hier
mit den verwendeten Antikdrpern prizipitiert werden konnte, liegt die Uberlegung nahe, dass die
zur [P eingesetzten Antikorper die Bindung der Proteine stéren und die Ko-IP von
FANCP/SLX4 verhindern. Zusammenfassend stellt die gefundene Interaktion von
hSNM1B/Apollo und FANCP/SLX4 eine weitere Verbindung von hSNMI1B/Apollo zum
FA/BRCA-Reparaturweg dar. FANCP/SLX4 gehort zu den Proteinen, die im Rahmen der ICL-
Reparatur nach der Monoubiquitinierung von FANCD?2 aktiviert werden. Da hSNM1B/Apollo
nicht an der Monoubiquitinierung von FANCD?2 beteiligt ist, wurde dem Protein ebenfalls eine
5382

Rolle stromabwirts dieses Aktivierungsschritts des FA/BRCA-Reparaturwegs zugesprochen.
Diese Annahme wird durch die Interaktion mit FANCP/SLX4 bestirkt.

8.1.1 Komplexe Interaktion von hSNM1B/Apollo und FANCP/SLX4

Im néchsten Schritt sollte mittels weiterer Ko-Immunoprézipitationsstudien die FANCP/SLX4-
Bindungsdoméne von hSNM1B/Apollo kartiert werden. In einem dieser Arbeit vorausgehenden,
dhnlichen Experiment haben wir bereits den Bereich der FANCP/SLX4-Bindungsstelle auf den
N-Terminus von hSNM1B/Apollo lokalisiert, da das hSNM1B/Apollo-Teilstiick bestehend aus
den C-terminalen Aminosduren 268-532 nicht mit FANCP/SLX4-Antikorpern aus dem
HEK?293-Zelllysat isoliert werden konnte.”” Nun wurden weitere, Flag-fusionierte Teilstiicke von

hSNM1B/Apollo verwendet, um die Interaktionsdoméne genauer einzugrenzen.

Uberraschenderweise  prizipitierten in  diesem Versuch reproduzierbar alle Flag-
hSNM1B/Apollo-Teilstiicke mit FANCP/SLX4, auch das aus den C-terminalen Aminosduren
268-532 bestehende Protein. Diese Beobachtung ldsst sich am ehesten auf eine Beeinflussung
der Protein-Protein-Interaktion durch das im vorausgehenden Experiment als GFP-
Fusionsprotein synthetisierte hSNM1B/Apollo-Teilstlick zuriickfiihren. Die GFP-Sequenz wurde
wie die hier verwendeten Flag- oder Myc-Sequenzen an die ektopisch zu exprimierenden
Proteine fusioniert, um den Nachweis der Proteinteilstiicke zu ermdglichen. In dem
vorausgehenden Experiment waren alle hNSMIB/Apollo-Teilstiicke, denen C-terminale
Aminosduren fehlten, N-terminal mit dem Flag-Markerprotein versehen. Nur die N-terminale
Deletionsmutante besal} eine C-terminale GFP-Markierung. Im Gegensatz dazu waren alle in der
vorliegenden Arbeit verwendeten hSNM1B/Apollo-Teilstiicke N-terminal mit dem Flag-Protein

markiert. GFP ist ein relativ groBes Protein, das aus 220 Aminosduren besteht und ein
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Molekulargewicht von etwa 24,2 kDa aufweist. Das Flag-Protein hingegen besteht aus nur acht
Aminosduren.'” Es ist also durchaus denkbar, dass der GFP-Anteil die Bindung von
hSNM1B/Apollo 268-532-GFP und FANCP/SLX4 stort, wihrend sie bei Flag-
hSNM1B/Apollo 268-532 und FANCP/SLX4 nicht beeintrachtigt wird. In Abbildung 40 sind
die Ergebnisse der Ko-Immunoprizipitationsstudien der vorliegenden Arbeit denen der
vorausgehenden Untersuchungen gegeniibergestellt. Anhaltspunkte dafiir, dass der GFP-Anteil

im Fusionsprotein Proteinbindungen beeinflusst, finden sich auch in der Literatur.'®

A B
m FANCP/SLX4- m FANCP/SLX4-
- Ko-IP S Ko-IP
Flag + Flag +
Ko} 1 532 kel 1 532
8 Flag + 8 Flag +
< 1 150 < 1 401
@ Flag + 0 Fag — MM +
- -
b 1 200 s 1 299
Zz Flag + % GFP +
@ 151 . 299 @ 1 532 -
ag + —_— -
268 532 268 532

Abbildung 40 Vergleich der Ergebnisse der Ko-Immunoprizipitationsstudien der vorliegenden Arbeit (A)
mit denen der vorausgehenden Experimenten (B).”” Gezeigt sind die verwendeten Flag- bzw. GFP-
hSNM1B/Apollo-Teilstiicke. Die repriasentierten Aminosduren sind als Zahlen angegeben und die jeweils
verwendete Flag- oder GFP-Markierung der Proteine ist vermerkt. AuBlerdem ist angegeben, welche der
eingesetzten Teilstiicke mit FANCP/SLX4 ko-immunopréizipitiert werden konnten.

Die Beobachtung, dass alle hier untersuchten hSNM1B/Apollo-Teilstiicke mit FANCP/SLX4
ko-immunoprézipitieren, deutet auf eine komplexe Interaktion der Proteine hin. Die eingesetzten
Teilstiicke liberlagern sich nur teilweise. Aus diesen Strukturhomologien kann geschlussfolgert
werden, dass es mindestens zwei separate Interaktionsdoménen geben muss. Denkbar sind
jedoch auch drei oder mehr Bindungsstellen an anderen hSNM1B/Apollo-Doménen (Abbildung
41).
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Abbildung 41 Arbeitsmodell zur Darstellung der maoglichen FANCP/SLX4-Bindungsstellen von
hSNM1B/Apollo. Gezeigt sind die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Flag-hSNM1B/Apollo-Teilstiicke, die
jeweils repréasentierten Aminosduren sind als Zahlen angegeben. Blau schattiert sind hSNM1B/Apollo-Doménen,
die mit FANCP/SLX4 interagieren miissen, um die beobachtete Ko-Immunoprézipitation aller Flag-
hSNM1B/Apollo-Teilstiicke zu gewihrleisten. Hierbei handelt es sich nur um die Mindestanforderung und die
Lokalisation der Bindungsstellen ist nicht gesichert. Deutlich wird, dass es mindestens zwei Interaktionsdoménen
geben muss.

Der Versuch einer Kartierung der hSNM1B/Apollo-Bindungsdoméne von FANCP/SLX4 wurde
ebenfalls vorgenommen. Dafiir wurden in HEK293-Zellen Flag-hSNM1B/Apollo- und Myc-
FANCP/SLX4-Teilstlicke synthetisiert und die Interaktion der Proteine mittels Ko-IP-Studien
untersucht. Wieder gelang die Ko-IP nur in eine Richtung unter Verwendung von Anti-Myc-
Antikorpern. Flag-hSNM1B/Apollo konnte mit allen Myc-FANCP/SLX4-Teilstliicken ko-
immunoprézipitiert werden. Die Strukturhomologien der eingesetzten Teilstiicke lassen hier
ebenfalls die Schlussfolgerung zu, dass mindestens zwei Bindungsstellen von FANCP/SLX4 an
hSNM1B/Apollo existieren, wobei auch hier mehr Interaktionsdoménen an anderen Stellen von

FANCP/SLX4 moglich sind (Abbildung 42).

