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Einleitung

1 Einleitung

Bei dem 2002 erstmalig von Neitzet al beschriebenen PC8yndrom Premature
chromosome condensatiomprzeitige Chromosomenkondensatidigndelt es sich um die
erste bekannte kongenitale Zellzyklusstorung beirenddéhen, die in das elementare
Geschehen der Chromosomenkondensation eingredtZ&lien der Patienten sind durch eine
auffallige Fehlregulation der Chromosomenkondensatjekennzeichnet und weisen einen
erhohten Anteil Prophase-ahnlicher Zellen auf (@6l Klinisch liegen eine deutliche
Mikrozephalie und eine mentale Retardierung vormedtische Ursache sind Mutationen in
dem MCPH1-Gen. Daher wird das Syndrom auch MCPHirdzephalie bzw. MCPH1
genannt. Das Proteinprodukt dieses Gens, Microdepheird mit Aufgaben in der
Zellzykluskontrolle und DNA-Reparatur in Verbinduggbracht. Mit der vorliegenden Arbeit
sollte ein weiterer Beitrag zu zellbiologischen Giikderisierung von MCPH1-Patientenzellen
geleistet werden, wobei deren Fahigkeit zur DNA&@nserkennung und
-reparatur im Vordergrund stand. In der Einleitigadl zunachst ein kurzer Uberblick tiber
den Zellzyklus und die Zellzykluskontrolle gegebeerden. AnschlieRend wird auf die
verschiedenen DNA-Schaden und Reparaturmechaniseiegegangen. Es folgt eine

genauere Beschreibung des MCPH1-Syndroms und dé¥H#Gens.

1.1  Zellzyklus

Die Fahigkeit von Zellen zu wachsen, ihr Erbguivetdoppeln und sich anschliel3end in zwei
identische Zellen zu teilen, ist die Grundvoraumseq fur das Leben Uberhaupt. Im
menschlichen Kérper finden im Laufe eines durchitfumen Lebens rund 16
Zellteilungen statt, wobei sich eine einzige Zellen der Stammzelle bis zur terminal
differenzierten Zelle typischerweise nur 10 bisnié&l teilt.

Der Zellzyklus besteht aus verschiedenen Phasehtriikroskopisch unterscheidbar sind die
Kernteilung (Mitose, M-Phase, Karyokinese) mit daschlie3enden Zellteilung (Zytokinese)
und die so genannte Interphase. Wahrend man b&rarskondensierte (,gepackte)
Chromosomen erkennen kann, liegt das Erbgut inlrderphase in langen Chromatinfaden
dekondensiert vor. Die Interphase gliedert sichgveliferierenden Zellen wiederum in drei
Phasen: in G1, S und G2. Nicht proliferierendeetellz.B. Nervenzellen) verbleiben in einer
Sonderform von G1, der so genannten GO (Ruhe) ePlasliesem Zustand kdnnen sie viele
Jahre ausharren oder durch den Einfluss bestimWigahstumsfaktoren zum Wiedereintritt

in den Zellzyklus veranlasst werden.
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Die sich an die Zellteilung anschlieRende G1-Pl{gag engl. fir Licke) erhielt (wie auch
die G2-Phase) ihren Namen aufgrund der falschlichenahme, dass die Zelle in dieser
Phase ruhen wirde. Stattdessen ist dies eine BHa#ger Genexpression. In der spaten G1-
Phase findet die Verdopplung der Zentriolen state Zelle erfullt hier ihre eigentlichen
Aufgaben im Organismus. Die Dauer von G1 kann sahterschiedlich sein, bei
proliferierenden Zellen geht man von einer Durchgtédauer von 2-20 Stunden aus.

In der nachfolgenden S- (Synthese-) Phase, di8&ggern ziemlich konstant ca. 7-8 Stunden
bendtigt, kommt es zur DNA-Verdopplung durch semaervative Replikation (Meselson &
Stahl 1958). Hier mussen die ca. 3 Milliarden Basame abgeschrieben werden, wodurch
aus einer DNA-Doppelhelix zwei Schwesterchromatiédetstehen, die Uber die gesamte
Lange von einem Protein- (Cohesin-) Komplex zusangabalten werden. Das Ende der
Replikation markiert den Eintritt in die G2-Phaseslche sich durch die Synthese Mitose-
notwendiger Proteine auszeichnet. In dieser Phasg kontrolliert, ob die Replikation
abgeschlossen ist und richtig durchgefuhrt wurdegebenenfalls kommt es zur DNA-
Reparatur. Wenn die DNA zu viele Fehler aufweist, Reparatur folglich zu lange dauert,
kann die Zelle in die Apoptose eintreten. Die Gag$thdes Zellzyklus dauert normalerweise
nur 2 bis 5 Stunden. Am Ende der G2-Phase folgttimrgang in die Prophase der Mitose,
bei der es zu einer zunehmenden Kondensation den@somen kommt.

Die Kernteilung teilt man traditionell in einzelr&adien: In der Prophase kondensiert das
Chromatin zu mikroskopisch sichtbaren Zweichrom@idomosomen, die am Zentromer
zusammenhangen. Auch beginnt hier die Ausbildurg $igindelapparats, indem sich die
Zentrosomen zu den entgegen gesetzten Zellpolerd®mw Zwischen ihnen formen sich
Mikrotubuli, die Kernmembran I6st sich auf und fnagntiert zu Vesikeln. In der Metaphase
ist der Spindelapparat fertig ausgebildet und diewischen maximal kondensierten
Chromosomen haben sich in der Aquatorialebene adgeb Die beiden
Schwesterchromatiden werden in der nun folgendeaphAase am Zentromer getrennt und
bewegen sich zu den entgegen gesetzten Zellpolendelr Telophase I6st sich der
Spindelapparat wieder auf, die Spindel depolymentisDie Kernmembranen bilden sich aus
Membranvesikeln um die beiden getrennten Chromosséatee. Zum Abschluss der
Telophase liegen die Chromosomen wieder dekondeisigen neu entstandenen Zellkernen
vor. Der Karyokinese folgt in der Regel die Zytadse, in der das Zellplasma in der
Aquatorialebene entlang einer Teilungsfurche duiehirt wird, wodurch zwei eigenstandige

Tochterzellen entstehen. Die Zellorganellen werderetwa gleichen Teilen auf die beiden
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neuen Zellen verteilt. Nach der ca. eine Stundeedmen Mitosephase tritt die Zelle wieder
in die Interphase ein, womit der Kreislauf gescbéwswird (siehe Lehrbiicher der Genetik
und Biochemie z.B. Seyffert 2003; Muller-Esterl 20@oenecke 2005).

Am Progress des Zellzyklus sind zwei grol3e GrupgenProteinen beteiligt: Die im Verlauf
des Zellzyklus periodisch auf- und abgebauten @galind die nur im Komplex mit Cyclinen
aktiven, also von ihnen abhangigen Kinasen Cdigslin dependent protein kina3g&vans

et al. 1983). Die konstitutiv vorhandenen und evolutiohéach konservierten CdKs treiben
durch Phosphorylierung diverser Strukturen den #blales Zellzyklus voran. Als
Gegenspieler fungieren die CdK-Inhibitoren (CKlje @n wichtigen Ubergangen die CdK-
Funktionen hemmen kénnen.

Es gibt verschiedene Typen von Cyclinen (GruppeBAusw.), die jeweils gebunden an
bestimmte CdKs fir bestimmte Phasen des Zellzykiyggsch sind, so zum Beispiel
CyclinD/CdK4 und CyclinD/CdK6 fir G1. CyclinE/CdK&ellt den so genannten S-Phase-
Promotor dar und ist mitverantwortlich fir den HEintder Zelle in die Synthese-Phase.
CyclinA/CdK2 hingegen veranlasst die Progressiomcliudie S-Phase. Die G2-Cycline
(Cyclin A und B) sorgen zusammen mit CdK1 und 2 dén Eintritt in die Mitose, wobei
CyclinB/CdK1 (Synonym CDCZ2Zell division cycle proteir2) den so genannten Mitosephase
Promoting Factor(MPF) bildet. Verschiedene Bedingungen missenlesiin, damit CdK1
Uber die Phosphorylierung diverser Substrate dgmnBeder Mitose einleitet: CdK1 muss mit
seinem Aktivatorprotein Cyclin B assoziiert seinasdseit der S-Phase in der Zelle
akkumuliert wird und schlieR3lich in der Mitosephasan Aktivitditsmaximum erreicht. Die
CdK-aktivierende Kinase CAK (ein Komplex aus Cyclh und CdK7) muss CdK1l an
Position 161 phosphorylieren. Den Anstol3 gibt sflich die Phosphatase CDC25C, indem
sie die inhibitorische Phosphorylierung an Tyr-Isiurhr-15 aufhebt, wodurch es zu einer
schlagartigen Aktivierung des CyclinB/CdK1-KompleXe@ommt. Diese fuhrt wiederum Uber
weitere Zwischenschritte zum Eintritt in die Mitod@ieses komplexe Aktivierungssystem
verhindert einen unkontrollierten Mitoseeintrita @s eine Zellteilung nur unter optimalen

Bedingungen erlaubt (zusammengefasst in Pines 1999)

1.2  Zellzykluskontrolle

Das gesunde Uberleben eines Organismus ist abh&moggkorrekten Wachstum seiner
Zellen, der exakten Verdopplung seiner DNA und dehlerlosen Verteilung der

Schwesterchromatiden auf einwandfreie, zum Wachsifidhigte Tochterzellen. Um dies zu
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gewahrleisten, existieren im Zellzyklus an den em&lenden Ubergangsstellen
Kontrollpunkte ¢heckpoints an denen bei nicht erfolgreicher Qualitatskdferoder
Fortgang der Zellteilung angehalten werden kans,dar Schaden behoben ist. Erst wenn
sichergestellt ist, dass der vorhergehende Schhtieschlossen ist, wird der nachste
freigegeben (beschrieben bei Luldsl.2004; Sancaet al.2004).

Der wichtigste Kontrollpunkt befindet sich in depasen G1-Phase. Hier wird Uber den
Eintritt der Zelle in die Phase der DNA-Replikatientschieden. Es muss eine Reihe von
aulReren und inneren Voraussetzungen erfiullt seamitddie Zelle diesen so genannten
Restriktionspunkt passieren kann. Die Zelle kofitd| ob sie fir eine Teilung grol3 genug ist
und ob keine DNA-Schaden vorliegen (siehe AbschnBtund 1.4). Neben diesen inneren
Voraussetzungen fur eine Zellteilung bestimmen abem &aul3ere, durch den Bedarf des
Gesamtorganismus determinierte Umstande die welatevicklung der Zelle. So muissen
beispielsweise ein angemessenes Nahrstoff- und él@ngebot sowie bestimmte
Adhésionsmolekile vorhanden sein.

Der zweite Hauptkontrollpunkt ist der G2/Mitose-Kailpunkt. Er liegt in der spaten G2-
Phase. Hier wird kontrolliert, ob die DNA vollstdgdund fehlerfrei repliziert wurde und ob
eventuell Schaden nach Ende der S-Phase entstamderDurch Hemmung des MPF kann
die Zelle in G2 blockieren und gewinnt somit Zeitr fdie Reparatur der DNA, bzw.
verhindert die Weitergabe von Mutationen an diehfexzellen.

Neuste Studien beschreiben den G2Méckpointals sehr viel fehlerhafter und ineffizienter
als den Gleheckpoint(den so genanntemaster checkpoipt Erst ab einem Schwellenwert
von 10 bis 20 Doppelstrangbriichen komme es demnackWerhinderung des Eintritts in die
Mitose durch den Kontrollpunkt (Lobrich & Jeggo Z00

An einem weiteren Kontrollpunkt am Ende der Mitogenauer am Metaphase-Anaphase-
Ubergang, wird die korrekte Anordnung der beidemoBtosomensatze an der Mitosespindel
geprift.

Neben diesen drei Kontrollpunkten, die jeweilsdas Eintreten der Zelle in eine neue Phase
des Zellzyklus verantwortlich sind, werden noch zweitere Kontrollpunkte beschrieben:
der Intra-S-Phaseheckpointund der S/M- oder ReplikatiomheckpointSancaret al 2004).
Diese sind aber nicht als bestimmte Punkte zu efeest, die je einmal pro Zellzyklus
Uberwunden  werden missen. Vielmehr handelt es sieim  konstante
Uberwachungsmechanismen, die wahrend und nacheggikRtion die Integritat des Genoms

kontrollieren und bei Bedarf den Zellzyklus verlaamen oder anhalten kénnen.

10



Einleitung

1.3 DNA-Schaden

Obwohl die DNA ein sehr stabiles Molekil ist, kome# spontan oder durch bestimmte
Umwelteinflisse jeden Tag in jeder Zelle zu vielansend Verdnderungen an der DNA. Zu
den DNA-schadigenden Faktoren zahlen Hitze, Staffselentgleisungen, viele Chemikalien
sowie verschiedene Strahlenarten, wie z.B. ioregige Strahlen (IR) oder UV-Strahlen. Die
meisten Schaden betreffen die Struktur der NuldeBtisen, andere (wie Strangbriiche) die
Struktur der DNA.

1.3.1 Spontane Veranderungen

Es sind viele verschiedene Basenschaden identifim@den. Der wichtigste ist die spontane
Entstehung so genannter AP-Stellen durch Desamimyeund Depurinierung der DNA. Bei
der Depurinierung kommt es direkt zur Entstehungn vApurin-Stellen. Bei der
Desaminierung von Cytosin-Resten entstehen Apyiiidellen Gber den Umweg der
Uracil-Bildung mit anschlieBender Auslésung der DN#ase flipping durch die Uracil-
DNA-Glykosylase. Diesen Stellen gegenuber kanrdbeiDNA-Replikation im Prinzip jedes
Nukleotid eingebaut werden, wodurch sie besondef&llg fir Mutationen sind. Bei der
gleichfalls haufig auftretenden spontanen Oxidatbdier ungeregelten Methylierung kommt

es ebenfalls zu Basenveranderungen, von denerhedo@inige zu Mutationen fihren.

1.3.2 Induzierte Schaden

Induziert werden DNA-Schaden zum Beispiel durch 8Sfvahlung. Die im normalen Alltag
absorbierte Strahlung reicht bereits aus, um zighkkeSchadigungen zu verursachen. In erster
Linie kommt es dabei durch kovalente Quervernetzubgnachbarter Nukleotide
charakteristischerweise zur Ausbildung von ,ThyrBimeren®, die Gber einen Cyclobutan-
Ring verbunden sind (ca. 85% aller UV-Schaden). i&iteres typisches Produkt nach UV-
Bestrahlung ist das so genannte TC(6-4)-Photoptodwéiches ca. 10% der UV-Schéaden
ausmacht.

lonisierende Strahlungen (elektromagnetische Stralwie Rontgen- ung-Strahlen sowie die
korpuskuléarero- und B-Strahlen) fihren sowohl zu Basenschaden als aualea schwerer
wiegenden DNA-Einzel- und Doppelstrangbrichen (DSBje Strahlung gibt beim
Eindringen in die Zelle Energie ab und schadigt DA direkt oder tber die Bildung von
Hydroxylradikalen.

11
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Auch bestimmte Chemikalien und radiomimetische /Agam wie Bleomycin,
Neokarzinostatin und Etoposide verursachen DSB .efdd#in kommt es zu DSB im Rahmen
naturlicher zellularer Vorgange wie der meiotischRekombination oder der V(D)J-
Rekombination von Immunglobulin- und T-Zellrezegtenen (Bassinget al. 2002; Lees-
Miller & Meek 2003).

1.3.3 Schaden bei Replikation

Neben spontanen DNA-Schaden und denen, die dufdérédraktoren induziert werden, gibt
es noch jene, die wahrend der Replikation entstefi@m einen kbnnen normale Nukleotide
falsch eingebaut werden, zum anderen kommt es zuata& der auch immer in geringem
Mafl3e vorhandenen ,falschen“ Nukleotide, die sicB. zn einer Seitengruppe von den
Lrichtigen® unterscheiden. Die so entstandenen Baaarungen sind stets instabiler als die
korrekten, da sich die Wasserstoffbriickenbindungeiel haufiger Iésen. Die
Kettenverlangerung an einem falsch gepaarten Ntillast verzoégert, wodurch dessen

Erkennung und Reparatur erleichtert wird (siehechbgt 1.5).

1.4  Kontrollpunkt-Signalwege als Antwort auf DNA-Schaden

Die Zellzykluskontrolle ist Teil eines komplexen txwerks von Antworten auf DNA-
Schaden, welches in seinen Einzelheiten noch wetge unverstanden ist. Die
Kontrollpunkte kénnen von einem breiten Spektrurtriegisch oder intrinsisch verursachter
DNA-Schaden oder Stérungen bei der Replikationvakti werden. Die Aktivierung der
Kontrollpunkte verhindert einerseits das Fortsdbredes Zellzyklus, andererseits erleichtert
es die DNA-Reparatur bzw. die Wiederherstellung Beplikationsgabeln und verhindert
somit, dass DNA-Schaden zu vererbbaren Mutationerdew. Ist die DNA-Schéadigung zu

grof3, wird der programmierte Zelltod (Apoptose)geileitet.

1.4.1 Einzelne Komponenten der Signalwege

Wie in jeder Signaltransduktionskaskade gibt eshaheer Sensoren, Vermittler und
Effektoren (siehe Abbildung 1). Von den Vermittlemird oft eine Extragruppe der
Mediatoren abgegrenzt (Sancat al. 2004). Teilweise werden die Vermittler noch in
Aufwarts- f@pical signal transducing kinasesund Abwarts- distal signal transducing

kinases)Vermittler unterteilt (Luka®t al. 2004).

12
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DNA-Schaden

}

Sensoren

}

Vermittler/Mediatoren

!

Transduktoren

|

Effektoren

— 1 T

Zellzyklus-Arrest  DNA-Reparatur Apoptose

Abbildung 1Prinzip der Singnaltransduktionskaskadeam DNA-Schadenskontrollpunkt

In die checkpointAntwort sind die gleichen Proteine involviert, diermalerweise das
Fortschreiten des Zellzyklus regulieren. Viele Bro¢ der DNA-Schadensbeantwortung sind
Produkte von Tumorsupressorgenen. Einige ProteieeBRCALl und der MRN-Komplex
haben multiple Funktionen im Signaltransduktionswetk (Zhou & Elledge 2000).

Abhangig von der Zellzyklusphase und der Art desAE®BEhadens (grofRere Basenschaden
verursacht durch UV oder Chemikalien, DSB durch d&r Radiomimetika) existieren
verschiedene Zweige der Signaltransduktion mit rgoteedlicher Initiierung, jedoch oft
gemeinsamer Endstrecke. Bestimmte Sensoren erkeafiaeverschiedenen DNA-Schéaden,
wobei viele Sensoren eine zentrale Rolle in ein@stimmtencheckpointund einebackup
Rolle in einem andereaheckpointspielen. Jedoch hat jeder Kontrollpunk untersdiubd
Effektoren. Diese setzen meist an den Cyclin/CdKnigtexen an, die inaktiviert werden und
so die Zellzyklusprogression verhindern (Shackelfat al. 1999). Man kann die
Kontrollpunkte in DNA-Schadenskontrollpunkte und AiReplikationskontrollpunkte
unterteilen, obwohl sie sich in vielen entscheidgendomponenten tberschneiden und somit
funktionell verlinkt sind.

Die Initiatoren der beiden Hauptzweige der DNA-Sthsssignalkaskaden sind zwel
Mitglieder der PI-3-kinase-like Familie: ATM (Ataxia telangiectasia mutatgdund ATR
(ATM-Rad3-relatel (Li & Zou 2005). Der ATMpathwaywird eher durch DSB initiiert,
wahrend ATR flr replikationsspezifische Schaden tindBasenschéaden nach Einwirkung

von UV-Strahlen und bestimmten Chemikalien veramtied ist. Die Aktivierung von ATR

13
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erfordert die Zusammenarbeit mit ATRIP (ATiRteracting protein und zwei weiteren
Sensorproteinkomplexen: die 9-1-1-Klammer (Rad9iRiddsl) und den Radl7-Komplex
(Li & Zou 2005).

Der MRN-Komplex (Mrell-Rad50-Nbsl) konnte der enésdende Sensor des ATM-
Signalwegs sein, da er fur die Schadens-induzi€@teomatinassoziation von ATM
(Andegekoet al. 2001; Carsoret al. 2003) und fir eine effiziente Autophosphorylieruram
ATM (Uziel et al. 2003) verantwortlich ist.

Eine Vielzahl von Mediatoren wie TopBP1, 53BP1, Md€laspin und BRCAL, die meist
BRCT- (BRCAl1 C-Terminus) Domanen enthalten (Leti al. 2003), Ubertragen das
Schadenssignal auf die beiden Kinasen CHK1 und CHX@se wiederum phosphorylieren
Effektorproteine wie die CDC25-Phosphatasen, veésseme DNA-Reparaturproteine und
Transkriptionsfaktoren wie p53 und E2F (Lukes al. 2004). Dies fuhrt Gber mehrere
Zwischenschritte zu einer Hemmung der spezifisc@golin/CdK-Komplexe, die fur die

jeweilige Phasenprogression erforderlich sind.

1.4.2 Der CDC25- und der p53-vermitteltepathway

Bei den beiden Kontrollpunkten, die die fundamemalEreignisse des Zellzyklus
kontrollieren, dem G1/S- und G2/M-Kontrollpunkt,igtiert jeweils ein schneller Zweig, der
via post-translationaler Modifikation diverser Bdferproteine eine Verlangsamung oder
einen transienten Arrest des Zellzyklus einleif@ariber hinaus gibt es einen langsamen
Zweig, der erst nach mehreren Stunden Uber eineering des Transkriptionsprogramms
eine Aufrechterhaltung des Arrests bedingt und llutas Protein p53 vermittelt wird. Im
Gegensatz dazu fihrt der Intra-S-Phelseekpointnur zu einer transienten reversiblen
Verzogerung des Zellzyklus — dies geschieht haaptish Gber die Verhinderung neuer
Replikationsurspriinge (Lukast al. 2004).

Je nach Art des DNA-Schadens fihrt die ATM/ATR-Algrung Uber CHK1 und CHK2 zu
einer Phosphorylierung von CDC25. Die hierdurchkingerten Phosphatasen kdnnen nun
nicht mehr ihre Zielkomplexe, den S-Phase-Prom@gclin E/CdK2) und den MPF (Cyclin
B/CdK1), aktivieren. Obwohl CDC25A eher dem G1/Se€ikpoint und CDC25C eher dem
G2/M-checkpoint zugeschrieben wird, gibt es auch hier Redundanz.sid alle drei
Mitglieder der CDC25-Familie (CDC25A, B und C) pos¢ Regulatoren des MPF (Mailand
et al. 2002; Donzelli & Draetta 2003).

Nach dem schnellen Anhalten des Zellzyklus erfalgich einigen Stunden ein p53-
vermittelter Zellzyklusarrest. Die Funktion des tems p53 wird Uber dessen Konzentration
14
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und Phosphorylierungsgrad gesteuert. So kann pa®hovon ATM/ATR als auch von
CHK1/2 phosphoryliert werden. Die p53-Konzentrationrd von der Aktivitdt seines
negativen Regulators MDM-2mpouse double minytebestimmt, der an p53 gebunden zu
einem schnellen p5&+wnover fihrt. Die somit in unbeschadigten Zellen sehdrnige p53-
Konzentration steigt nach DNA-Schaden innerhalb wamigen Minuten stark an, da eine
ATM-abhangige Phosphorylierung von MDM-2 desserfliss auf p53 verhindert (Khosravi
et al. 1999; Mayeet al. 2001).

P53 wirkt als Transkriptionsfaktor und beeinfluds Transkriptionsrate von fast 100 Genen.
Es bindet als Tetramer an die DNA und fuhrt Ubemneeip2l-Induktion zu einem
Zellzyklusarrest (G1-Block) oder leitet mithilfe IBAX-Gens die Apoptose ein. Auch bei
der Aufrechterhaltung des Zellzyklusarrests am GERitrollpunkt spielt p53 die zentrale
Rolle. Uber eine Expression der 14-3-3-Proteinehinglert es bei DNA-Schaden die
Aktivierung des Cyclin B/CdK1-Komplexes und somandEintritt in die Mitose.

Durch die Fahigkeit zur Initilerung eines langestigen Zellzyklusarrests ist das Protein p53
eine entscheidende Kontrollinstanz fur die Unventbetit der DNA, daher wird es auch als
~Wachter des Genoms* bezeichnet (Lane 1992). DiadleBtung von p53 fur die
Zellzykluskontrolle wird ersichtlich, wenn man be#& dass bei Uber 50 % aller bdsartigen
Tumoren eine Mutation im Gen von p53 in den Krellemezu finden ist (Carson & Lois
1995).

Die Abbildung 2 zeigt eine stark vereinfachte Ubmhs tiber die beiden DNAdamage
checkpoints Es sei ausdricklich darauf hingewiesen, dassrandgder Komplexitat des
Signalwegnetzwerks und der daran beteiligten Rretkier nur einzelne Zweige dargestellt

werden konnen.
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DNA-Schadens-Kontrollpunkt

IR/Radiomimetika

N

UV/Chemikalien

DNA-DSB DNA-Basenschaden

Wachtums-
faktoren
Cdc25A
aktiv
Cyclin DICdK4+6 \

® S
E2 F maskiert —l>E2 F frei
l v Cdc45 bax !

Cyclin E/CdK2 l l Cdc2 = Cyelin BfCdKA1
(S-Phase-Promotor) ORI Apoptose (MPF)Y

(Replikationsbeginn)
G1 S G2 M

Cyclin D/CdK4+6 Cyclin A/CdK2 Cyclin A+B Cdi{1+2

Abbildung 2Ubersicht tiber wichtige Signalwege des DNA-Schadewntrollpunkts . Dargestellt sind jeweils der schnelle
(auBen) und der langsame (inngr@thwaydes G1/S und des G2/M-Kontrollpunkts und derenr@raetzungen. Pfeile
markieren eine Aktivierung, Querbalken eine Hemmung

1.4.3 Die Rolle von BRCA1

Das Brustkrebs-Tumorsuppressorgen BRCA1 kodiert gifRRes Protein mit einem
Molekulargewicht von 220 kDa. Es enthalt, wie vieRroteine, die in die DNA-
Schadensbeantwortung oder in die Aufrechterhaltdelg genetischen Stabilitat involviert
sind, BRCT-Domanen (Bor&t al. 1997). BRCAL1 ist an vielen zellularen Prozesserilgt,
wie der Aufrechterhaltung von Chromatin-StruktureddNA-Reparatur, Rekombination,
Zellzykluskontrolle und Transkriptionsregulationféffer et al. 2004). Die genaue Rolle bei
den einzelnen Vorgangen ist jedoch noch weitgeheriddar. ATM und ATR interagieren
direkt mit BRCA1 (Lukaset al. 2004) und CHK2 (Zhou & Elledge 2000) wéhrend BRCA1
wiederum notwendig fur die Aktivierung von CHK1 iéYardenet al. 2002) und somit
upstreamvon CHK1 in der Signalkaskade positioniert seinsmylLee 2002). BRCAl
reguliert Schlusseleffektoren des G2/M-Kontrollptesk Es kontrolliert die Expression,
Phosphorylierung und Lokalisation von CDC25C, Qydi/CdK1 und der inhibitorischen
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Weel-Kinase und ist somit grundlegend an der Mitggdation beteiligt (Yarderet al.
2002). BRCAl ist an verschiedenen DNA-Reparaturmegeie der homologen
Rekombination (HR), aber auch demn homologous end joininNHEJ) beteiligt (siehe
Abschnitt 1.5.2) und ist somit essentiell fir diepRratur von DSB (zusammengefasst bei
Durant & Nickoloff 2005 und Scully & Livingston 200. Wanget al. seshen BRCAL als Teill
eines grof3en Proteinkomplexes namens BABBRQJALl associated genome surveillance
comple), der neben den Reparaturproteinen MSH2, MSH6 ubNdH1 die
Schadenssignalproteine ATM, BLM, den Replikatioktda C (RFC) und den MRN-
Komplex enthéalt (Wanet al.2000).