My¢c —m—u
1649 1834 <«
Myc x
1328 1648 7
Myc o
801 1648 O
Myc zZ
684 1834 &

Myc
1 1834

Abbildung 42 Arbeitsmodell zur Darstellung der méglichen hSNM1B/Apollo-Bindungsstellen von
FANCP/SLX4. Gezeigt sind die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Myc-FANCP/SLX4-Teilstiicke, die
jeweils représentierten Aminoséduren sind als Zahlen angegeben. Rot schattiert sind FANCP/SLX4-Doménen, die
mit hSNM1B/Apollo interagieren miissen, um die beobachtete Ko-Immunoprézipitation von hSNM1B/Apollo mit
allen Myc-FANCP/SLX4-Teilstiicken zu gewihrleisten. Hierbei handelt es sich nur um die Mindestanforderung und
die Lokalisation der Bindungsstellen ist nicht gesichert. Deutlich wird, dass es mindestens zwei
Interaktionsdoménen geben muss.
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An dieser Stelle sei auch darauf hingewiesen, dass mittels Ko-Immunoprizipitationsstudien nicht
zwischen direkten und indirekten Proteininteraktionen unterschieden werden kann. Mit TRF2
und MUSSI sind zwei gemeinsame Bindungspartner von hSNM1B/Apollo und FANCP/SLX4
bekannt 2% * %% KhSNMIB/Apollo bindet auBerdem an FANCD2 und den MRN-
Proteinkomplex.” Seit lingerem wird spekuliert, ob FANCP/SLX4 mit seinen Ubiquitin-
bindenden Motiven (UBZ) monoubiquitiniertes FANCD2 bindet, wobei neuere Untersuchungen

dagegen sprechen.”® ' 10

Dennoch gibt es in der Literatur eine Quelle, in der eine Ko-IP von
FANCD2 mit FANCP/SLX4 beschrieben wird.'” AuBerdem wurde vor kurzem dargestellt, dass
FANCP/SLX4 mit dem MRN-Proteinkomplex interagieren kann und dass diese Bindung
offenbar sowohl iiber seine UBZs als auch iiber die jlingst entdeckten SUMO-bindenden
Doménen (SIMs) vermittelt wird. Eine genaue Kartierung der Bindungsstelle wurde noch nicht
vorgenommen.'”’ Somit sind bis zu vier Proteine bekannt, iiber die hSNMI1B/Apollo und
FANCP/SLX4 indirekt miteinander interagieren konnten. In Abbildung 43 sind die
gemeinsamen Bindungspartner von hSNMI1B/Apollo und FANCP/SLX4 schematisch
dargestellt. Der Abbildung ist zu entnehmen, dass die gegenseitige Ko-Immunoprizipitation aller
hier untersuchten Teilstiicke durch indirekte Proteininteraktionen erklart werden konnte, wobei
im Besonderen flir das C-terminale FANCP/SLX4-Teilstiick (Aminosduren 1649-1834) bisher

keine sichere Interaktion mit einem gemeinsamen Bindungspartner beschrieben ist. Eine direkte

Bindung von hSNM1B/Apollo und FANCP/SLX4 ist also nicht auszuschlieBen.
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8.1.2 hSNMI1B/Apollo und FANCP/SLX4-Teilstiicke interagieren nicht im zellfreien
System

Um zu tberpriifen, ob die Interaktion von hSNM1B/Apollo und FANCP/SLX4 in Abwesenheit
endogener Proteine besteht, wurden die Ko-IP-Studien im zellfreien System wiederholt.
Verwendet wurden dafiir alle hSNM1B/Apollo-Teilstiicke und die FANCP/SLX4-Teilstiicke, auf
die die Bindungsstellen aufgrund der bisherigen Ergebnisse bereits eingegrenzt werden konnten
(siche Abbildung 42). Als problematisch stellte sich dar, dass sich Myc-FANCP/SLX4 in voller
Liange trotz diverser Optimierungsversuche in der in-vitro Translation nicht herstellen lie. Am
chesten ist dies auf die GroBe von Myc-FANCP/SLX4 zuriickzufithren: Mit einem
Molekulargewicht von etwa 200 kDa liegt das Protein an der oberen Produktionsgrenze des hier

. 111
verwendeten Weizenextraktsystems.

Daher musste das Experiment umstrukturiert werden: Es
konnte nur untersucht werden, ob eine Interaktion zwischen in-vitro translatiertem Flag-
hSNMI1B/Apollo und Myc-FANCP/SLX4 1328-1648 oder Myc-FANCP/SLX4 1649-1834
besteht. Uberraschenderweise gelang die Ko-IP hier weder mit Anti-Apollo- noch mit Anti-Myc-
Antikorpern. Dies steht im klaren Gegensatz zu den Ergebnissen der Ko-IP-Studien aus den
HEK?293-Zelllysaten und ldsst mehrere Erklarungen zu: Eine Moglichkeit ist, dass die
Ergebnisse der endogenen Ko-IP-Studien verfilscht wurden, da kontaminierende Nukleinséuren
an die Oberflichen von Proteinen binden konnen und somit artifizielle Protein-Protein-
Interaktionen induzieren.''” Dagegen spricht, dass alle Zelllysate vor der Aufbereitung zur IP
sonifiziert wurden. Diese Ultraschallbehandlung dient dem Aufbrechen der genomischen DNA
und soll verhindern, dass diese die Protein-Protein-Bindungen beeinflusst. Somit bleiben zwei
Erklarungsansétze fir die Diskrepanzen zwischen den Ergebnissen: Entweder binden
hSNM1B/Apollo und die FANCP/SLX4-Teilstiicke tatsdchlich nur indirekt aneinander, oder die
in-vitro translatierten Proteine weisen eine andere Konformation als ihre endogenen
Gegenstiicke auf, sodass ihre Interaktionen gestort werden. In einem weiteren Experiment konnte
gezeigt werden, dass die in-vitro produzierten Proteine nicht mit endogen produzierten Protein-
Teilstiicken aus HEK293-Zelllysaten interagieren, die in den vorherigen Ko-IP-Experimenten
bereits als ihre Bindungspartner identifiziert wurden. Da in den HEK293-Lysaten auch andere
endogene Proteine enthalten sind, miisste eine indirekte Interaktion iiber gemeinsame
Bindungspartner bei diesem Versuchsaufbau mdoglich sein. Die Ergebnisse deuten darauf hin,
dass die in-vitro translatierten Proteine anders konformiert sind als ihre Gegenstiicke, die in
einem Zellsystem gebildet werden. Ein moglicher Grund dafiir ist, dass im Weizenextraktsystem
nur bedingt Sdugerzellen-typische post-translationale Modifikationen (PTMs) von Proteinen

113

ausgebildet werden konnen.” PTMs sind Verdnderungen von Proteinen, die nach der



Diskussion 99

abgeschlossenen Translation stattfinden. Diese Modifikationen regulieren mafgeblich die

Struktur und Funktion von Proteinen und sind somit auch fiir viele Protein-Protein-Interaktionen

- 114
notwendig.

Da im Weizenextraktsystem viele wichtige Faktoren fiir PTMs nicht vorliegen,
konnen unter anderem Phosphorylierungen, Glykosylierungen, Ubiquitinierungen und

SUMOylierungen der translatierten Proteine nicht oder nur im geringen Mal} ausgebildet

111 115
werden.

FANCP/SLX4 1328-1648 oder Myc-FANCP/SLX4 1649-1834 also auf PTMs und kann daher

Eventuell basiert die Interaktion von hSNMIB/Apollo und Myc-

im zellfreien System nicht reproduziert werden. Interessant wire hier eine Wiederholung der in-
vitro Translation mit einem Expressionssystem aus menschlichen Zellen, in dem eventuelle
PTMs entstehen konnten. Die iibergeordnete Frage, ob hSNMI1B/Apollo und FANCP/SLX4
direkt oder indirekt interagieren oder beide Bindungsformen aufweisen, kann im Rahmen dieser

Arbeit nicht abschlieBend beantwortet werden.

8.2  hSNMI1B/Apollo bindet weitere hSNM1B/Apollo-Molekiile

Mit Ko-Immunoprézipitationsstudien konnten van Overbeek und de Lange zeigen, dass
hSNM1B/Apollo an ein oder an mehrere hSNM1B/Apollo-Molekiile binden kann.”® Mit den
vorhandenen hSNM1B/Apollo-Plasmiden sollte im Rahmen der vorliegenden Arbeit eine
genauere Kartierung dieser Interaktion vorgenommen werden. In HEK293-Zellen wurde dafiir
Myc-fusioniertes hSNM1B/Apollo und jeweils eins von drei Flag-hSNM1B/Apollo-Teilstiicken
exprimiert und anschliefend mit Myc-Antikdrpern versucht, die eingesetzten Teilstiicke zu ko-
immunoprézipitieren. Interessanterweise konnten auch hier alle hSNM1B/Apollo-Teilstiicke
nach der IP detektiert werden. Dieses Ergebnis legt, analog zur Interaktion von hSNM1B/Apollo
mit FANCP/SLX4, nahe, dass mehrere Bindungsstellen existieren (Abbildung 44) und dass
hSNM1B/Apollo ein Homomultimer bildet.
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Abbildung 44 Arbeitsmodell zur Darstellung der moglichen Bindungsstellen von hSNM1B/Apollo an weitere
hSNM1B/Apollo-Molekiile. Gezeigt sind die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Flag-hSNM1B/Apollo-
Teilstiicke, die jeweils reprisentierten Aminosduren sind als Zahlen angegeben. Rot schattiert sind
hSNM1B/Apollo-Doménen, die mit hSNMI1B/Apollo interagieren miissen, um die beobachtete Ko-
Immunoprézipitation aller Flag-hSNM1B/Apollo-Teilstiicke zu gewihrleisten. Hierbei handelt es sich nur um die
Mindestanforderung und die Lokalisation der Bindungsstellen ist nicht gesichert. Deutlich wird, dass es mindestens
zwei Interaktionsdoménen geben muss.

Das trunkierte hSNMI1B/Apollo-Molekiil, das bei einem Hoyeraal-Hreidarsson-Patienten
gefunden wurde und dem die TRF2-Interaktionsdoméne fehlt, bindet Wildtyp-
hSNMI1B/Apollo.”” Es kann also davon ausgegangen werden, dass TRF2 fiir die
hSNM1B/Apollo-Multimehrbildung nicht von Bedeutung ist. Ein Teil der Interaktion der
hSNM1B/Apollo-Molekiile konnte iiber das Protein PSF2 vermittelt werden. PSF2 bildet mit
drei weiteren Proteinen einen Komplex, der fiir die Replikation von DNA essenziell ist und eine
Depletion von PSF2 fiihrt zu einer gesteigerten zelluldren Sensitivitdt gegeniiber ICLs.
hSNMI1B/Apollo besitzt zwei separate Bindungsstellen fiir PSF2, eine im Bereich der
Aminosduren 221-364 und eine weitere im Bereich der Aminosiuren 496-532.''° Die
Bindungsstellen von PSF2 an hSNM1B/Apollo sind noch nicht kartiert. Dennoch ist denkbar,
dass ein PSF2-Molekiil zwei hSNM1B/Apollo-Molekiile bindet, womit die Ko-IP der Teilstiicke
Flag-hSNM1B/Apollo 151-299 oder Flag-hSNM1B/Apollo 268-532 mit Myc-hSNM1B/Apollo
erklart werden konnte. Die Ergebnisse dieses Experiments legen jedoch auch eine Bindung im
Bereich der Aminosduren 1-150 nahe, die direkt oder indirekt sein konnte. Die Ko-
Immunoprézipitationsstudien wurden ebenfalls im zellfreien System wiederholt und erneut lie3
sich keine Interaktion der in-vitro translatierten Proteine nachweisen. Es kann also nur spekuliert
werden, dass die hSNM1B/Apollo-Homomultimerbildung indirekt ist oder, wenn auch nur zum

Teil, auf post-translationalen Modifikationen beruht.
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8.3  Wechselwirkungen zwischen dem  FA/BRCA-Reparaturweg und den

telomerassoziierten Proteinen TRF1 und TREF2

Die funktionelle Verbindung von hSNMI1B/Apollo und FANCP/SLX4 konnte in den dieser
Arbeit vorrausgehenden Experimenten untermauert werden, da eine FANCP/SLX4-Depletion zu
einer signifikanten Reduktion der hSNM1B/Apollo-Foci in der Immunfluoreszenz fiihrt.”’
hSNM1B/Apollo-Foci ko-lokalisieren zum groflen Teil mit den telomerassoziierten Proteinen
TRF1 und TRF2 und ihre Formation wird durch TRF2-Depletion behindert.*> Es wurde bereits
gezeigt, dass eine experimentelle Reduktion der hSNM1B/Apollo-Proteinmenge mittels RNA-
Interferenz die zellulire Menge von TRF2 nicht beeinflusst® *°

gelang, dass eine FANCP/SLX4-Depletion die TRF2-Menge signifikant reduziert.”” Die
Reduktion der TRF2-Menge in FANCP/SLX4-depletierten Zellen konnte im Rahmen dieser

, wohingegen uns der Nachweis

Arbeit bestétigt werden.

Dieses Ergebnis unterstreicht zum einem die Bedeutung von TRF2 fiir die Stabilitit von
hSNM1B/Apollo. hSNM1B/Apollo wird schnell abgebaut, wenn es nicht an TRF2 gebunden
vorliegt.* Die Reduktion der hSNMI1B/Apollo-Foci nach FANCP/SLX4-Depletion konnte
demnach durch eine indirekte TRF2-Depletion erkldrt werden. TRF2 ist neben seiner

117-119 .
7 und es ist

Schutzfunktion an den Telomeren auch an der Reparatur von DSB beteiligt
durchaus denkbar, dass ein Teil des TRF2-Mangel-Phénotyps durch eine reduzierte Stabilitdt

von hSNM1B/Apollo ausgelost wird.

Auch bei Untersuchungen zur Bedeutung von TRF2 beim Schutz der Telomere in FA-Zellen ist
dieses Ergebnis von Relevanz. FA-Zellen weisen eine beschleunigte Telomerverkiirzung und
vermehrte Telomerfusionen auf.'**'** Die beobachtete TRF2-Reduktion durch FANCP/SLX4-
Depletion wirft die Frage auf, ob Telomerfusionen bei allen FA-Komplementationsgruppen auf
einen TRF2-Mangel zuriickzufiihren sind. Um dem nachzugehen, wurden FANCA und
FANCD?2 als Reprisentanten des FA/BRCA-Reparaturwegs ausgewdhlt und die zelluldre TRF2-
Menge nach deren Depletionen gemessen, wobei es nicht zu signifikanten Verdnderungen kam.
Diese Beobachtung spricht gegen eine allgemeingiiltige TRF2-abhéngige Telomerschddigung
bei FA-Zellen. In Ubereinstimmung damit wurde beschrieben, dass sowohl Wildtyp- als auch
FANCA- oder FANCD2-defiziente Zellen regulire TRF2-Foci an den Telomeren in

2 . .
Angemerkt sei jedoch, dass in unserer

Immunfluoreszenzuntersuchungen aufweisen.'
Arbeitsgruppe auch bei einer Reduktion von TRF2 auf < 20% noch kein signifikanter Abfall der
Foci-Anzahl beobachtet wurde, demnach konnte in diesen Zellen trotz der reguldren Foci ein

TRF2-Mangel vorliegen.® Interessant wire hier eine detaillierte Analyse von FA-Patientenzellen
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verschiedener Komplementationsgruppen beziiglich ihrer zelluldren TRF2-Menge und ihrer

Fahigkeit zur Ausbildung von TRF2-Foci an den Telomeren.

In weiteren Experimenten konnte gezeigt werden, dass eine Depletion von FANCP/SLX4 nicht
mit einer Verinderung der zelluliren TRF1-Menge einhergeht. Sarkar et al'” haben
beschrieben, dass sowohl TRF1 als auch TRF2 die nukleolytische Aktivitit des FANCP/SLX4-
Komplexes an den Telomeren negativ regulieren, vermutlich um eine kritische Verkiirzung der
Telomere zu verhindern. Das Ausmal} der Regulation ist dabei von der telomerstindigen TRF1-
bzw. TRF2-Menge abhéngig. Insofern ist es hochinteressant, dass eine FANCP/SLX4-Depletion
die zellulire Menge von TRF2, aber nicht von TRFI1, reduziert. Im Gegensatz zu TRF1
interagiert TRF2 direkt mit FANCP/SLX4. Eventuell bedingt diese Interaktion eine
Stabilisierung von TRF2, die bei einer FANCP/SLX4-Depletion wegfillt, sodass es zu einem
vermehrten Abbau von TRF2 kommt. Die weitere Erforschung der genauen
Regulationsmechanismen der zelluliren TRF2-Menge und der Beteiligung von FANCP/SLX4 an
dieser Regulation wird mit Sicherheit tiefere Einblicke in die Funktion beider Proteine an den

Chromosomenenden liefern.