Ein Defekt in BRCA1 fuhrt aufgrund des Verlusts dedlzykluskontrolle und verschiedener
DNA-Reparaturmechanismen zu der vermehrten Entwgklvon Mamma- und Ovarial-
karzinomen. So ist es zusammen mit BRCA2-Defekii@n 5-10% aller Brustkrebsfalle
verantwortlich. Bei weiblichen Mutationstragerinndireser autosomal dominant vererbten
Gendefekte besteht ein Lebenszeitrisiko von 60-80% die Entwicklung eines
Mammakarzinoms der familidren Form (Lee & Boyer 200nd von 40% fir die Ausbildung
eines Ovarialkarzinoms (Antonioet al. 2003). Bei den sporadischen Mammakarzinomen
kommt es hingegen nicht zum BRCAL1-Verlust, jedacilldt man in 30% dieser Falle eine
verminderte Expression dieses Genprodukts. Neudrglieh zeigen weiterhin, dass
Mutationen im BRCA1-Gen auch eine Rolle bei derskitung einer Vielzahl anderer
Malignome, wie z.B. Magen- und Pankreaskarzinomenspgielen scheinen (Friedenson
2005). Dies wird durch die vielfache Einbindung 88¥CA1-Gens in die Zellzykluskontrolle

erklart.

1.5 DNA-Reparatur

Da eukaryontische Zellen ein bemerkenswert effis@nDNA-Reparatursystem haben,
werden die meisten spontanen oder induzierten DMAaNderungen schnell repariert, so
dass nur etwa 0,1% als permanente Mutationen lastbleiben. Da wiederum nur ein

Bruchteil der DNA kodierende Sequenzen enthalt bestimmte Basenveranderungen (z.B.
die dritte Base eines Tripletts) oft keine Konsequem flur das Genprodukt haben (stumme
Mutationen), bleiben viele Mutationen folgenlos. @bt drei gro3e Kategorien der DNA-

Reparatur: Die Exzisionsreparatur, das Korrektenesahrend und nach der Replikation und

die Reparatur von Doppelstrangbriichen.
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1.5.1 Exzisionsreparatur und Korrekturlesen

Bei der Exzisionsreparatur werden einzelne def@dsen oder Nukleotide ausgeschnitten
und ersetzt. Schaden, die Uber die Exzisionsrapaghminiert werden, betreffen in der Regel
nur einen DNA-Strang, da hierbei der intakte kompatare Strang aleemplatedienen
kann. Es wird zwischen der BasenexzisionreparatuBER) und der
Nukleotidexzisionsreparatur (NER) unterschiedenn¢@aet al. 2004). Durch die BER
werden hauptsachlich veranderte DNA-Basen und ASiest aus der DNA entfernt. Die
NER hingegen entfernt viele verschiedene, oft dutaRBere Einflisse entstandene DNA-
Schaden, die die DNA-Helix deformieren, die Basampag stoéren und damit den normalen
Ablauf von Transkription und Replikation behindemuie z.B. Thymindimere nach UV-
Bestrahlung, unférmige Basenmodifikationdrulky adducts durch bestimmte Chemikalien
(DMBA oder 1-NA) oder das Schimmelpilzgift Aflatoxi

Das Korrekturlesen (englproofreading repariert die bei der Replikation entstandenen
Basenfehlpaarungen. Da die unkorrekten Paarungetabiter sind als die Standard-
Basenpaarungen und dadurch die Geometrie der D#ngern, werden sie durch die 3'-5'-
Exonuklease erkannt und das falsche Nukleotid deinkn Rickwartsschritt des Enzyms
wieder herausgeschnitten, bevor weiter polymetisigrd. Die wenigen nicht erkannten
falsch eingebauten Nukleotide filhren zu dauerhaff@bschpaarungen (so genannten
mismatcheys die aber nicht notwendigerweise Mutationen rgich ziehen, da sie noch durch
die postreplikativanismatchReparatur (MMR) korrigiert werden kénnen. MMR dpi@cht
nur bei der Erkennung von Basenfehlpaarungen wédhiten Replikation eine wichtige Rolle,
sondern auch bei der Reparatur von kleinen InsetiDeletionsfehlpaarungen von bis zu
acht Nukleotiden und von DNA-Schaden durch chenmgischAgentien, z.B.

Basenfehlpaarungen an alkylierten DNA-Basen.

1.5.2 Reparatur von Doppelstrangbrichen

DSB entstehen nicht nur durch ionisierende Strahl®Bie treten auch natirlicherweise im
Zusammenhang mit der DNA-Replikation (als Konsegueimes Replikationsgabel-Arrests
oder -Kollapses) und verschiedenen Rekombinatiazggsen auf. Da bei DSB kein intakter
Strang als Matrize zur Verfigung steht, handeltsieb um potentiell gefahrliche DNA-

Schéden, die zu gro3en genetischen Imbalancen nfUké@nen. Ohne ein effizientes
Reparatursystem kame es zu Deletionen und Trarglaka und dadurch zu einer extremen

Disposition fur maligne Entartungen (Lees-MilleMeek 2003). Bei der Reparatur von DSB
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spielen zahlreiche Gene eine Rolle, die sonst oean zellulare Prozesse involviert sind.
Dessen Dysfunktionen stellen haufig die Grundlagenschiedener Chromosomenbruch-
syndrome dar (Digweed 2003). Zur Beseitigung vorBR$hen der Zelle prinzipiell zwel
Reparaturmechanismen zur Verfigung: die homologeombination (HR) und die Nicht-
homologe-End-zu-End-Verknipfungndn homologous end joinindNHEJ) (Pfeifferet al.
2000).

Da bei der homologen Rekombination die Schwestershtide mit der identischen DNA-
Information als Vorlage zur Reparatur genutzt wistidie HR nur wahrend der spaten S- und
der G2-Phase mdglich, da die Zellen hier tUber elmmeits replizierten Chromosomensatz
verfigen (Lukas & Bartek 2004; Lukast al. 2004). Durch die HR kommt es zur
vollstandigen Wiederherstellung der Erbinformati@nror free). Der Prozess lauft in drei
Schritten ab: Die 5’-3’-Exonukleaseaktivitat des NHRomplexes erzeugt an beiden Seiten
des Doppelstrangbruchs 3’-Uberhéngende EinzelstréRgd51 identifiziert (zusammen mit
weiteren Proteinen) die homologe Sequenz auf déw&sterchromatide; es kommt zur
Stranginvasion und zum Strangaustausch zwischen3délberhangen des geschadigten
Molektls und dem homologen Abschnitt. Durch DNAyRoérasen werden die fehlenden
Nukleotide erganzt und durch Ligasen die Enden cidossen. SchlielYlich erfolgt die
Auflésung dieser so genanntétolliday-Strukturen durch Resolvasen (zusammengefasst in
Pfeiffer et al. 2004). Neben MRN und Rad51 spielt noch eine Raim#erer Proteine und
Proteinkomplexe eine Rolle bei der Homologen Rekoation: Rad52, ein aus mindestens 9
Einzelfaktoren zusammengesetzter Komplex, ist zugisf@el fur den Aufbau von Rad51
verantwortlich. Auch Rad54, Rad55, Rad57, BRCA1 BRICA2 sind an der HR beteiligt,
wobei deren préazisen Rollen bislang weitgehendarrdihd (Sancaet al. 2004).

Bei noch nicht repliziertem Chromosomensatz, algoallem wahrend der G1-Phase, steht
das Non-homolous-end-joiningur DSB-Reparatur zur Verfligung, bei der keine riat
bendtigt wird. Beim NHEJ bindet ein Heterodimer &ii$70 und KU8B0 an die freien DNA-
Enden des Doppelstrangbruchs. Daran bindet wiedatigmkatalytische Untereinheit der
DNA-abhé&ngigen Proteinkinase (DNA-PKcs), die dadua&tiviert wird und somit zu einer
Phosphorylierung von p53 und anderen Signalwegimierte fiihrt. Der so entstandene
Komplex fiuhrt die freien DNA-Enden zusammen undiitdert so den Reparaturkomplex
wahrend der nachfolgenden enzymatischen Modifikaetip bei denen die Enden prozessiert
werden. Zum Schluss werden die zurechtgestutzteA-Bhden durch die Ligase 1V, die

mithilfe des Adapterproteins XRCC4 an den KU-Komplendet, wieder zusammengeflgt.
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So ist die Kontinuitat des DNA-Strangs wieder hetght (Ubersicht bei Lees-Miller & Meek

2003; Pastwa & Blasiak 2003).

Obwohl es beim NHEJ zwangslaufig zum Verlust vohifformation kommt érror prone,

ist das Mutationsrisiko aber wegen des geringenzdhtsatzes an kodierender bzw.
genmodulatorischer Sequenz nicht sonderlich hocld wie Wahrscheinlichkeit far

funktionelle Schaden in jedem Fall kleiner als Mmhtreparatur.

NHEJ spielt vermutlich quantitativ die Hauptrolleilder Entfernung von DSB, die durch
ionisierende Bestrahlung oder radiomimetische Agenentstanden sind. Auch fir die
V(D)J-Rekombination ist sie essentiell, wahrend ditR eher fir die Reparatur

zusammengebrochener Replikationsgabeln in der SeRreantwortlich ist.

1.6 MCPH1-Gen

Mit dem PCC Premature chromosome condensalieByndrom (OMIM 606858) wurde
2002 von Neitzekt al. erstmalig eine kongenitale Zellzyklusstérung bestien, bei der es
zu elementaren Veranderungen bei der Chromosomdeksation kommt.

Die autosomal-rezessive Erkrankung zeichnet sigiskh durch eine ausgepragte primare
Mikrozephalie (-8 bis -12 SD) mit moderater ment&etardierung aus (Jacksenal. 2002;
Trimborn et al. 2004). Diagnostiziert wurde die Krankheit zunadbest in Berlin lebenden
Kindern libanesischer Herkunft und bei Kindern zvepakistanischer Familien, wobei es
sich bei allen drei Elternpaaren um konsanguinebieungen handelt (siehe Abbildung 3a
und b). Inzwischen sind noch einige weitere Pagiembit MCPH1-Mikrozephalie bekannt.
Wahrend die Eltern einen unauffalligen Chromosoreéunid aufweisen, zeigen die Zellen
der betroffenen Kinder einen hohen Anteil Proph#tselicher Kerne frophase like cells
PLC) in Lymphozyten, lymphoblastoiden Zelletynjphoblastoid cell linesLCL) und
Fibroblasten (siehe Abbildung 3c). Die Zellen mdnkiensiertem bzw. kondensierendem
Chromatin machen bei den Patienten in proliferidgeenKulturen einen Anteil von ca. 10-
20% aus. Bei Kontrollen befindet sich hingegen Hsetinittlich nur 1% der Zellen in der
Prophase. Dieser hohe Antelil ist Folge sowohl eurezeitigen Kondensation in der frihen
G2-Phase kurz nach Beendigung der S-Phase (Neitz£l2002) als auch einer verzdgerten
Dekondensation nach der Mitose in der G1l-Phasempioin et al. 2004). Die gesamte
Zellzykluslange ist nicht verdndert. Auch findetlsikeine erhohte Sensitivitat gegeniber
DNA-alkylierender Clastogene wie Bleomycin oder DI€Aosslinkern wie Mitomycin C
(Neitzelet al. 2002).
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Abbildung 3 (a)Schéadel-MRT eines 18-Monate alten Kindes mit MCPH1-Mikrozephglinks) im Vergleich mit einer
altersgleichen Kontrolle (rechts). Die Gehirngréfeauf ungefahr ein Drittel reduziert. (Byvei Patienten mit MCPH1-
Mutation. (c) Zellularer Phéanotyp. Die Pfeile markieren Zellen mit vorzeitiger Chrasnmenkondensation (aus
Dissertation Trimborn 2005).

Das bei diesem Syndrom mutierte Gen MCPH1 bzw. BREBRCT-repeat inhibitor of
hTERT expressignst seit einiger Zeit bekannt (Jacksetral. 2002; Trimborret al. 2004). Es
liegt auf Chromosom 8p23 und umfasst 2508 Baserpkadierender Sequenz. Das Gen
kodiert im Wildtyp ein Protein von 835 Aminosauréédnge. Die beiden beschriebenen
Kinder mit Mutationen in MCPH1-Gen haben jeweilsieeiPunktmutation in Form einer
Insertion eines Basenpaares. Diese fihrt zu efreemeshiftMutation und damit zur
Generierung eines vorzeitigen Stopcodons (T143NfsRadurch kommt es zur Beendigung
der Translation am Ribosom und das als Microceph@acksoret al. 2002) bezeichnete
Protein wird nicht synthetisiert. Es wurden bisheerschiedene andere Mutationen
beschrieben, darunter frihe trunkierende Mutatipeéme Deletion der ersten 9 Exons des
Gens sowie eine Punktmutation (S25X, delE1_E9, 727R

Das MCPH1-Gen enthélt drei BRCT (BRCAL1 C-termina@pmanen (Woodst al. 2005).
BRCT-Domanen finden sich vor allem bei Schlusségnen der Zellzyklus- und DNA-
Schadenskontrolle (Huytoet al. 2000). Tatsachlich beschreiben zwei Arbeiten eiDefekt
des DNAdamage checkpoint®n U20S-Zellen nach siRNAnockdowndes MCPH1-Gens.
Bei den siRNA-transfizierten Zellen kam es zu eingsatlichen Verlust des G2/M und des
Intra-S-Phaseheckpointsach ionisierender Bestrahlung. Aul3erdem waretigeen Zellen
die Protein- und RNA-Konzentrationen zweier wicktigsene der DNA-Schadenskontrolle,
BRCAL und CHK1, erniedrigt (Xet al.2004; Linet al.2005).