Auch eine FANCA- oder FANCD2-Depletion konnte die zellulire TRFI1-Menge nicht
beeinflussen, auch wenn fiir FANCD2-mutierte Fibroblasten eine reduzierte 7RF/-Expression

auf mRNA-Level beschriecben wurde.'?*

Eventuell kann diese Diskrepanz auf die nicht
vollstindige FANCD2-Depletion der hier untersuchten Zellen zuriickgefiihrt werden, da nach

einer siRNA-Behandlung eine gewisse Restmenge des Zielproteins bestehen bleibt.

Als Ganzes unterstreichen diese Ergebnisse die Bedeutung von FANCP/SLX4 in der
Aufrechterhaltung der Telomerintegritit. Aktuelle Studien bestitigen diese Funktion des
FANCP/SLX4-Komplexes und heben die Relevanz der FANCP/SLX4-TRF2-Interaktion
hervor.”® ' 12> Wihrend FANCA vermutlich keine Rolle im TRF1/TRF2-vermitteltem Schutz
der Chromosomenenden spielt, kann die bisher vermutete Rolle von FANCD2 hier nicht

bestétigt werden.

8.4  Bedeutung von hSNM1B/Apollo und FANCP/SLX4 fiir die zellulire Acetaldehyd-
Sensitivitit

8.4.1 Acetaldehyd aktiviert den FA-BRCA-Reparaturweg nach Depletion von
hSNM1B/Apollo oder FANCP/SLX4

Reaktive Aldehyde sind potente Karzinogene, die ohne einen adidquaten enzymatischen Abbau

im menschlichen Korper akkumulieren und DNA-Schiden bedingen. Eines dieser Aldehyde ist
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Acetaldehyd. Es entsteht unter anderem beim Abbau von Ethanol und kann eine Reihe von
DNA-Addukten ausbilden, die auch zur Bildung von ICLs fiihren.'**'*® Die Auswirkungen von
Acetaldehyd auf FA-Zellen ist fiir diese Arbeit von besonderem Interesse, da sich seit einiger
Zeit die Hinweise dafiir hiufen, dass das Aldehyd der wichtigste auslosende Faktor fiir die bei
16 19 29

FA-Patienten besonders genotoxischen ICLs sein konnte.

hSNMI1B/Apollo und FANCP/SLX4 fiir die zelluldre Acetaldehyd-Sensitivitdt war bisher

Die Bedeutung von

unklar. Im Rahmen dieser Arbeit konnte einleitend gezeigt werden, dass eine Acetaldehyd-
Behandlung die Monoubiquitinierung von FANCD2 induziert, was als wichtiger
Aktivierungsschritt des FA/BRCA-Reparaturwegs angesehen wird. Wird zugleich die zellulére
hSNM1B/Apollo- oder FANCP/SLX4-Menge mittels RNA-Interferenz herunterreguliert, so fallt
die Monoubiquitinierung stdrker aus. In der Literatur findet sich bereits eine Beschreibung einer
gesteigerten FANCD2-Monoubiquitinierung in gesunden lymphoblastoiden Zellen nach
Acetaldehyd-Behandlung.” Die in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse deuten darauf hin, dass
die Aktivierung des FA/BRCA-Reparaturwegs nach Depletion von hSNMI1B/Apollo oder
FANCP/SLX4 stirker ausfdllt als in FA-Wildtyp-Zellen. Dies konnte durch eine vermehrte
Anhédufung von DNA-Schiden und folgender Aktivierung des FR/BRCA-Reparaturwegs als
Resultat einer defizienten DNA-Reparatur erkldrt werden. Zudem werfen die Ergebnisse die
Frage auf, ob hSNMI1B/Apollo- oder FANCP/SLX4-depletierte Zellen auch eine gesteigerte
Empfindlichkeit gegeniiber Acetaldehyd aufweisen.

8.4.2 hSNMI1B/Apollo und FANCP/SLX4 agieren nicht epistatisch in der zelluliren
Antwort auf Acetaldehyd-induzierte DNA-Schiden

In den dieser Arbeit vorrausgehenden Untersuchungen wurde bereits mittels
Kolonienbildungsstudien gezeigt, dass sowohl ein Mangel an FANCP/SLX4 als auch an
hSNM1B/Apollo bei U20S-Zellen ihre Empfindlichkeit gegeniiber einer Behandlung mit der
DNA-Interstragvernetzenden Substanz MMC steigert. Die gleichzeitige Depletion beider
Proteine fiihrte nicht zu einer weiteren Zunahme der Sensitivitit, sodass von einer epistatischen
Funktion von hSNM1B/Apollo und FANCP/SLX4 bei der zelluliren Antwort auf MMC-
induzierte DNA-Schiden ausgegangen wird.”” Diese Epistase deutet auf eine Funktion der
Proteine im selben Signalweg hin und stellt ein weiteres Indiz fiir die Beteiligung von
hSNM1B/Apollo am FA/BRCA-Reparaturweg dar. Darauf autbauend wurden im Rahmen dieser
Arbeit Kolonienbildungsstudien mit hSNMI1B/Apollo- oder/und FANCP/SLX4-depletierten
U20S-Zellen nach Acetaldehyd-Behandlung durchgefiihrt. Es konnte gezeigt werden, dass die
Protein-depletierten Zelllinien im Verglich zu den Wildtyp-Zellen nach der Acetaldehyd-

Behandlung weniger Kolonien ausbilden, was auf ein gesteigertes Zugrundegehen der Zellen
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zuriickzufiihren ist. Mit diesen Daten wurden die jeweiligen Uberlebenskurven der Zelllinien
nidherungsweise berechnet. Die mittlere inhibitorische Konzentration (ICsp) der
Depletionszelllinien betrug das 1,24-1,66-fache der Kontrollzellen. Es bestand also ein
moderater, aber messbarer Sensitivitdtsunterschied; Aussagen beziiglich einer moglichen
Epistase konnten anhand dieses einen Experiments noch nicht gemacht werden. Die
Kolonienbildungsstudien wurden anschlieBend mehrmals mit einer der ICsy angendherten
Acetaldehydkonzentration von 20 mM wiederholt. Uberraschenderweise zeigte die statistische
Auswertung der Ergebnisse nur eine signifikante Sensitivititssteigerung bei den FANCP/SLX4-
und den FANCP/SLX4-hSNMI1B/Apollo-depletierten Zellen, aber nicht bei alleiniger
hSNM1B/Apollo-Depletion. Daraus ldsst sich schlussfolgern, dass FANCP/SLX4 an der
Vermittlung einer zelluldren Hypersensitivitdt gegeniiber Acetaldehyd beteiligt ist,
hSNMI1B/Apollo hingegen nicht. Die gesteigerte Acetaldehyd-Sensitivitit der doppelt-
depletierten Zellen ldsst sich alleinig auf den FANCP/SLX4-Mangel zuriickfiihren, da es keinen
signifikanten Unterschied zwischen ihrer Uberlebensrate und der der FANCP/SLX4-depletierten

Zellen gab. Dies Ergebnis ist in mehrerer Hinsicht spannend.