Bereits 2003 wurde das MCPH1-Gen als transkripteon&epressor von hTERT, der
katalytischen Untereinheit der humanen Telomeratmtifiziert. Die Telomeraseaktivitat
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verhindert das zellulare Seneszenz-Programm urdktfisich vor allem in Stammzellen,
jedoch auch in vielen Tumorzellen. In den meistematischen Zellen wird sie hingegen
unterdrickt. Da viele Tumorsuppressor-/Onkogathways in die hTERT-Repression
involviert sind, wird MCPH1/BRIT1 seither als potmties Tumorsuppressorgen angesehen
(Lin & Elledge 2003).

Die genaue Einbindung von MCPHL1 in den DNA-Schaklensollpunkt ist ungeklart und
umstritten. So beobachteten Let al. (2005) schon wenige Minuten nach ionisierender
Bestrahlung eine nukleare Foci-Bildung von MCPHH @me Lokalisierung dieser Foci an
den DNA-Schadensstellen, markiert durch die Akkwatioh etablierter DNAdamage
responseProteine wie MDC1, 53BP1, NBS1 und phosphorylie®d3Vl. Sie postulierten
daher eine sehr proximale Rolle von Microcephatirhierarchischen Netz des DNdamage
pathwaydLin et al.2005; Raket al.2006).

Eine andere Arbeitsgruppe hingegen sieht dessektibonunterhalb von CHK1 im ATR
pathway (Alderton et al. 2006). Sie verglich die Antwort von Zellen mit nkierenden
MCPH1-Mutationen auf genotoxischen Stress mit ATd&Kel-Syndromzellen. Das Seckel-
Syndrom wird durch hypomorphe Mutationen in ATR rodarch Defekte im ATRpathway
verursacht und zeigt dhnliche klinische Merkmale das PCC-Syndrom: eine Mikrozephalie
und eine mentale Retardierung. Weiterhin findet lpanden Seckel-Syndrompatienten eine
postnatale Wachstumsretardierung — eine Eigensdhafeauch fur einige MCPH1-Patienten
beschrieben wurde. Im Gegensatz zu anderen MikhatiepSyndromen wie derNijmegen
BreakageSyndrom oder dem Ligase IV-Defizit wurden fir dd€PH1- und das Seckel-
Syndrom jedoch bisher weder eine Immundefizienzhneioe erhdhte Krebspradisposition
berichtet.

In den Studien wurde die Replikationsrate nach WétBahlung und Behandlung mit dem
Replikationsinhibitor Hydroxyurea (HU) bestimmt usdwohl fir die Seckel-Syndrom- als
auch fur die MCPH1-defizienten Zellen ein fehlendehlzyklusarrest festgestellt. AuRerdem
fanden diese Studien eine weitere ATR-unabhangigektton von MCPH1 in der
Aufrechterhaltung der inhibitorischen CdK1-Phosptierung, welche einen vorzeitigen
Mitoseeintritt verhindert (Aldertoet al.2006; O'driscolkt al.2006).

Die genauen Funktionen von MCPHL1 sind noch nichtdichend aufgeklart. Der klinische
und zellulare Phanotyp weisen auf eine Rolle beiNBirogenese und bei der Regulation der
GroRRe des zerebralen Kortexes hin. Als negativgguR#éor der Chromosomenkondensation
ist es am Eintritt in die Mitose beteiligt (Trimboet al. 2004; Trimbornet al. 2006).

22



Einleitung

Weiterhin ist eine Einbindung des MCPH1-Gens in B&NA damage checkpoinind somit
ein Einfluss auf die genomische Stabilitat wahrsdiah (Bartek 2006; Chapledt al. 2006).
Die Vorstellung einer Stérung der Zellzyklusregidatbei neuronalen Progenitorzellen bietet
einen attraktiven Erklarungsansatz fiur die primMierozephalie (Jacksoet al. 2002; Bartek
2006). Die Tatsache, dass in vielen Krebszelllinegniedrigte MCPH1-Konzentrationen
nachgewiesen wurden, bekraftigt die These, dassi@s bei MCPH1 um ein neues
Tumorsuppressorgen handeln konnte. Die vollstandig&larung seiner Funktionen und
Interaktionspartner kénnte somit langfristig neuekeBntnisse fir die Krebsforschung
hervorbringen (Ragt al. 2006).

1.7  Zielsetzung dieser Arbeit

Ziel dieser Arbeit ist eine weitere Charakterisiggudes beim PCC-Syndrom mutierten Gens
MCPHL1. Die Arbeit beschéftigt sich vor allem mitrdesher ungeklarten Rolle von MCPH1
bei der Zellzyklusregulation. Dazu sollen einesseitlie relativen Mengen der
Zellzyklusproteine BRCA1 und CHK1 in Zellen mit tkierenden MCPH1-Mutationen
mittels Westernblot un®eal TimePCR bestimmt werden. Weiterhin soll eine Analyss de
G2/M damage checkpointsithilfe der Durchflusszytometrie Aufschlisse Udex Fahigkeit
der Zellen zur DNA-Schadenserkennung und —reparafigh ionisierender Bestrahlung
geben. Hierfur liegen lymphoblastoide Patientefinéth der Berliner Kinder (Patient 1 und
2), der pakistanischen Familien (Patient 3 undofjis eines Patienten mit einer Missense-
Mutation (T27R) am Institut fir Humangenetik dera@té vor. Zusatzlich stehen humane
Krebszelllinien zur Verfigung, bei denen (nach Tram et al. 2004) durch siRNA ein
transienteknockdownvon MCPH1 induziert werden kann.

Letztendlich soll der Frage nach der evolutiondikemserviertheit von MCPH1 und nach
dessen Rolle bei anderen Saugetieren nachgegangetdenwy Nach einer transienten
Herunterregulierung des MCPH1-Orthologs in eineubzlllinie soll der zellulare Phanotyp
beschrieben werden. Dies wirde einen ersten wehti§chritt zur Entwicklung eines

zukunftigen Tiermodells darstellen.
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2 Material und Methoden

2.1  Material
21.1 Gerate
Zentrifugen Biofuge 15, Heraeus
Minicentrifuge, Fischer Scientific
Megafuge 2.0, Heraeus
Mikroskope Invertoskop, Zeiss
Mikroskop Laborlux S, Leitz
Elektrophorese und Electrophoresis Power Supply PS 3003, Gibco
Westernblot Geltray, Elektrophoresekammer, Renner
UV-Transilluminator, UVP
X-Cell SureLock Elektrophoresekammer, Invitrogen
X-Cell 1l Blot Module, Invitrogen
Mini Trans-Blot
Electrophoretic Transfer Cell, BioRAD
Zellkultur Lamin Flow Werkbank CA/REVK, Clean Air
Begasungsbrutschrank 6220, Heraeus
FACS-Gerat BD LSR - BD, Bioscience
PCR Mastercycler + Mastercycler gradient, Eppendorf
Real Time PRC 7500 Real-Time PCR System, Appliezs@tem
Sonstige Gerate Heizblock Thermostat 5329, Eppéndor
Vortex Vibrofix VF1, Jahnke&Kunkel
Wippschuttler Shaker DRS-12, neolLab
Pipetten, Gilson/Eppendorf
Warmeplatte, Medax
Ultraschallstab Sonifier 450, Branson
Rontgenstrahlenquelle (Ua = 100 kV, | = 10 mAtd¥iD,3 mm Ni, Dosisrate: 2,1
Gy/min), Muller MG 150

2.1.2  Verbrauchsmaterial, Reagenzien und Enzyme

Die Ublichen Laborchemikalien und Reagenzien (zEBomophenolblau, BSA, DTT,
Essigsaure, Ethanol, Giemsa, Glycerol, KCL, MethaiNaAcid, Paraformaldehyd, SDS,
Tris, Tween 20) wurden in p.A. Qualitat von den $ieliern Merck, neoLab, Roth und Sigma

bezogen.

24



Material und Methoden

AmpliTaq DNA Polymerase und PCR-Puffer, PerkinElmer
Antioxidant, Invitrogen

DAPI, Serva

ECL Detection System und Advanced ECL Detectiorte3gs Amersham
Hybond P PVDF Membran, Amersham

Hyperfilm ECL, Amersham Kaliumchlorid (KCI), Merck
Laborhandschuhe Peha-soft, Hartmann

Magermilchpulver, frema

MagicMark XP Proteingrof3en-Standard, Invitrogen

M-MLV Reverse Transcriptase RNase H und PCR-PuHesmega
NUuPAGE 4-12% Bis-Tris- und Tris-Acetat-Gele, Ingigen
NuPage Antioxidanz, Invitrogen

NuPage MOPS-SDS Running-Buffer 20-fach, Invitrogen
NuPage Transfer-Buffer 20-fach, Invitrogen

Nukleotide (dNTPs), Promega

Objekttrager und Deckglaschen (verschiedene Gr¢Réamzel
Oligofectamin, Invitrogen

PBS (pH 7,4): 140 mM NaCl, 2,7 mM KCL, 8 mM NrD,, 1,4 mM KHPO,
Pipettenspitzen, Eppendorf

Random Primers, Promega

Reaktionsgefalie (verschiedene Grolien), Eppendorf

RNeasy RNA isolation Mini Kit, Qiagen

SeeBlue Plus2 Pre-stained Proteingrof3en-Standaiitholgen
TagMan Universal PCR Master Mix 2-fach, Applied 8jstems
TBS (pH 7,5): 20 mM Tris, 150 mM NaCl

Whatmanfilter, Schleicher & Schuell

2.1.3  Zellkulturmaterial

Dulbecco’s Mod. Eagle Medium, Gibco
Earles Mod. Eagle Medium, Gibco
OptiMEM, Invitrogen

RPMI 1640, Biochrom

Trypsin-EDTA, PAA

Fetales Kélberserum, Biochrom
Penicillin/Streptomycin, Gibco BRL
Trypsin, Gibco

Sterile Einwegmaterialien (Pipetten, Zellkulturd&$é Rohrchen, Petrischalen),
Falcon/Beckton-Dickinson/Nunc
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214 Puffer

Die genaue Zusammensetzung der verwendeten PuftermwMethodenteil beschrieben.

2.1.5 siRNA-Duplizes

siRNA-Duplizes von Qiagen/Dharmacon

Bezeichnung

Mm-mcphl-1

Mm-mcph1-2

MCPH1-2

MCPH1-Xul

MCPH1-Xu4

MCPH1-Xu5
Non-silencingKontroll-siRNA

2.1.6  Zelllinien

Sequenz des Sense-Strangs von 5’ nach 3
GGGAGAGGAUUGUAAUGUACTAT
GCCACAGGAUAUAGUGAAAATAT
CUCUCUGUGUGAAGCACCUdTdT
AGGAAGUUGGTTGGAUCCAITIT
UGAUGUACCUAUUCUCUUAUU
GAUAAGAGAUUUCAGAAGAUU
UUCUCCGAACGUGUCACGUdTdT

EBV-transformierte lymphoblastoide Zellinien (Institut fir Humangenetik, Charité)

Bezeichnung
Patient 1, 2
Patient 3, 4
Patient 5
AT-Zelllinie
Kontrolle 1
Kontrolle 2
Kontrolle 3
Kontrolle 4

Kontrolle 5

Adharente Zelllinien

Bezeichnung
Patient 1 SV

LN9 SV
HelLa
u20s
PT67

26

Zelllinie (Mutation)

562, 563 (T143NfsX5)

656, 657 (S25X)

135 (T27R)
389 (Ataxia Teleangiectasia-Zellinie)
868

053

587

1001

SWEIG

Zellinie (Mutation), Herkunft

562, SV-40-transformierte MCPH1-Zeidi (T143NfsX5),
Institut fir Humangenetik, Charité

LN9, SV-40-transformierte Kontrollzelllinidgnstitut fir Humangenetik, Charité
Cervix-Karzinom-Zellen, DZS
humane Osteosarkom-Zellen, DZS

amphotrope Verpackungszelllinie (Maus): ReaakPPT67, Clonetech
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2.1.7  Antikorper

Antikorper
Anti-H3-P-Ser10
Anti-BRCA1
Anti-CHK1

Anti- a-Tubulin
Anti-3-Actin

Anti Mouse HRP
Anti Rabbit HRP

Aus Spezies, Firma
Rabbit, Cell Signalling
Mouse, Calbiochem/Santa Cruz
Mouse, Santa Cruz
Mouse, Sigma
Rabbit, abcam
Sheep, Amersham

Donkey, Amersham

2.1.8 PCR-Primer und TagMan-Proben

Alle Primer und TagMan-Proben wurden von der Fifita Molbiol bezogen.

Primer

MCPH1 Forward
MCPH1 Reverse
MCPH1 Probe
BRCA1 Forward
BRCAL Reverse
BRCA1 Probe
CHK1 Forward
CHK1 Reverse
CHK1 Probe
HPRT Forward
HPRT Reverse
HPRT Probe
3-Actin Forward
3-Actin Reverse
3-Actin Probe

2.1.9 Software

Sequenz von 5’ nach 3’
GTAAAGCTCGTTTCGGTGCTCT
AAATTAAAATCTTTGGGCTGCATACA
FAM-AGCTGGAGCACACATTGATGAATCATTGT
GCTGAATGAGCATGATTTTGAAGTC
GGCCCATAGCAACAGATTTCTAG
FAM-CTGGGATTCTCTTGCTCGCTTTGGA
GCTCCTCTAGCTCTGCTGCAT
GAGAGAAGTCCAAATTGGATTGAATG
FAM-TCCACTGGGAGACTCTGACACACCACC
AAAACAATGCAGACTTTGCTTTCC
GTCAAGGGCATATCCTACAACAAACT
YAK-TCCAAAGATGGTCAAGGTCGCAAGC
AGCCTCGCCTTTGCCGA
CTGGTGCCTGGGGCG
FAM-CCGCCGCCCGTCCACACCCGCC

FACS-Daten: WinMDI 2.8 und Cylchred
Real Time PCR 7500; Applied Biosystems
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2.2 Methoden

2.2.1  Zellkultur

Adhasionszellkultur

Die adharenten Zelllinien wurden in einem Brutsokrdei 37° Celsius, 5% CO? und 95%
relativer Luftfeuchtigkeit kultiviert. Zwei Mal prowWoche, kurz bevor eine konfluente
Zelldichte erreicht war, wurden die adharent waobse Zellen mit Trypsin abgeldst und in
Abhangigkeit von der jeweiligen Proliferationsgesaidigkeit im Verhaltnis 1:5 bis 1:20

verdunnt und in neuem Medium ausgeséat. Als Mediemvendete ich fur die HelLa-Zellen
Earles MEM, fur alle anderen Zelllinien Dulbeccd8EM (jeweils mit 10% Fetalem

Kalberserum, 100 pg/ml Penicillin und 3pg/ml Stogpycin).