Zunichst sollen kurz die eingesetzten Acetaldehyd-Konzentrationen thematisiert werden. Die
ICso der Depletionszelllinien lagen um 20 mM. Das ist eine deutlich hohere Konzentration als sie
unter physiologischen Bedingungen im menschlichen Blut gemessen werden kann. Diese
erreicht selbst nach der Einnahme von hohen Ethanoldosen nur Werte zwischen 1-5 pM, im
Speichel konnen nach Ethanolaufnahme Werte bis zu 450 pM gemessen werden. Es wird
allerdings davon ausgegangen, dass bei einem bereits induzierten Acetaldehyd-
metabolisierendem Enzymsystem auch deutlich hohere Konzentrationen entstehen kénnen.'®
AuBerdem ist zu bedenken, dass die Zellen hier nur fiir eine Stunde mit Acetaldehyd behandelt
wurden. Die Langzeiteffekte einer chronischen Acetaldehyd-Exposition deutlich unterhalb der

hier bestimmten ICso kdnnten also in FA-Zellen schwerwiegend sein.

Beim Betrachten der Ergebnisse fillt auf, dass sich die ICsy der Depletionszelllinien nur wenig
von denen der Kontrollzellen unterscheiden. Ahnliche Beobachtungen wurden auch von
Langevin et al’* gemacht. Hier konnten maximal 5-fache Sensitivititssteigerungen von
DT40-B-Zellen (Huhn) mit Nullmutationen in FANCB, FANCC, FANCJ, FANCL oder FANCO
durch Behandlungen mit Acetaldehydkonzentrationen bis 8 mM hervorgerufen werden. Vor
kurzem wiesen Ghosh et al”’ beachtenswerterweise nach, dass nicht alle FA-Zellen
gleichermalflen sensibel auf eine Behandlung mit Acetaldehyd reagieren. Ziel ihrer Studie war es,

groBBe Unterschiede im Ansprechen auf Medikamente bei verschiedenen FANC-Mutationen, die
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bei heterozygoten Trigern flir die Ausbildung solider Tumoren von Bedeutung sind, im
Vergleich zu nicht-mutierten Zellen zu finden. Solche Unterschiede sind oft Grundlagen von
zielgerichteten Therapien; beispielsweise beruhte die Entwicklung des Tyrosinkinase-Inhibitors
Imatinib zur Behandlung der chronisch myeloischen Leukidmie auf der Beobachtung, dass BCR-
ABL-positive Krebszellen 10-20-fach sensitiver gegeniiber der Substanz sind als entsprechend
negative Zellen."*® Ghosh et al.”’ zeigten zunéchst, dass sich FANCG-, FANCC-, FANCD1- und
FANCN-mutierte Krebszellen in ihrer Empfindlichkeit gegeniiber verschiedenen DNA-
Interstragvernetzenden Substanzen dhneln. FANCDI- und FANCN-Mutanten wiesen jedoch eine
deutlich gesteigerte Sensitivitidt gegeniiber Acetaldehyd auf (19-22-fach), die in FANCC- und
FANCG-Mutanten wesentlich geringer ausfiel (2-3-fach). Diese Unterschiede kdnnten einerseits
auf eine klonale Variation zuriickzufiihren sein. Andererseits besteht die Moglichkeit, dass nicht
alle FA-Proteine gleichermafen fiir die zelluldre Antwort auf Acetaldehyd-induzierte DNA-
Schiden benotigt werden. Die hier beobachtete moderate Sensitivitit bei FANCP/SLX4-
depletierten Zellen wére mit letzterer Theorie gut vereinbar. Beim direkten Vergleich der im
Rahmen dieser Arbeit gewonnenen Ergebnisse mit denen der Literatur muss beachtet werden,
dass hier die hSNM1B/Apollo- bzw. FANCP/SLX4-Depletion mittels siRNA vorgenommen
wurde und somit nicht vollstidndig ist. Die Acetaldehyd-Sensitivitit von Nullmutanten konnte
also durchaus stérker ausfallen als hier beobachtet. Aulerdem wurden unterschiedliche Zelllinien
verwendet, was die zelluldre Antwort auf Acetaldehyd-induzierte DNA-Schidden ebenfalls
beeinflussen konnte. Im Ganzen festigen diese Ergebnisse jedoch die Annahme, dass
Acetaldehyd auf FA-Zellen besonders genotoxisch wirkt. Diese Erkenntnis ist mit Blick auf
Praventions- und Therapiemalnahmen bei FA-Patienten von grofler klinischer Relevanz.
Eventuell konnte das Risiko der Entwicklung von malignen Erkrankungen sowohl bei FA-
Patienten als auch bei heterozygoten Mutationstragern durch eine Abstinenz von Ethanol und
sonstigen Acetaldehyd-Quellen gesenkt werden. Auch eine medikamentdse Pridvention mit
Aldehyd-Antagonisten oder Aldehyd-Dehydrogenase-Agonisten wird diskutiert.”” In zukiinftigen
Untersuchungen konnte der Frage nachgegangen werden, ob das Ausmafl der Acetaldehyd-
Hypersensitivitit von FA-Zellen tatsdchlich von der jeweiligen Komplementationsgruppe
abhédngt. Sollte sich diese Annahme bestétigen, wiirde sich hier ein Ansatzpunkt fiir eine
personalisierte Therapie sowohl fiir FA- als auch fiir Krebs-Patienten mit Mutationen in FA-

Genen bieten.

Bemerkenswerterweise deuten die Ergebnisse der Kolonienbildungsstudien darauf hin, dass

hSNMI1B/Apollo an der zelluldren Antwort auf Acetaldehyd-bedingte DNA-Schidden nicht
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beteiligt ist. Bei der Antwort auf MMC-vermittelte ICLs ist die Nuklease jedoch essentiell.”’
Einerseits konnte dies auf eine milde Acetaldehyd-Empfindlichkeit von hSMN1B/Apollo-
depletierten Zellen zuriickgefiihrt werden, die sich durch die Resttranslation des Proteins bei
siRNA-vermittelter Depletion hier nicht als signifikant manifestiert. Dann wire der hier
verwendete Assay nicht sensitiv genug, um eine solch geringe Sensitivititssteigerung zu
erfassen. Andererseits gibt dieses Ergebnis auch Anlass, den priméren Schddigungsmechanismus
von Acetaldehyd zu hinterfragen. Zusammen mit der Beschreibung, dass FANCG-, FANCC-,
FANCDI- und FANCN-mutierte Krebszellen zwar &hnlich empfindlich gegeniiber DNA-
Interstragvernetzenden Substanzen wie Melphalan, Cisplatin und MMC sind, sich die
Sensitivitit gegeniiber Acetaldehyd jedoch deutlich zwischen den Zelllinien unterscheidet™,
stellt sich die Frage, ob ICLs hier tatsdchlich die priméren schidigenden DNA-Lésionen sind.
Wenn dem so wire, miissten FA-Zellen gleichermallen sensibel gegeniiber Acetaldehyd und
anderen DNA-Interstragvernetzenden Substanzen sein. Der genaue DNA-schidigende
Mechanismus von Acetaldehyd ist Gegenstand aktueller Forschung. Acetaldehyd kann,
hauptséchlich tiber die Reaktion mit Guaninen, ICLs ausbilden. Unter anderem kdnnen aber auch
DNA-Protein-Vernetzungen (DNA-protein crosslinks, DPCs) entstehen, die dhnlich wie ICLs

Replikationsgabeln blockieren.”” "'

Im Gegensatz zur ICL-Reparatur ist der klassische
FA/BRCA-Reparaturweg bei der Entfernung von DPCs vermutlich nicht beteiligt'’*, wobei
einigen Berichten zufolge spezifische FA-Proteine fiir die Reparatur von DPCs essenziell
sind."**'%° Moglicherweise ist dies ein erneuter Ausdruck der Uberschneidung von Funktionen
der FA-Proteine in verschiedenen DNA-Reparaturwegen. Die multiplen
Schadigungsmechanismen von Acetaldehyd machen ihre genaue Untersuchung &duflerst

schwierig, dennoch wird ihre weitere Erforschung zu einem besseren Verstindnis der

zugrundeliegenden Ursache der FA fiihren.

8.4.3 Acetaldehyd induziert chromosomale Aberrationen unabhingig von hSNM1B/
Apollo und FANCP/SLX4

Aufbauend auf den Kolonienbildungsstudien wurde als Na&chstes untersucht, ob
hSNM1B/Apollo- oder/und FANCP/SLX4-depletierte U20S-Zellen gesteigerte Raten an
chromosomalen Aberrationen nach Acetaldehyd-Behandlung aufweisen. Wie bei der
Untersuchung der Monoubiquitinierung von FANCD2 wurden die Zellen dafiir iiber einen
Zeitraum von 24 h mit 1 mM Acetaldehyd behandelt. Die Ergebnisse dieses Versuchs zeigen
zundchst eindeutig, dass Acetaldehyd die Anzahl der Chromosomenbriiche und der aberranten

Metaphasen steigert. Ubereinstimmend damit gibt es in der Literatur Beschreibungen dariiber,
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dass Acetaldehyd in verschiedenen Zelllinien chromosomale Aberrationen induziert.'*®'*

Acetaldehyd wird in der Regel als ,,S-Phase-abhingiges* DNA-schidigendes Agens

138 139 . . . .
: Verursachte chromosomale Aberrationen sind erst sichtbar, nachdem die

eingestuft
betroffenen Zellen eine S-Phase mit Replikation ihrer DNA durchlaufen haben. Dies ist darauf
zurlickzufithren, dass S-Phase-abhingige Agenzien im Gegensatz zu S-Phase-unabhingigen
Agenzien keine direkten strukturellen Verdnderungen am Chromatin, wohl aber diverse DNA-
Lisionen, verursachen. Durch eine fehlerhafte Replikation der geschiddigten DNA kommt es zur
Ausbildung  von  Verdnderungen, die nur ein  Schwesterchromatid  betreffen
(Chromatidaberrationen). Im Gegensatz dazu konnen S-Phase-unabhidngige Agenzien
strukturelle Verdanderungen der DNA induzieren, die durch eine fehlerhafte Reparatur je nach

140 141
Im

Zellzyklusphase Chromatidaberrationen oder Chromosomenaberrationen hervorrufen.
hier durchgefiihrten Experiment wurden in den U20S-Zellen nach Acetaldehyd-Behandlung
hauptséchlich Chromatidaberrationen beobachtet, jedoch kamen auch Chromosomenaberrationen
wie dizentrische Chromosomen, Chromosomenfragmente und Chromosomenbriiche vor.
Moglicherweise ist dies auf bereits vorliegende chromosomale Verdnderungen der U20S-Zellen
zuriickzufiihren, denn bei der Krebszelllinie sind anormale Chromosomen bekannt.'** Allerdings
konnen primére Chromatidaberrationen auch beim Durchlaufen der nédchsten Replikation in
sekunddre Chromosomenaberrationen umgewandelt werden, wodurch unter anderem

dizentrische Chromosomen entstehen,'*’ 14

Zudem gibt es auch in der Literatur Beschreibungen
von Chromosomenaberrationen, die auf Acetaldehyd-bedingte DNA-Schdden zuriickgefiihrt
werden.” "7 Die hier beobachteten Chromosomenaberrationen und der bekannte S-Phase-
abhingige DNA-Schadigungsmechanismus von Acetaldehyd schlieBen sich also nicht

gegenseitig aus.

Uberraschenderweise stieg die Anzahl der Bruchereignisse und der aberranten Metaphasen nach
Acetaldehyd-Behandlung bei den Kontrollzellen und bei den hSNMI1B/Apollo- oder/und
FANCP/SLX4-depletierten Zellen gleichermalen an, es konnten keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Gruppen gefunden werden. In Untersuchungen anderer
Arbeitsgruppen gehen Storungen des FA/BRCA-Reparaturwegs in der Regel mit vermehrten
chromosomalen Aberrationen nach Acetaldehyd-Exposition einher, in Tabelle 14 sind die

Ergebnisse dieser Studien und die der vorliegenden Arbeit zusammengefasst.
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Tabelle 14 Zusammenfassung von Untersuchungen zur chromosomalen Instabilitit von verschiedenen FA-
Protein- und hSNM1B/Apollo-defizienten Zelllinien nach Acetaldehyd-Behandlung. Angegeben sind die
verwendete Zelllinie, das mutierte oder in der Expression gestorte Gen und das Vorliegen von chromosomaler
Instabilitat. +: Instabilitdt, -: keine Instabilitét.

Zelllinie Gen Chromosomale Quelle

Instabilitét
Menschliche FA-Lymphozyten Keine Angabe + Obe et al."™®
Menschliche Fibroblasten FANCA + Marietta et al.”
CHO FANCG + Mechilli et al."™®
DLDI1 FANCN + Ghosh et al. **
DLDI FANCDI + Ghosh et al.”
U20S FANCP/SLX4 - vorliegende Arbeit
U20S hSNM1B/Apollo - vorliegende Arbeit

CHO: Chinesische Hamster-Ovarienzellen, DLD1: Menschliche Kolon-Adenokarzinomzellen, U20S: Menschliche
Osteosarkomzellen.

Aufgrund der Ergebnisse dieser Arbeiten und dem Ergebnis der Kolonienbildungsstudien, in
denen sich eine signifikante Acetaldehyd-Hypersensitivitét fiir FANCP/SLX4-depletierte Zellen
zeigte, wurde bei der Analyse der chromosomalen Aberrationen erwartet, dass sich auch hier die
FANCP/SLX4-depletierten Zellen signifikant von den Kontrollzellen unterscheiden wiirden. Es
gibt mehrere Erklirungsansitze, warum das nicht der Fall ist: Das eigentlich Uberraschende an
den Resultaten besteht darin, dass die Kontrollzellen eine ausgeprigte Sensitivitit gegeniiber
Acetaldehyd aufweisen. Moglicherweise liegt die Ursache dessen in der verwendeten
Konzentration des Aldehyds. Obe et al. und Marietta et al” "° behandelten ihre zu
untersuchenden Zellen nur mit 0,18 mM Acetaldehyd {iber einen Zeitraum von 24 h, Mechilli et
al.’*® verwendeten Konzentrationen zwischen 0,3-3,6 mM iiber 2 h. Eventuell wirkt das hier
eingesetzte 1 mM Acetaldehyd iiber 24 h bereits so toxisch, dass auch die gesunden
Kontrollzellen massiv geschiddigt werden und keine Unterschiede zwischen ihnen und den
Depletionszellen gemessen werden konnen. Dagegen spricht, dass Ghosh et al” eine
Behandlung mit 1 mM Acetaldehyd iiber 72 h durchgefiihrt haben und trotzdem eine
entsprechende Differenzierung bei der Analyse der Chromosomenaberrationen vornehmen
konnten. Auch hier muss allerdings wieder bedacht werden, dass diese Experimente mit
unterschiedlichen Zelllinien durchgefiihrt wurden und demnach nur eingeschrinkt vergleichbar
sind; eventuell weisen U20S-Zellen schon eine inerte Acetaldehyd-Sensitivitdt auf, die die
gewonnenen Ergebnisse verzerrt. Die Wahl der Zellreihe in diesem Experiment muss kritisch
betrachtet werden. Da sowohl fiir die FANCD2-Monoubiquitinierungsstudien als auch fiir die
Kolonienbildungsstudien nach Acetaldehyd-Behandlung U20S-Zellen verwendet wurden,
wurden diese Zellen auch fiir die Chromosomenbriichigkeitssanalysen eingesetzt. Wie bereits

erlautert sind U20S-Zellen Osteosarkom-Zellen und weisen schon vor der Behandlung mit
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Mutagenen anormale Chromosomen auf.'* Zwar kam es nach Acetaldehyd-Exposition der
Zellen zu einer Steigerung der Anzahl der aberranten Metaphasen, eventuell wurden jedoch die
Ergebnisse dieser Untersuchungen durch ein Hintergrundrauschen an chromosomalen
Aberrationen verfilscht. AuBBerdem muss auch bei diesem Versuchsaufbau angemerkt werden,
dass die hSNMI1B/Apollo- oder/'und FANCP/SLX4-Depletion iiber RNA-Interferenz
vorgenommen wurde und somit nicht ganz vollstidndig ist. Aufgrund der vergleichsweise milden
Acetaldehyd-Sensitivitdit der FANCP/SLX4-depletierten Zellen kann nicht ausgeschlossen
werden, dass eine vollstdndige Protein-Depletion eine signifikante Steigerung von aberranten
Metaphasen bei FANCP/SLX4-Nullmutanten - und womoglich sogar bei ASNM1B/Apollo-
Nullmutanten - nach Acetaldehyd-Behandlung bedingen konnte. Es besteht natiirlich auch die
Moglichkeit, dass die Sensitivitit der untersuchten Depletionszellen gegeniiber Acetaldehyd so
moderat ist, dass es tatsdchlich nicht zu einer signifikant gesteigerten chromosomalen
Briichigkeit nach einer Exposition kommt. FEine Wiederholung dieses Versuchs mit
hSNM1B/Apollo- und FANCP/SLX4-Nullmutanten unter Verwendung verschiedener

Acetaldehyd-Konzentrationen und anderen Zelllinien ist in jedem Fall sinnvoll.