Suspensionszellkultur

Die lymphoblastoiden Zelllinien wurden in RPMI-Medna (mit 15% fetalem Kélberserum,
100pg/ml Penicillin und 3pug/ml Streptomycin) im 7Brutschrank kultiviert. Kam es nicht
durch ein Experiment zur Enthnahme von Zellen, wuedenal pro Woche die Halfte der
vorher aufgeschuttelten Zellensuspension entnomreworfen und die Flaschen auf 80%
des Ausgangsvolumens mit frischem Medium aufgefiitinzentration ca. 3xf@ellen/ml).
Jeweils vier Tage spater wurde den Flaschen dierfdan 20% Medium hinzu gegeben, so

dass das ursprtingliche Volumen wiederhergestefit wa

2.2.2  Chromosomenpraparation

Die adharent wachsenden Zellen wurden zunachst Tmjpsin vom Flaschen- bzw.
Plattenboden gel6st, in Aufarbeitungsrohrchen ietf und 10 min bei 170 g zur
Zellsedimentierung zentrifugiert. Bei den Suspemszellen (LCLs) entfiel der
Ablosungsschritt. Der Uberstand wurde bis auf 0)5abipipettiert und die Zellen in der
verbleibenden Flussigkeit resuspendiert. Nach degaBe von 5 ml 0,4%-iger Kalium-
Chlorid (KCI)-Losung wurden die Zellen fur 10 mimi37°C-Wasserbad inkubiert, danach
erneut zentrifugiert, der Uberstand abgenommendiedZellen resuspendiert. Als nachstes
erfolgte die zunachst tropfenweise, dann langsamggaZe von 5 ml Fixativ
(Methanol/Eisessig, 3:1), mit dem die Zellen grietdlvermischt wurden. Anschliel3end
wurde erneut zentrifugiert, abpipettiert und resusjlert. Nachdem das Fixativ noch zwel
Mal gewechselt wurde, konnten 1 bis 2 Tropfen ddtszdspension auf mit Alkohol geputzte
Objekttrager getropft werden. Die getrockneten &tjager wurden flr eine Zeitdauer von
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10 min in 4%-iger Giemsa-L6sung (Azur-Eosin-Metmjdi&au, Merck) in Phosphatpuffer
pH 6,8 (0,025 M) gefarbt, mit H20 gewaschen untgktrocknet. Anschlielend wurden die
Objekttrager mit Vitro-Clud (Langenbrink) und 7&28 mm grof3en Deckglaschen versiegelt
und Uber Nacht ausgehéartet. Die Auswertung erfolgteer dem Lichtmikroskop (siehe
Abbildung 4). Es wurden im Allgemeinen mindestef8d Zellkerne ausgewertet und dabei
zwischen Interphase-Kernen, Prophasen bzw. Progitadehe Zellen und Mitosen

unterschieden.

Abbildung 4 Lichtmikroskopische Ansicht einer lymphoblastoiden zlllinie mit MCPH1-Mutation . Neben einigen
Mitosen und vielen Interphase-Kernen erkennt mamrere Prophase-ahnliche Zellen (siehe Pfeile) roitdensierten
Chromosomen, aber vorhandener Kernmembran.

2.2.3 RNA Interferenz

Seit der Entschlisselung des menschlichen Genamiszsvar samtliche ca. 30 000 Gene

sequenziert, deren Funktionen aber noch zu groB#enTunbekannt. Um die Wirkung eines

bestimmten Gens zu verstehen, versucht man, dgessslt auszuschalten beziehungsweise

zu modulieren und somit dessen Proteinsynthesemunen.

RNA Interferenz (RNAI) ist ein wirksames Verfahrater sequenzspezifischen, post-

transkriptionalen Herunterregulierung eines Gegené¢ silencing Dabei wird ein 21 bis 23
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Nukleotid langer Abschnitt (siRNAshort interferenceRNA) homolog zu einer bestimmten
Sequenz des auszuschaltenden Gens in Form einesDRNpelstranges (dsRNA) mithilfe
eines Liposoms in die Zielzellen transferiert. Daitd ein Strang der siRNA in den RNA-
inducing-silencing-completRISC) aufgenommen. Dieser erkennt und spaltetifipeh die
komplementére Ziel-mRNA, wodurch die Translationdusomit die Synthese des
entsprechenden Genprodukts verhindert wird (Tug6BfL). Im Optimalfall erhalt man eine
knockdowrEffizienz von > 90 %, d.h. bei den transfizier#@ellen findet sich ein auf 10 %
des Ausgangswerts reduziertes Proteinniveau.

Ich benutzte die siRNA Technik dazu, das MCPH1-@eszuschalten bzw. die Expression
von Microcephalin herunterzuregulieren. Dazu wurdenl. Tag 75.000 bis 200.000 Zellen
pro Ansatz in 2 ml Medium (DMEM/10%FKS) in 35 mm-dhmesser-Platten ausgesat. Am
2. Tag erfolgte die erste Transfektion. Dafir wurdenéchst pro Ansatz 60 pl der Losung A
(20% Oligofectamin in OptiMEM) und 212 ul der LoguB (je nach Experiment 1,06-4,24
mmol der entsprechenden siRNA in OptiMEM) angesdidben verschiedenen siRNA-
Duplizes gegen MCPH1 wurde immer @an-silencingkontroll- sSiRNA-Ansatz mitgefihrt,
der nachgewiesenermalien nicht zur Herunterregoieson Genen fuhrt. Nach einer 5-
minttigen Inkubation bei Raumtemperatur wurdenhbdilen Losungen (A und B) vermischt
und weitere 20 min inkubiert. AnschlielRend konnée &72 pl-Ansatz tropfenweise auf die
Zellen pipettiert und diese Uber Nacht bei 37°CQulrkrt werden.

Die zweite Transfektion erfolgte 24 Stunden spatelog zur ersten mit dem Unterschied,
dass zuvor ein Zellmediumwechsel stattgefundere hatn letzten Tag (48 Stunden nach der
1. Transfektion) wurden die Zellen mit Trypsin alégé und konnten nun entweder fir die
Durchflusszytometrie, Proteinlysatherstellung, RMAKerung oder fur eine
Chromosomenpraparation verwendet werden. Bei eirdan durchflusszytometrischen

Versuche erfolgte der Ablésungsschritt erst 72 &unmach der 1. Transfektion.

2.2.4 Westernblot

Allgemeine Einflihrung

Der Westernblot ist eine Methode zur vergleichenQemntifizierung spezifischer Proteine
innerhalb eines Proteingemischs. Dabei trennt nnadchst die Proteine gelelektrophoretisch
auf. Im Rahmen dieser Arbeit kam dazu die so gaea®DS-PAGE (Sodium Dodecyl
Sulfate-Polyacrylamid-Gelelektrophorese) zum Emns&DS ist ein anionisches Detergenz,
welches dazu genutzt wird, auf hydrophoben Wechdaiwgen beruhende Bindungen

innerhalb des Proteins aufzulésen, woraufhin diéehén Proteinstrukturen (Sekundar-
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Tertiar- und Quartéarstrukturen) verloren gehen. &dBm Uberlagert SDS die Eigenladungen
der Proteine. Die negativ geladenen und lineateieProteine kdnnen nun im elektrischen
Feld ihrem Molekulargewicht entsprechend aufgetreverden, da kleinere Proteinmolekile
schneller durch das Netzwerk des Gels zur Anodadernals grof3e. Der SDS-PAGE folgt
der eigentliche Westernblot, namlich der elektraptische Proteintransfer auf eine
Polyvinylidendifluorid-(PVDF-)Membran, die sich dir eine hohe Bindekapazitat fir
Proteine auszeichnet.

Vor Beginn der Nachweisreaktion ist es notwendig,uwhspezifischen Proteinbindungsstellen
abzublocken, wozu z.B. Magermilchpulver verwendetiwDaraufhin erfolgt die Inkubation
der Membran mit dem antigenspezifischen, unmasmeRrimarantikdrper und anschlie3end
mit dem speziesspezifischen, markierten Sekundiéaper, der gegen den konstanten Teil
des an das Protein gebundenen Primarantikbrpershtgdrist. Die von uns verwendeten
HRP-(Meerrettichperoxidase-) konjugierten Sekunai@kéarper erlauben eine anschliel3ende
Entwicklung mit dem enhanced chemical luminesceh@retektionssystem. Die
fluoreszierenden Proteinbanden konnen durch Aufleg;mes RoOntgenfilms visualisiert

werden.

Herstellung von Proteinlysaten aus LCLs/Fibroblasta

Die Zellen wurden in Aufarbeitungsrohrchen tberfiinmit je 4 ml steril filtriertem 1xPBS
aufgefillt und 10 min bei 170g zentrifugiert. Naabrsichtigem Abkippen des Uberstandes
wurden weitere 4 ml PBS hinzugeflgt und das Zeisedt darin resuspendiert. Danach
wurde erneut zentrifugiert, der Uberstand diesmaisichtig abpipettiert und die Zellen
griandlich aufgeschittelt. Als nachstes wurden dielled in flissigem Stickstoff
schockgefroren und 1 pl Laemmli-Puffer (1 x SDSkergpuffer: 60 mM Tris, pH 6.8, 1%
SDS, 10% Glycerol, 0.01% Bromophenolblau und 0.DM) pro 5000 LCLs bzw. pro 1000
Zellen hinzu gegeben. Der Ansatz wurde durchpirettund gevortext, in 2 ml-Eppis
dberfihrt und anschlieBend mit 12 Intervallen gdp@ft. Gelagert wurden die fertigen
Zelllysate bei -20° Celsius.

Gelelektrophorese

Zuerst wurde die entsprechende Menge Proteinlygabemen, fir 2 min auf 98°C erhitzt
und die Proteine dadurch denaturiet. Das Gel (NuUPA®vex 4-12% Bis-Tris-Gel oder
NuPAGE Tris Acetat, beides von Invitrogen) wurdemg® Herstellerangaben in die
Elektrophorese-Kammer eingebaut und der Laufpu®& mM MOPS, 50 mM Tris-Base,
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0,1% SDS, 1mM EDTA, pH 7,7) eingeflillt. Anschlie@ekonnten die Proteinlysate in die
Gelkammern pipettiert werden, wobei in die erstd letzte Spur ein vorgefarbter (SeeBlue
Plus2) oder erst bei der Visualisierung sichtban@ehter Molekularmassenmarker (Magic
Mark) geladen wurde. Die elektrophoretische Pratgitnennung erfolgte fir ca. eine Stunde
bei 200 Volt.

Westernblot

Nach dem Befreien des Gels aus seiner Hulle wusdaué eine gleichgrol3 zugeschnittene
PVDF-Membran (vorher 5 Minuten in 100% Methanoliktt und mindestens 10 min in

Transfer-Puffer aquilibriert) gelegt und von beidg&eiten mit vorher in Transfer-Puffer (25
mM Bicine, 25 mM Bis Tris, 1ImM EDTA, pH 7,2) eingewhten Watman-Filterpapieren

und Schaumstoffschwdmmen eingepackt. Das Sandwednmté& nun, wie vom Hersteller

beschrieben, in das Blotmodul gesteckt werden, waolas Gel zur Kathode, bzw. die

Membran zur Anode zeigte, damit der Proteintrangfen Gel auf die Membran stattfinden
konnte. Der Transfer-Puffer wurde in die Kammerugef AnschlieBend konnte entweder
Uber Nacht bei 20 Volt im 4°C-Kuhlraum oder fur 1SBunden bei 100 Volt im Eisbad

geblottet werden.

Proteindetektion (Blocken, Antikorperinkubation und Visualisierung)

Nach kurzem Spulen der Membran in TBS folgte einstindiges Blocken in 5%
Magermilchpulver in TBS-T (20 mM Tris, pH 7,5, 159M NacCl, 0,05% Tween 20) bei
Raumtemperatur. Danach wurde die Membran 5 mal B imi TBS-T gewaschen und
anschlieBend fur eine Stunde bei Raumtemperatudenit 1. Antikdrper inkubiert (verdiinnt,
je nach Antikérper 1:50 bis 1:2000 in 1%BSA/0,05%xia in TBS-T). Der 2. Antikdrper
wurde 1:10000 in Blocking-Lésung angesetzt. Nactem erneuten Waschschritt (5 mal 5
min in TBS-T) wurde die Membran fir eine weiterer&te mit dem 2. Antikérper inkubiert.
Einem letzten Waschschritt folgte nun die Detektaittels einer Detektionsreagenzmischung
(Amersham Bioscience, je 1 ml Reagenz 1 und 2),dmitdie Membran fiir eine Minute
benetzt wurde. AnschlieRend konnte man mit der résmerenden Membran einen

Rontgenfilm belichten und diesen in der Dunkelkamergwickeln.