8.5  Dizentrische Chromosomen bei hSNM1B/Apollo-depletierten U20S-Zellen

Bei den oben im Detail besprochenen Chromosomenbriichigkeitsanalysen fiel als Nebenfund
auf, dass hSNMIB/Apollo-depletierte U20S-Zellen vermehrt dizentrische Chromosomen
aufwiesen. Die statistische Auswertung zeigte, dass es sich dabei tatsdchlich um eine signifikante
Erhohung handelt — interessanterweise jedoch nur nach hSNM1B/Apollo-Depletion, nicht nach
gleichzeitiger ASNM1B/Apollo- und FANCP/SLX4-Depletion.

Generell konnen dizentrische Chromosomen in zwei Gruppen eingeteilt werden. Bei der einen
Gruppe liegt in der analysierten Metaphase zusitzlich ein azentrisches Chromosom vor. Hier
besteht die Ursache in einem Bruchereignis an bei zwei nah beieinander liegenden Ein-
Chromatid-Chromosomen wéhrend der G1-Phase des Zellzyklus. Diese Chromatidbriiche
resultieren in zwei Chromatidfragmenten und zwei verkiirzten Chromosomen mit jeweils einem
Zentromer. Im Verlauf der DNA-Reparatur kann es zu Translokationsereignissen dieser
Bruchstiicke kommen. So konnen entweder die Chromatidfragmente mit dem jeweils anderen
verkiirzten Fragment fusionieren oder ein Zwei-Zentromer-Chromatid und ein Fusionsprodukt
der Chromatidfragmente entstehen. Durchlaufen die Produkte des zweiten Falls die S-Phase, so
entsteht ein dizentrisches Chromosom und ein azentrisches Fragment. Dizentrische

Chromosomen konnen auch durch die Fusion der Telomere entstechen. Dies ist auf eine
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Dysfunktion der Chromosomenenden zuriickzufiihren, die eine Verkniipfung zweier Telomere
ermoglicht. In diesem Fall entsteht nach dem Durchlaufen der S-Phase nur ein dizentrisches
Chromosom, ein azentrisches Fragment ist nicht zu finden.* Da in den hier untersuchten Zellen
keine azentrischen Fragmente gefunden wurden, ist die Entstehung der dizentrischen
Chromosomen nach hSNMI1B/Apollo-Depletion am ehesten auf Telomerfusionen

zurickzufiihren.

Die Telomere von Wirbeltieren bestehen aus einer hochrepetitiven 5°-TTAGGG-3’-Sequenz, die
in einem einzelstringigen Uberhang dieser Wiederholungssequenz am 3’-Ende endet. Dieser
3’-Uberhang ist maBgeblich am Schutz der Telomere beteiligt. Dies ist notwendig, da Telomere
aufgrund ihrer Struktur félschlicherweise als DNA-Schiden erkannt und durch die zelluldren
Reparaturprozesse ~ geschiddigt  werden  konnen.  Durch  eine  Invasion  des
3’-Einzelstrangiiberhangs in die doppelstringige DNA der Telomere kommt es zur Ausbildung
einer sogenannten ,,t-loop*“-Struktur. Telomere binden auBerdem den Shelterin-Proteinkomplex,
zu dem unter anderem der hSNMIB/Apollo-Bindungspartner TRF2 gehort. Gemeinsam
verhindern diese Strukturen das Binden verschiedener NHEJ-Proteine und die Aktivierung von
Zellzyklus-Checkpoints.'** hSNM1B/Apollo ist mafBgeblich an der Bereitstellung des

3’-Eizelstrangiiberhangs von neu-synthetisierten Leitstrang-Telomeren beteiligt.”

Vermehrte Telomerfusionen sind bei Zellen, deren TRF2-Protein nicht funktionsfdhig ist,
bekannt.'* Lenain et al.® zeigten, dass eine Depletion von hSNM1B/Apollo mittels siRNA in
gesunden Zellen zu einer milden Destabilisierung der Telomere fiihrt. In TRF2-defizienten
Zellen fiihrt eine hSNMI1B/Apollo-Depletion jedoch zu einer signifikanten Zunahme an
Telomerfusionen. Wu et al. und Lam et al’> > beschricben einen starken Anstieg von
Telomerfusionen in embryonalen mSnmib/Apollo” Fibroblasten der Maus auch bei intaktem
TRF2. Zudem gelang der Nachweis, dass eine hSNM1B/Apollo-Depletion spezifisch Fusionen
der Leitstrang-Telomere hervorruft, die Telomere des Folgestrangs bleiben weitestgehend
unbeschadigt. Diese Beobachtung stimmt mit der Beschreibung iiberein, dass hSNM1B/Apollo
an der Bereitstellung des 3°-Einzelstrangiiberhanges von Leitstrang-Telomeren beteiligt ist und
speziell ~ihren Schutz gewdhrleistet, wéhrend die Folgestrang-Telomere andere

92 93 . . . . .
Die hier beobachteten dizentrischen Chromosomen in

Schutzmechanismen besitzen.
hSNM1B/Apollo-depletierten Zellen sind demnach am ehesten sekundir durch die Duplikation
von Chromatidfusionen dysfunktionaler Leitstrang-Telomere entstanden. Ihre Inzidenz héngt
somit nur teilweise von dem Ausmall der h\SNM1B/Apollo-Depletion ab, ein weiterer wichtiger

Faktor ist die Teilungsrate der Zellen. Eventuell liegt darin der Grund, warum die Zellen nach
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gleichzeitiger hSNM1B/Apollo- und FANCP/SLX4-Depletion keine signifikant erhohte Anzahl
von dizentrischen Chromosomen aufwiesen: Die Proliferation dieser Zellen wurde
lichtmikroskopisch als deutlich schlechter eingeschitzt, was vermutlich auf den Mangel zweier
wichtiger DNA-Reparaturproteine zuriickzufiihren ist. Eventuell kam es hier also zu einem
Anstieg an Chromatidfusionen, aufgrund der niedrigen Teilungsrate der Zellen entstanden jedoch

weniger dizentrische Chromosomen.

Der Nachweis von Telomerfusionen erfolgt normalerweise mittels der molekularzytogenetischen
Methode FISH (Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung). Hierbei wird eine Telomer-spezifische
Sonde eingesetzt, um die Chromosomenenden in fixierten Metaphasen sichtbar zu machen. Bei
der im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Analyse von Giemsa-gefirbten Metaphasen konnen
Telomerfusionen bei weitem nicht so sicher nachgewiesen werden. Die hier gefundene Haufung
von dizentrischen Chromosomen in hSNM1B/Apollo-depletierten U20S-Zellen kann also nur
als Hinweis auf mogliche Fusionsereignisse gewertet werden, der mit den Beschreibungen aus
der Literatur gut vereinbar wére. Eine Wiederholung dieser Untersuchung mittels FISH wiirde
genauere Aussagen beziiglich der Fusionsereignisse in hSNM1B/Apollo- und FANCP/SLX4-
depletierten U20S-Zellen erlauben.