2.2.5 Polymerase-Kettenreaktion

Mithilfe der Polymerase-Kettenreaktiopalymerase chain reactiprPCR) kdénnen selbst
kleinste DNA-Mengen abschnittsweise amplifiziertdusomit spezifisch nachgewiesen
werden. Das Mitte der 80er Jahre entdeckte Prif&ayki et al. 1986) ist recht einfach: Zuerst
32



Material und Methoden

werden die Proben auf Gber 90°C erhitzt und daddiehDoppelhelix der Ausgangs-DNA
(templatg@ aufgeschmolzen. Durch Abkihlen der Probe auf a@ykridisiert das spezifische
Primerpaar (kurze Oligonukleotide) an die beideddindes zu amplifizierenden Abschnitts
der aufgeschmolzenen Einzelstréngear{ealing und bildet so die beiden Startpunkte fur die
Polymerase, die nun komplementédre Gegenstrangéetigieren kann (Elongation). Die
optimale Arbeitstemperatur der von uns verwendétemmostabilen Tag-Polymerase (aus
dem in 70°C heil3en Quellen lebenden Bakterilinermusaquaticus) liegt bei 72°C. Auf
diese Weise kommt es zu einer annahernden Verdopmar DNA-Menge. Durchlauft die
Probe dieses Temperaturprofil 30 bis 45 mal, erhddn aufgrund des exponentiellen
Wachstums grof3e DNA-Mengen der gewiinschten Sequ2az.PCR-Produkt kann nun
mithilfe der Agarosegelelektrophorese durch Vegyiemit einem mitgefihrten Standard in
seiner Grol3e abgeschatzt werden.

In der vorliegenden Arbeit wurde die PCR-Methodenztlachweis einer erfolgreichen
MRNA-Isolierung mit anschlieBender Reverser Trapskin angewandt (siehe Abschnitt
2.2.6). Dafiur verwendete 10% PCR-Puffer 10-fackl(ih5 mM MgC}), 1% Taq Polymerase
(5U/ul), 2% Nukleotide (10mM), je 3,3% Primer (10pMorward/Reverseund 3,3-6,7%
cDNA in sterilem desionisierten Wasser. An eindialeé Denaturierung (6 min bei 95°C)
schlossen sich 40-45 PCR-Zyklen an (je 30 Sekurgdéc, 60°C und 72°C), gefolgt von

einer finalen Elongation (5 min bei 72°C).

2.2.6  RNA-Praparation und Reverse Transkription

Da mithilfe der PCR nur doppelstrangige DNA amplért werden kann, muss, wenn RNA
nachgewiesen werden soll, diese nach der Isolieianggomplementdre DNA (cDNA)
umgeschrieben werden. Dies geschieht durch dierBev@anskription.
Die RNA-Praparation erfolgte mit dem RNeasy Mini Kon Qiagen. Es sollten mindestens
50 000 Zellen pro Ansatz zur Verfiigung stehen. Aehtiwachsende Zellen wurden vorher
abtrypsiniert, Suspensionszellen konnten direktlid ml-Eppis Uberfuhrt werden. Die
Praparation erfolgte nach den Angaben des Henstelie RNA wurde jeweils mit 3@
RNAse-freiem Wasser eluiert.
Zur cDNA-Synthese wurden zu 10 pl RNA je 0,4 pldamisierte Hexamerprimer (200
pmol/ul, Promega) gegeben, 5 min auf 70° erhitzk dann auf Eis gekihlt. Nach Zugabe des
Master Mixes (1,25 ul Nukleotide 10 mM, 1 pl M-MLReverse Transcriptase RNase H (-)
(Promega), 5 ul Puffer (5x) (Promega) und 0,75 Nage freies Wasser) wurden die Ansétze
erst 10 min bei Raumtemperatur inkubiert, dann &tnende auf 55°C und abschlieRend 15
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min auf 70°C erwarmt. Der Erfolg der Reversen Tkapsion wurde mithilfe der PCR (siehe
Abschnitt 2.2.5) Uberpruft und die Proben ansclelnel3bei -20°C gelagert. Sie konnten nun
alstemplatebei der QuantitativeReal TimePCR eingesetzt werden.

2.2.7 Quantitative Real Time PCR

Seit den Anfangen der PCR wurden permanent neuesAdmngsmoglichkeiten entwickelt,
wovon dieReal TimePCR eine ist. Durch die Detektion der amplifizertPCR-Produkte
wahrend des Reaktionsablaufs ermoglicht sie eirenfizierung des Ausgangsmaterials.
Das wohl bekannteste und auch alteste ist das isangte Tag-Man-Prinzip (Livakt al.
1995), bei dem sich die sonst nicht beachtete EEx@nukleaseaktivitat der Tag-Polymerase
zunutze gemacht wird. Zusatzlich zu den ublicheiRHR&agenzien wird der Reaktion ein
Oligonukleotid (sog. Hydrolysesonde) beigefugt, #amplementar zu einer zwischen den
beiden Primern liegenden Sequenz ist. Die Sonde wm ihrem 5-Ende mit einem
Phosphatrest blockiert, damit sie nicht @siplatedienen kann. Sie ist mit zwei Substanzen
markiert: am 5’-Ende befindet sich ein Reportemy @-Ende ein Quenchermolekil. Das
Reportermolekil (z.B. 6-Carboxyfluoreszin, FAM) dethnach Anregung durch Licht einer
bestimmten Wellenlange ein Fluoreszenzsignal awesnMich das Quenchermolekdil (z.B. 6-
Carboxy-Tetramethyl-Rhodamin, TAMRA) in raumlicheddhe zum Reportermolekil
befindet, absorbiert dieses das Licht, da das Amrggspektrum des Quenchers dem
Emmisionsspektrum des Reporters entspricht. DiBsiezip wird als Fluoreszenz Resonanz
Energietransfer (FRET) bezeichnet (Cardwdloal. 1988). Die rdumliche Nahe ist solange
gegeben, wie sich Reporter und Quencher in der eslaw freien oder an die DNA
hybridisierten Sonde befinden. Ist dies der Falirdwkein Fluoreszenzsignal ausgesandt.
Wahrend der PCR wird nun die Sonde durch die FE@&mukleaseaktivitdt der Tag-
Polymerase abgebaut und somit Reporter und Queroneinander getrennt. Der Quencher
kann jetzt das Fluoreszenzsignal des Reporterst moghr unterdriicken, weshalb die
Fluoreszenz zunimmt. Mit jedem Zyklus werden mebnd&n abgebaut und damit mehr
Reporter freigesetzt. Das Fluoreszenzsignal swdiigikkt proportional zur Anzahl der neu
synthetisierten PCR-Amplifikate und kann wahrendRleaktion gemessen werden.

Die Verwendung verschiedener Oligonukleotid-Sonddaubt theoretisch eine Multiplex-
PCR, praktisch ist die Zahl jedoch begrenzt, da die Emmisionsspektren der gemessenen
Fluorochrome moéglichst wenig tUberlappen solltennMargleicht nun sinnvoller Weise in
einem Ansatz die Expression des Zielgens mit deestiousekeepingens (HKG), von dem
man annimmt, dass es in den untersuchten Ansatzemer konstanten Menge exprimiert,
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d.h. nicht reguliert wird. Die Auswertung der Ansdyerfolgt nach der so genanntekCT-
Methode (Livak & Schmittgen 2001), wobei der CT-Wgthreshold cycl§ die Zyklenzahl
ausdruckt, bei der ein eindeutiger Anstieg der Repd-luoreszenz Uber das Grundrauschen
ermittelt werden kann, also in der exponentiellezwb linear logarithmischen
Vermehrungsphase (siehe Abbildung 5).

563 BRCAI Target 24.798 -4.748 0.188 0.172 0.888
656 BRCAI Target 24.676 -4.222 0.086 0.698 0.616
97 BRCAI Target 25.290 -3.717 0.108 1.203 0.434
135 BRCAI Target 27.342 -4.441 0.105 0.479 0.718
1001 BRCA1 Target 25.318 -4.920 0.161 0.000 1.000
Sweilg BRCALI Target 25.237 -5.024 0.105 -0.104 1.074
H20 BRCA1 Target 37.010

1.02+000

Threshold

Signal

100002

100003

2 3 4 5 & 7 8 9 10 M 12 13 14 15 16 7 18 19 20 2 2 23 24 25 26 27 28 20 0 3 R B 34 3B 3B ;¥ 3B W 40

Zyklus

Abbildung 5 Beispielhafte Auswertung (oben) undKurve (unten) einer Messung der cDNA-Menge von BRCAL1 in
Patientenzellen und Kontrollzellen miteal TimeP?CR 7500 (Applied Biosystems).

Subtrahiert man den CT-Wert des Zielgens von desrhdasekeepingens, erhdlt man den
ACT Wert. Zur Berechnung der Relativen Quantitdgkecht man nun wiederum dexCT
Wert der zu untersuchenden Patientenzelllinie reindvon gesunden Kontrollzellen und
kommt so zu demACT-Wert. Die Relative Quantitat (RQ) berechnet slainch

RQ = 2-AACT’
wobei mit der Basis 2 von einer Produkt-Verdoppligm@yklus ausgegangen wird. Praktisch
liegt diese Zahl unter optimierten Reaktionsbedmggn bei 1,7-1,9 (mit einer Spannbreite
von 1,5 bis Uber 2), weswegen man nicht direkt dief urspriinglichetemplateMenge
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schlieBen kann. Im Ergebnisteil dieser Arbeit wiod allem mit dem Logarithmus des RQ-
Werts gearbeitet (logRQ), wobei eine Relative Qu@nton 2 einem logRQ von 0,3 und eine
RQ von 0,5 einem logRQ von -0,3 entspricht usw..

Da es in unserem Fall nur um eine grobe relativean@fizierung ging, wurde auf
aufwendigere, kompliziertere und nicht unbedingtayeere Berechnungsverfahren verzichtet,
die die PCR-Effizienz berucksichtigen (Pfaffl 2004)

In der vorliegenden Arbeit bediente ich mich d&sal Timequantitativen PCR, um auf
MRNA-Ebene Expressionsunterschiede der DNA-Repayate BRCA1 und CHK1 in
MCPH1-defizienten Patientenzellen im Vergleich zonkKollen zu untersuchen. Auch nutzte
ich sie zur Bestimmung der MCPHbhockdowrEffizienz sowie der BRCA1 und CHK1-
RNA-Mengen nach RNAnterference(siehe Abschnitt 2.2.3) in U20S-Zellen. Ein Ansatz
setzte sich wie folgt zusammen:

Reagenzien Volumen pro Ansatz
TagMan Universal PCR Master Mix 2x 15 pl
Sonde Zielgen (3uM) 1l
Primer Zielgen forward (5uM) 1l
Primer Zielgen reverse (5uM) 1ul
Sonde HKG (3uM) 1ul
Primer HKG forward (5uM) 1 ul
Primer HKG reverse (5uM) 1l
Steriles desion.Wasser 8-8,5 ul
cDNA 0,5-1pl
Gesamt 30 pl

Als housekeepingene (HKG) dienten HPRT und R-Actin. Die Proberrctliefen im
Allgemeinen 40-45 Zyklen, wobei der Denaturierungy fl5 Sekunden bei 95°C ein
kombinierter Anealing/Elongationsschritt fir 60 Sekunden bei 60°C felgbemessen und

ausgewertet wurde mit dem 75R@al TimePCR System von Applied Biosystems.

2.2.8  Durchflusszytometrie

Prinzip der Durchflusszytometrie
Mithilfe der Durchflusszytometrie ist es moglichellén aufgrund ihrer Gro3e und Struktur zu
vermessen und sie gleichzeitig durch fluoreszenkiexe Antikorper hinsichtlich

verschiedener Oberflacheneigenschaften und intwdéedr Zusammensetzung zu
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unterscheiden. Das Anwendungsspektrum ist vigjfalind reicht von Absolutzellzahl-
bestimmungen Uber verschiedene funktionelle Unténsnigen und Zelltypisierungen bis hin
zu DNA- und Zellzyklusanalysen.

Die lebenden oder zuvor fixierten Zellen werdeneimer Suspensionslosung in einem
laminaren Probenstrom an einem Laserstrahl vorhidige der monochromatisches und
durch eine Fokussierungslinse gebiindeltes Lichéreliestimmten Wellenlange aussendet
(z.B. 488 nm bei einem Argonionenlaser). Die ZeN@mursachen zum einen eine gewisse
Streuung des Lichts, zum anderen emittieren sid_dasrlicht in einer anderen Wellenlange,
wenn sie zuvor mit Fluorochromen markiert wurdem Eomplexes optisches System aus
verschiedenen Linsen, Spiegeln und Filtern trenet abgehende Strahlung nach ihren
Wellenlangenbereichen auf und erlaubt so die Dietektler jeweiligen unterschiedlichen
Lichtsignale (siehe Abbildung 6).

Das nach vorne abgelenkte Licht dient als Mal3 figr @dl3e der Zellen und wird als
Vorwartsstreulicht, Forwardscatter oder FSC bezeichnet, das in einem 90°-Winkel
gemessene SeitwartsstreulicBidescatter SSC) ist abhéngig von der Zellgranularitat, der
Membranfaltelung und der au3eren Zellform. Soreielit bereits die Messung unmarkierter
Zellen wichtige Informationen Uber die Zellpoputaiti Setzt man nun die ZellgrofRe mit der
Granularititdt in Beziehung (FCS gegen SSC), karem ndurch Festlegung bestimmter
Schrankendateg die Zellpopulation definieren und somit die totellen, Zelldetritus und
Zellagglutinate aus der weiteren Analyse ausscéfiel3

Abbildung 6 Prinzip der Durchflusszytometrie. Die
Zellsuspension wird in einem laminaren Strom am
Laserstrahl vorbeigefiihrt. Das gestreute Licht wicin

Seitwarts- Vorwartsstreulichtdetektor  und  Seitwartsstreulicht-
gtgfe‘:("tg':t' detektor gemessen. Somit kénnen Riickschlisse auf die
ZellgréRe und Granularitéat der Zellen gezogen werde
(Abbildung aus www.med4you.at)

Vorwarts-
streulicht-
Detektor

|.!.!.;;

Laser- -
strahl

d4yvou.at

Sind die Zellen mit bestimmten fluoreszenzmarkieReimar- oder Sekundarantikérpern oder

direkt mit Fluoreszenzfarbstoffen markiert, wirdneireil der Lichtenergie durch das
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entsprechende Fluorochrom absorbiert und als Faerelicht einer hoheren Wellenlange
emittiert. Es ist moglich, in einer Probe bis zerwerschiedene Antikdrper gleichzeitig zu
detektieren, wenn deren Fluorochrome zwar Ubergleishe Anregungsspektrum, jedoch

Uber mdglichst verschiedene Emissionsspektren genfl

H3P- und DAPI-Féarbung fir die Zellzyklusanalyse inder Durchflusszytometrie

In Zusammenarbeit mit dem Humangenetischen IngtitWirzburg nutzte ich die Technik
der Durchflusszytometrie zur Zellzyklusanalyse and Kontrolle des G2/M-Kontrollpunkts
nach Bestrahlung von MCPH1-insuffizienten Zelleat{@ntenzellen sowie Krebszellen nach
siRNA-knockdown von MCPH1). Als Fluorochrom diente DAPI (4',6-Diahmo-2-
Phenylindol), welches an die AT-Basenpaare bindet somit die DNA direkt anfarbt
(Absorptionsmaximum bei 345 nm, Emissionsmaximum i bd55 nm und
Anregungswellenlange von 360-370 nm). Da Zellenarschiedenen Phasen des Zellzyklus
einen unterschiedlichen DNA-Gehalt haben, kann raafgrund der DAPI-Farbung die
Zellzyklusverteilung analysieren. Zellen in der Blhiase weisen einen einfachen, Zellen in
G2 oder in der Mitose hingegen einen doppelten @bemmensatz auf. In der S-Phase liegt
der DNA-Gehalt dazwischen. Da uns aber vor allem @2/M-Checkpointinteressierte,
verwendeten wir aul3erdem einen direkt markiertentikArper (Alexa Fluor 488r,
Anregungswellenlange 488 nm, Absorptionsmaximum 49%, Emmisionsmaximum
519 nm), der spezifisch an phosphoryliertes Hi#i@1(H3P) bindet und somit die Zellen in
der Mitose identifiziert.

Die Zellen wurden mit unterschiedlichen Dosen laddtrund danach fur einen bestimmten
Zeitraum erneut im Brutschrank inkubiert. Pro Azsaurden mindestens 1 000 000 LCLs
oder 200 000 adharente Zellen in spitze Falcon-ghamr Gberfuhrt, abzentrifugiert (10 min,
1709, Raumtemperatur) und der Uberstand vorsichigy auf ca. 0,1 ml abgekippt.
Anschliel3end wurden die Zellen mit 1 ml 2%PFA(Wifv)PBS fixiert, resuspendiert und fur
10 min bei 37 °C inkubiert. Danach wurde erneuttrfelgiert, der Uberstand auf 0,1 ml
abpipettiert, resuspendiert und die Zellen auf ¢astellt. Zum Permeabilisieren wurde pro
Ansatz 0,9 ml 100%Methanol hinzugeben (Endkonz&atré®0%) und die Proben 30 min
auf Eis inkubiert. Alternativ konnten die Zellendiesem Zustand fir einige Tage bei -20°C
gelagert werden.

Nach erneutem Abzentrifugieren (10 min, 170g, Rammeratur) und Abkippen des
Uberstandes auf 0,1 ml wurden die Zellen in 3 mIBRA(wW/V) in PBS gewaschen,
anschlieBend erst 10 min mit 0,1 ml 5%BSA/PBS uadndmindestens eine Stunde mit je
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1 pl a-H3-P (#9708, Alexa Fluor ® 488r, Cell Signalingh iDunkeln inkubiert. Einem
erneuten Waschschritt mit 3 ml 5%BSA/PBS folgte di&rbung mit 0,5-1 ml
DAPI/5%BSA/PBS (Endkonzentration 2 pg/ml) fur 3nbiei 4°C im Dunkeln.

Gemessen wurden die Proben mit dem BD-LSR-Durcédlgtemeter, welches mit zwei
Lasern ausgestattet ist (einem Argonionenlaseemdr Anregungswellenlangen von 488 nm
und einem UV-Laser mit 325 nm). Die Auswertung kgt mit den Computerprogrammen
WinMDI 2.8 und Cylchred (siehe Abbildung 7).
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Abbildung 7 Beispiel der durchflusszytometrischen Analyseeiner MCPH1-Zelllinie (Patient 3) unbestrahlt (opeind
nach Bestrahlung mit 4 Gy (untetijiks wurde auf der x-Achsd-prward Scattey die Zellgrof3e und auf der y-Achsside
Scatte) die Zellgranularitat aufgetragen. Die in dmittleren beiden Abbildungen im linkepeak dargestellten Zellen
weisen einen niedrigen DNA-Gehalt auf, entspredmnit Zellen in der G1-Phase, wahrend im reclpiesikZellen aus G2
und M aufgrund ihres doppelten Chromosomensatzesigsam dargestellt sind. Diechte Abbildung vergleicht den
DNA-Gehalt (x-Achse) mit der Signalintensitat filngsphoryliertes Histon H3 und identifiziert somie dZellen in der
Mitose (Rechteck).
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3 Ergebnisse

In der vorliegenden Arbeit sollten MCPH1-defizietellen hinsichtlich ihrer Fahigkeit zur
DNA-Schadenserkennung und -reparatur untersuchldemedm Vorfeld dieser Arbeit fanden
zwei verschiedene Arbeitsgruppen neben einer Beéeimigung des Intra-S-Phase-
checkpointsund des G2/Mcheckpoints(siehe Abschnitt 1.6) nach siRNé&ockdownvon
MCPH1 in der humanen Krebszelllinie U20S auch diterunterregulierung der beiden
Zellzyklusproteine BRCA1 und CHK1 (Xet al 2004, Linet al. 2005). Im Rahmen dieser
Arbeit sollten nun verschiedene Experimente zur BSbhadenserkennung und
-reparatur an MCPH1-Patientenzellen gemacht werdaf)efekte in dem Ausmalfi, wie in
den beiden o0.g. Arbeiten beschrieben, weit reickeklinische Konsequenzen fir die
MCPH1-Patienten hatten. Fur diese Versuche staZ@dien mit trunkierenden MCPH1-
Mutationen (Patient 1 und 2: T143NfsX5, Patientr@l 4. S25X) sowie eine Zelllinie mit
einer Missense-Mutation (Patient 5: T27R) zur Veuitg.

Des Weiteren sollten analog zu den Arbeiten voneKal. (2004) auch Versuche an U20S-
Zellen nach RNAidurchgefuhrt werden. Der letzte Abschnitt dieseslsTder Arbeit
beschaftigt sich mit der Erzeugung des zellulare@-Phanotyps nach Herunterregulierung

des Mcphl1-Gens in einer Mauszelllinie als Vorarhgitein zukinftiges Tiermodell.

3.1 Versuche mit Zellen von MCPH1-Patienten

3.1.1 Relative BRCA1 und CHK1-Proteinmengen in Patientenellen

Xu et al. (2004) und Linet al. (2005) haben in ihren Arbeiten eine Herunterregguhg von
BRCA1 und CHK1 nach RNA Interferenz gegen MCPH1-mMRNachgewiesen. Daher
bestimmte ich die relativen Proteinmengen von BRGAH CHK1 in lymphoblastoiden
Zelllinien von MCPH1-Patienten mit trunkierenden tslionen. Das BRCA1-Protein hat ein
Molekulargewicht von 220 kDa, das CHK1-Protein msit 54 kDa deutlich kleiner. Als
endogene Kontrollproteine (Standards) dient&rubulin (50 kDa) und 3-Actin (42 kDa).

Um auch einen eventuellen bestrahlungsinduziertéekEauf die Proteinkonzentrationen zu
erfassen, wurden LCLs von Patient 2 und 3 sowieKdistroll-LCLs 1 und 4 analog zum
Protokoll von Xuet al. (2004) mit 4 Gy bestrahlt und aus den Zellen vestBahlung bzw.
eine halbe Stunde sowie zwei Stunden nach Bestgtituoteinlysate hergestelit.

Im Westernblot (siehe Abbildung 8) fand sich im §leich zu den Kontrollen weder bei den

unbestrahlten noch bei den bestrahlten Patientenzeine Herunterregulierung der CHK1-
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Proteinmenge. Nach der Inkubation der Membran mih d\ntikbrper gegen BRCA1 zeigte
sich bei ca. 220 kDa eine breite Bande, welithelength BRCA1 darstellt (ca. 220 kDa).
Auch hier ist weder vor noch nach Bestrahlung &eeminderung der entsprechenden Bande
zu erkennen. Es ist demnach kein Effekt von truekiden MCPH1-Mutationen auf die
endogenen BRCA1- und CHK-Proteinkonzentrationemwadsbar.

< BRCA1

< CHK 1
} & B-Actin
< a-Tub

L L - T T S R S N W

XN X, X, XX
T QT L € T EE LT EEE

0h 0,5h 2h

Abbildung 8Relative BRCA1- und CHK1-Mengen sowie die beiden Standards R-Actin urdubulin bei Patient 2 und
Patient 3 im Vergleich zu den Kontrollen 1 und wéés ohne Bestrahlung (Oh) sowie 0,5h und 2h nadir8elung mit 4

Gy.
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3.1.2 Relative BRCA1- und CHK1-RNA-Mengen in Patientenzdén

Da die von Xuet al.und Linet al. beschriebene Herunterregulierung von BRCA1 und CHK
in den lymphoblastoiden Zelllinien auf Proteinebemeht nachweisbar war, sollte die
Expression dieser beideoheckpointProteine auf RNA-Ebene mittelReal Time PCR
analysiert werden. Dazu wurde RNA aus den lymplstbiden Zelllinien von Patient 2, 3
und 5 sowie von den Kontrollzelllinien 2, 3, 4 uddsoliert und in cDNA umgeschrieben.
Zusatzlich zur cDNA aus den LCLs stand auch cDNA aicht stimulierten peripheren
Blutzellen der Patienten 1 und 2 (Pat 1n und Patugwl dreier gesunder Kontrollen zur
Verfigung. So konnten die RNA-Konzentrationen inezwerschiedenen Zellsystemen
gemessen werden.

Die quantitative Analyse mittelReal TimePCR ergibt weder in den nativen Leukozyten,
noch in den transformierten Kulturzellen eine Héearegulierung weder von BRCAL noch
von CHK1. Die Bezugsgrol3e ist stets der Durchstidat Kontrollen. Die logRQ-Werte
(Zehnerlogarithmus der Relativen Quantitat RQ; Rerechnung siehe Methodentell,
Abschnitt 2.2.7) von BRCAL bei den Blutzellen schken zwischen -0,106 und +0,2 (siehe
Abbildung 9a), wobei nur einer der sechs Werte tiegst. Diese logRQ-Werte entsprechen
CT-Wert-Unterschieden von 0,353 Zyklen spater 6640 Zyklen friher als der Durchschnitt
der Kontrollen bzw. relativen Quantitaten von 0,831,584.

Von den logRQ-Werten von CHK1 befindet sich keinzeger Wert unter Null (0,031-0,71,
siehe Abbildung 9b) mit relativen Quantitaten zwesec 1,074 und 5,125. Bei den
Lymphoblastoiden Zellen der Patienten mit StopniomafPatient 2 und 3) bewegen sich die
logRQ-Werte fur BRCA1 zwischen -0,188 und 0,33Zlfsi Abbildung 9a), fir CHK1
zwischen -0.057 und 0,132 (siehe Abbildung 9b).rn erst ab einem Unterschied von
einem Zyklus bzw. logRQ < -0,3 von einem negatguterten Gen sprechen kann und diese
Grenze von keinem der Werte unterschritten wirdgere diese Ergebnisse, dass MCPH1-
Mutationen in keiner der analysierten ZelllinienwbzZellsysteme zu einer erniedrigten
Transkription von BRCA1 oder CHK1 fuhren. Die Mltterte sowohl der Patienten-LCLs
als auch der nativen Lymphozyten sind fur beided?me positiv (siehe Abbildung 10).

42



Ergebnisse

a
log RQ BRCA1
Native Lymphozyten Lymphoblastoide Zellen
0,4 - . . i . .
Patient 1 Patient 2 Patient 2 Patient 3 Patient 5
0,2 -
-0,2
-0,3
1 11 111 I I I11 1 I I v I 11 111 1 11
b
log RQ BRCA1
Native Lymphozyten Lymphoblastoide Zellen
0,4 - . . . . .
Patient 1 Patient 2 Patient 2 Patient 3 Patient 5
0,2 1
-0,2 1
-0,3
11 IT 111 I I 1II I I I Iv I 11 111 I 11

Abbildung 9Relative Quantifizierung von DNA-Reparatur-Genenbei MCPH1-Patienten. Darstellung degRQ-Werte
von (2)BRCA1 und (b)CHKL1. Als Untersuchungsmaterial stand cDNA aus nativeunkozyten der Patienten 1 und 2 und
aus LCLs der Patienten 2, 3 und 5 zur Verfligung@ mmischen Zahlen bezeichnen die verschiedeneeriixgnte. Als
interne Standardfi¢usekeepingene) dienten HPRT und R-Actin.
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06 - Mittelwerte logRQ
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Abbildung 10Mittelwerte der logRQ-Werte fiir die nativen Patientenzellen (links) und diariphoblastoiden Patienten-
zellen (rechts) mit der jeweiligen StandardabwenghfiirBRCA1 undCHK1.

3.1.3  G2/M-checkpoint in Patientenzellen

Um den G2/Meheckpoint zu untersuchen, fihrte ich in Zusammenarbeit neimnd
Humangenetischen Institut in Wirzburg eine Reihen vdurchflusszytometrischen
Experimenten durch. Wir bestrahlten Patienten- safontrolizellen mit unterschiedlichen
Dosen ionisierender Bestrahlung, fixierten und ti@mbdie Zellen nach unterschiedlichen
Zeitpunkten und maflen die Mitoseindizes sowie dadlzgklusverteilung mithilfe der
Durchflusszytometrie. Parallel dazu wurden beigeni dieser Versuche zur Bestatigung der
Mitoseindizes und zur Beurteilung des Chromosomed&osationszustands der
Patientenzellen Chromosomenpraparate angefertigt.