8.6  Telomerdysfunktion bei hSNM1B/Apollo-depletierten U20S-Zellen

Um zu iberpriifen, ob eine hSNM1B/Apollo-Depletion in U20S-Zellen tatsdchlich zu einer
Destabilisierung der Telomere fiihrt, durch die Telomerfusionen entstehen kdnnten, wurden die
Zellen mittels Immunfluoreszenzmikrokopie auf Telomerdysfunktion-induzierte Foci (TIFs)
untersucht. Diese Foci entstehen durch eine Ansammlung von DNA-Schadensreparaturfaktoren
wie 53BP1, YH2AX, Radl7, ATM oder Mrell an den Telomeren.'* In der vorliegenden Arbeit
wurden TIFs als Ko-Lokalisation von yH2AX- und TRFI-Foci definiert, wobei TRF1 als
Telomermarker diente. YH2AX entsteht durch die ATM-bedingte Phosphorylierung von H2AX
und ist eins der friihesten nachweisbaren Ereignisse der zelluliren DNA-Schadensantwort.'*’
Tatsédchlich fiihrte die h\SNM1B/Apollo-Depletion zu einem signifikanten Anstieg der Zellen, die
zwei oder mehr TIFs aufweisen. Diese Beobachtung stimmt mit dhnlichen Beschreibungen in der
Literatur iiberein® *° * '** und bestitigt, dass ein Mangel an hSNM1B/Apollo in U20S-Zellen
eine Destabilisierung der Telomere bedingt. Die oben beschriebenen dizentrischen
Chromosomen in hSNMI1B/Apollo-depletierten U20S-Zellen konnten also durchaus durch
Telomerfusionen entstanden sein. Zusitzlich konnte hier gezeigt werden, dass die Depletion von

hSNM1B/Apollo trotz der Zunahme der TRF1-assoziierten YH2AX-Foci zu einer signifikanten
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Abnahme von YH2AX-Foci flihrte. Auch im Western Blot wurde eine Reduktion von yYH2AX
nach hSNMI1B/Apollo-Depletion sowohl in unbehandelten als auch in mit ionisierender
Strahlung behandelten Zellen beobachtet, was auf eine verminderte Aktivierung von ATM bei
hSNM1B/Apollo-Mangel zuriickgefiihrt wurde. Daraus wurde geschlussfolgert, dass
hSNM1B/Apollo im Rahmen der DNA-Reparatur die Aktivierung von ATM stimuliert.*
Interessanterweise wies eine andere Arbeitsgruppe nach, dass hSNM1B/Apollo in der frithen S-
Phase des Zellzyklus an der Unterdriickung einer ATM-vermittelten DNA-Schadensantwort an
den Telomeren beteiligt ist. Zugleich konnte gezeigt werden, dass Zellen mit einer Mutation in
TRF2, die eine Interaktion des entsprechenden Proteins mit hSNMI1B/Apollo verhindert,
beziiglich der TIFs einen dhnlichen Phinotyp aufweisen wie hSNMI1B/Apollo-depletierte
Zellen.”> Womdglich lassen sich diese widerspriichlichen Beschreibungen der Bedeutung von
hSNM1B/Apollo fiir die ATM-Aktivierung mit der dualen Rolle des Proteins in der DNA-
Reparatur und dem Schutz der Telomere begriinden: Wahrend hSNM1B/Apollo bei der DNA-
Reparatur an der Aktivierung von ATM beteiligt ist, wird eben diese an den Telomeren durch die

Bindung des Proteins an TRF2 verhindert.

9 Ausblick

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit gewonnenen Erkenntnisse liefern AnstoBe fiir
Untersuchungen, die zur weiterfithrenden Beantwortung der hier bearbeiteten Fragestellungen
sowie zur Erweiterung des Wissens iiber die Funktion von hSNMI1B/Apollo im FA/BRCA-

Reparaturweg beitragen konnen.

Die Eingrenzung der Domédnen von hSNMIB/Apollo und FANCP/SLX4, die fiir die
gegenseitige Bindung notwendig sind, gestaltete sich hier aufgrund der sehr komplexen
Interaktion der Proteine schwierig. Wie oben erldutert ist es wahrscheinlich, dass zumindest ein
Teil der Bindung auf post-translationalen Modifikationen basiert, die bei der in-vitro Translation
im Weizenextraktsystem nicht reproduziert werden konnten. Eine Wiederholung der Ko-
Immunoprézipitationsstudien mit in-vifro translatierten Proteinen unter Verwendung eines
Expressionssystem aus menschlichen Zellen wére von groBem Interesse, da so eventuelle PTMs
addquat erfolgen wiirden. Des Weiteren kdnnte eine gezielte Untersuchung der Protein-Protein-
Interaktion mit dem Hefe-Zwei-Hybrid-System vorgenommen werden. Dieses System macht
sich einen Hefe-Transkriptionsfaktor zunutze, der aus zwei Dominen besteht: einer
DNA-bindenden Domine und einer Aktivierungsdomine. Jeweils eine dieser Doménen wird an

eines der zu untersuchenden Proteine fusioniert und die Bildung der Fusionsproteine in
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Hefezellen induziert. Kommen die Doménen aufgrund einer direkten Interaktion der Proteine in
enge rdumliche Néhe, so ist der Transkriptionsfaktor funktionsfdhig und erlaubt die
Transkription verschiedener Reportergene.'® '°

hSNM1B/Apollo und FANCP/SLX4 im Hefe-Zwei-Hybrid-System wiirde also auf eine direkte

Eine Bestitigung der Interaktion von

Interaktion der Proteine hinweisen. Durch die Verwendung der hier eingesetzten Protein-
Teilstiicke konnte diese zudem kartiert werden. Eine weitere Methode zur Untersuchung von
Protein-Protein-Interaktionen ist der Biolumineszenz-Resonanzenergietransfer (BRET). Hierbei
wird an eines der zu untersuchenden Proteine ein Fluoreszenzfarbstoff und an das andere Protein
eine Biolumineszenzquelle fusioniert. Kommen die Proteine in enge rdumliche Néhe, wird
Biolumineszenz-Energie auf den Fluoreszenzfarbstoff {libertragen. Die entstandene Fluoreszenz
kann anschlieBend gemessen werden."”' ' Ein Vorteil der BRET-Methode ist, dass es sich um
einen Lebendzellen-Assay handelt und die Protein-Protein-Interaktion in menschlichen Zellen
untersucht werden kann. Auch diese Methode konnte zur Bestétigung einer direkten Bindung
und zur Kartierung der Interaktionsdoménen von hSNM1B/Apollo und FANCP/SLX4 eingesetzt

werden.

Die Untersuchungen zur Acetaldehyd-Sensitivitit von hSNM1B/Apollo-depletierten U20S-
Zellen lieferten hier liberraschenderweise das Ergebnis, dass eine Depletion des Proteins nicht zu
einer gesteigerten Empfindlichkeit der Zellen fiihrt. Um sicherzugehen, dass die nach RNA-
Interferenz vorhandene Restmenge von hSNMI1B/Apollo nicht ausreicht, um eine gesteigerte
Acetaldehyd-Sensitivitdit zu verhindern, konnten die Untersuchungen mit ASNM1B/Apollo-
Nullmutanten wiederholt werden. Embryonale Fibroblasten der Maus mit Nullmutationen in dem
entsprechenden Gen wurden bereits erfolgreich hergestellt’ *°, diese konnten fiir eine solche
Untersuchung verwendet werden. Allerdings wére es noch aussagekréftiger, die Analysen an
menschlichen Zellen durchzufiihren. Zur Erzeugung entsprechender Nullmutanten konnte die
CRISPER/Cas-Technologie eingesetzt werden. Diese bahnbrechende neue Methode erlaubt es,
DNA hochspezifisch zu verdndern.'” Sollten menschliche ASNMIB/Apollo-Nullmutanten
lebensfdhig sein, wiirden sie eine Grundlage fiir viele weitere Untersuchen zur Funktion des
Proteins bieten und somit zur weiteren Erforschung der Mechanismen der DNA-Reparatur und

der Aufrechterhaltung der Telomerintegritét beitragen.
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