Bei dem ersten Versuch dieser Versuchsreihe wuldgrPatientenzelllinien (Patient 2, 4 und
5) und zwei gesunde Kontrollen (Kontrolle 2 und@) unterschiedlichen Dosen bestrahlt (1
Gy, 4 Gy und 10 Gy). Nach 2, 8 und 24 Stunden wurdiée Mitoseindizes im
Durchflusszytometer gemessen. Nach zwei Stundegt zah bei allen Zelllinien und bei
jeder Bestrahlungsdosis ein eindeutiger Zellzykiest, d.h. dass die Zellen nicht mehr in die
Mitose eintreten (siehe Abbildung 11/Tabelle 1).
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Mitoseindex nach Bestrahlung
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Abbildung 11Mitoseindex in der Durchflusszytometrie H3P-positive Zellen in Prozent unbestrahlt (0 Ggie nach
Bestrahlung mit 1, 4 und 10 Gy und Fixierung nac8 @nd 24 Stunden.

0 Gy 1Gy 4 Gy 10 Gy
Pat 2 1,44 0,05 0,03 0,04
Pat 4 1,33 0,03 0,04 0,07
Pat 5 1,31 0,10 0,05 0,03
Ko 2 1,70 0,09 0,02 0,04
Ko 3 1,43 0,02 0,05 0,03

Tabelle 1Mitoseindex in der Durchflusszytometrie H3P-positive Zellen in Prozent 2 Stunden nach@bking. Der Oh-
Wert ist unbestrahlt. Der Mitoseindex ist 2 Stundech Bestrahlung bei allen Zellen auf annéhernd dédallen.

Ein zweiter Versuch diente der Verlaufsbeobachtidazu wurden zwei Patienten- (Patient 2

und 4) sowie zwei Kontrollzelllinien (Kontrolle 2nd 4) mit 1 Gy bestrahlt und in 2-

stindigen Abstanden bis 12 Stunden sowie nach @#8r5tunden fixiert. Auch hier zeigen

alle Zelllinien einen eindeutigen Zellzyklusarrestei Stunden nach der Bestrahlung (0,07%
und 0,13% bei Patient 2 und 4 vs. 0,25% und 0,08%@bén Kontrollen). Nach 6 Stunden

haben sich alle Zelllinien wieder ,erholt* und wems ahnliche Mitoseindizes wie vor der

Bestrahlung auf (siehe Abbildung 12). Der leichtefal nach 48 Stunden ist am ehesten mit
einem Mediumverbrauch und daraus folgender unzuweerer Erndhrung der Zellen zu
erklaren. Parallel zur Durchflusszytometrie wurdéimromosomenpraparate hergestellt und
die Mitoseraten mittels Handauszahlung bestéatighésAbbildung 13).
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Mitoseindex nach Bestrahlung mit 1 Gy
2 _
$
=
5 1,51 —m—Pat?2
2 —A—Pat4
o 17 < ——Ko 2
= Ko 4
8051
(ol
™ )
I O T T T T T T T T
Oh 2h 4h 6h 8h 10h 12h 24h 48h

Abbildung 12Mitoseindex in der Durchflusszytometrie H3P-positive Zellen nach Bestrahlung mit 1 Gy. DarWert
wurde nicht bestrahlt. Fixierung und H3P-Farbung 2lStunden bis 12 Stunden sowie nach 24 und é&isn.

Mitoseindex nach Bestrahlung mit 1 Gy
(Handauszéhlung)
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Zeit nach Bestrahlung

Abbildung 13Mitoseindex in der lichtmikroskopischen Handauszahlungnach Bestrahlung mit 1 Gy. Der Oh-Wert ist
unbestrahlt. Chromosomenpréaparation alle 2 Sturtieri2 Stunden sowie nach 24 und 48 Stunden. Edenmujeweils
mindestens 1000 Zellkerne ausgezahilt.

3.1.4  Zellzyklusverteilung

Die lichtmikroskopische Handauszahlung der Chromuswraparate (mit Unterscheidung
zwischen Interphasekernen, PLCs und Mitosezelleaftel zum einen der Kontrolle der
durchflusszytometrisch ermittelten Mitoseraten. Zuanderen sollte an vorherige
Beobachtungen der Arbeitsgruppe angeschlossen wedie einen Anstieg der PLC-Rate
nach ionisierender Bestrahlung festgestellt h&issgrtation Trimborn 2005). Hierzu sollten
Erkenntnisse Uber den Chromosomenkondensationsgugtarallel zur Zellzyklusanalyse

gewonnen werden.
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Die Analyse der Anteile der Zellen in den einzel@etizyklusphasen zeigt bei den MCPH1-
Patientenzellen keine Aufféalligkeiten. So befindesich logarithmisch wachsende

Patientenzellen unbestrahlt zu 59 bzw. 66% (Pafiamid 4) in der G1-Phase, die Kontrollen
jeweils zu 62%. S-Phase-Zellen machen 30% bei iRa2ie25,5% bei Patient 4 und je ca.
27% bei den Kontrollen aus. Der G2/M-Anteil liegti llen Patienten bei 11% (Patient 2) und
9% (Patient 4) sowie bei den Kontrollen bei je 4286 (siehe Abbildung 14).

a b
Zellzyklusverteilung Zellzyklusverteilung
Durchschnitt der Patienten Durchschnitt der Kontrollen
G2/M-Phase GZ/M;Phase
10% 10%
S-Phase S-Phase
27,75% 27.5%
G1-Phase G1-Phase
62,25% 62,5%

Abbildung 14Anteile an den einzelnen Phasen des Zellzyklu®r Bestrahlung, (a) Durchschnitt der Patienteerelind
(b) Durchschnitt der Kontrollzellen.

Nach der Bestrahlung der Zellen mit 1 Gy kommt @sahl bei den Patienten als auch bei
den Kontrollen zu Verschiebungen in der Zellzykkrggilung: Alle vier Zelllinien zeigen
zunachst einen Anstieg des S-Phase-Anteils (sidddching 15b) mit einem Maximum nach
2-4 Stunden (Anstieg um 6% bei Patient 2, um 5%Plagient 4 und um je 4% bei Kontrolle 2
und 4 ). Nach 6-7 Stunden sind die Ausgangswertgavi erreicht. Im weiteren Verlauf
kommt es bei allen Zellen zu einem Abfall des Sdebhanteils mit Erreichen des Minimums
nach 10-12 Stunden auf jeweils ca. 2/3 des Ausgévepmus. Erst danach kommt es wieder
zum langsamen Anstieg der S-Phase-Fraktion. DierDaeigen weiterhin, dass die Zellen
nach 48 Stunden noch nicht die urspriingliche Syetdivitat erreicht haben. Dies kann
allerdings auch mit dem bereits erwahnten Mediubmaerch zusammenhangen. Betrachtet
man nun die G1-Anteile (siehe Abbildung 15a), kaman eine geringfiigige Abnahme 4
Stunden nach Bestrahlung um 9 und 11% bei denrfatieund um 7 und 6,5% bei den
Kontrollen beobachten. Nach 8-10 Stunden habenGdiéAnteile wieder ihren jeweiligen
Ausgangswert erreicht. Im weiteren Verlauf zeighsein kleiner Anstieg der G1-Zellen um
5-10% bei den Patienten und um 3-5% bei den KdetrolVon grél3tem Interesse ist
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naturlich der Anteil der Zellen in der G2- oder MaBe (siehe Abbildung 15c), die aufgrund
ihres doppelten DNA-Gehalts vom Durchflusszytomegemeinsam erfasst werden. Auch in
diesem Punkt gleichen sich die Verhaltensweisen Patienten und Kontrollen: alle
Zelllinien zeigen einen G2-Block. Bereits nach @rielen kommt es zum leichten Anstieg der
G2/M-Fraktion bei allen Zelllinien. Berticksichtigtan den Mitose-Arrest (siehe Abbildung
12), kann somit davon ausgegangen werden, dasslleufellen im G2/M-Kompartiment der
G2-Phase angehdren. Es kommt also zu einem G2-fswan 2-3% bei den Patienten und
um 1-2,5% bei den Kontrollen. Die im weiteren Vetssverlauf steigenden G2-/M-Anteile
erreichen ihr Maximum nach 8-12 Stunden. Dabei kona®m zu einem Anstieg von
durchschnittlich 8% (7,1% und 7,8 % bei den Pagentind 8,2% und 9,5% bei den
Kontrollen), das entspricht einem Anstieg von jdsvenindestens 70% im Vergleich zum
Ausgangswert.

Da sich die Anteile an den einzelnen Zellzyklusgimasach Bestrahlung bei Patientenzellen
synchron zu den Kontrollen andern, kann von einamzgiormalen Zellzyklusverhalten von
MCPH1-defizienten Zellen ausgegangen werden. 2dstumach Bestrahlung kommt es zum
vollstandigen Zellzyklusarrest mit anschliel3endePaBEock.

Die Kurve der handausgezahlten PLCs (siehe Abbgdifd) fir die Patienten ahnelt der
Kurve von G2/M. Da sich ca. 60% der PLCs in derfase und nur 40% in der G1-Phase
befinden (Dissertation Trimborn 2005) und wiedeffast alle G2-Zellen, aber nur ein kleiner
Teil der G1-Zellen kondensiertes Chromatin entimalteann man davon ausgehen, dass der
Grolteil des PLC-Anstiegs (um 6% bei Patient 4 und10% bei Patient 2) Zeichen eines
G2-Anstiegs ist. Das schon o6fters in vorhergehent@suchen der Arbeitgruppe beobachtete
Phanomen des Anstiegs Prophase-ahnlicher Zelleim Bastrahlung ist also nur die durch
den PLC-Phéanotyp sichtbar gemachte physiologisaekiion auf ionisierende Bestrahlung:
ein Arretieren der geschadigten Zellen am G2/M-Kaltgunkt. Erst im spateren Verlauf,
wenn alle DNA-Schéaden repariert sind und sich diles wieder ungehindert teilen (nach 6-
8 Stunden), machen nun auch die nach der Mitodeei1-Phase eingetretenen Zellen einen

gewissen Anteil am PLC-Anstieg aus.
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a
Zellenin G1-Phase
80 -
60 | W e a2
$
c —A—Pat4
= 40
g —%—Ko?2
c
< 20 —o—Ko4
0 T T T T T T T T 1
Oh 2h 4h 6h 8h 10h 12h 24h 48h
Zeit nach Bestrahlung
b Zellenin S-Phase
40 -
< 30 - —m— Pat 2
c
= 50 | —A—Pat4
% —>—Ko 2
< 10 - —o—Ko4
0 T T T T T T T T 1
Oh 2h 4h 6h 8h 10h 12h 24h 48h
Zeit nach Bestrahlung
Cc
Zellen in G2- oder M-Phase
—&— Pat 2
X —A—Pat 4
c
% —%—Ko 2
g —o—Ko4
O T T T T T T T T 1
Oh 2h 4h 6h 8h 10h 12h 24h 48h
Zeit nach Bestrahlung
d
Prophase-ahnliche Zellen
o5 (Handauszahlung)
20
S
c 154
T 10
[
< 5|
0 T T T T T T T T
Oh 2h 4h 6h 8h 10h 12h 24h 48h
Zeit nach Bestrahlung

Abbildung 15Anteil der Zellen in den einzelnen Stadien des ZeWklus (a) G1-Phase(b) S-Phase(c) G2- und M-Phase
gemessen mittels DNA-Gehalt im Durflusszytometed yd) Prophase-ahnliche Zellenin der lichtmikroskopischen
Handauszahlung. Die Zellen wurden mit 1 Gy bestrahtl alle 2 Stunden bis 12h sowie nach 24h undfé@rt bzw.
Chromosomenpraparate hergestellt. Der Oh-Wert is¢stmahlt.
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3.1.5 Wiedereintritt in den Zellzyklus nach Bestrahlung

Mithilfe der Durchflusszytometrie konnte ich eindigunachweisen, dass MCPH1-defiziente
Patientenzellen in der Lage sind, durch ionisieeeBdstrahlung verursachte DNA-Schaden
zu erkennen und den Zellzyklus zu arretieren. Neicker gewissen dosisabhangigen Zeit
erreicht der Mitoseindex stets das Ausgangsnivelas. fallt jedoch auf, dass die
Patientenzellen das Ausgangsniveau spater erreiciien die Kontrollen, d.h. die
Patientenzellen bendtigen deutlich mehr Zeit zumed#ieintritt in die Mitose nach

Zellzyklusarrest (siehe Abbildung 16).

Mitoseindex Mitoseindex
nach Bestrahlung mit 4 Gy nach Bestrahlung mit 1 Gy
1,2 4 147
1,2 4
1
11
< 0,8 1
i —a—Pat 2 N pat2
> —A—Pat4 £ 084
2 2 —A—Pat 4
2 06 —e—Pat5 £
=% o 0,6 —>—Ko 2
o —¢Ko 2 a
[} o Ko 4
T 041
Kos3 2 04
0,2 1 02
0 ! ! 0 : .
2h 8h 24h 2h 4h 6h
Zeit nach Bestrahlung Zeit nach Bestrahlung

Abbildung 16Ausschnitte aus Abbildung 11 und 12H3P-positive Zellenin Prozent (a) 2, 8 und 24h nach Bestrahlung mit
4Gy und (b) 2, 4 und 6h nach Bestrahlung mit 1Gg Zellen der Patienten 2 und 4 ,hinken“ beim Wiedieritt in die
Mitose hinterher.

So sind im ersten Experiment 8 Stunden nach Bdstrgl{Zeitpunkt 1) mit 4 Gy erst 0,28%

und 0,34% der Patientenzellen in der Mitosephashimgegen die Kontrollen schon wieder
einen Mitoseindex von 0,67% und 0,61% aufweiseehésiTabelle 2a). Bildet man nun den
Quotient aus Zeitpunkt 1 und Zeitpunkt 2 (24h nBelstrahlung) erhalt man den Anteil der
Gesamterholung zum Zeitpunkt 2, den die Zellen zZzmitpunkt 1 erreicht haben. Die

Patienten weisen prozentuale Anteile von 26% urih 44if, die Kontrollen hingegen 74%

und 100%. Der Patient mit der Missense-Mutatiortié@a 5) verhalt sich in dieser Hinsicht

wie die Kontrollen (83%).

Auch im 2. Experiment sind die Quotienten aus 4eilgt 1 und Zeitpunkt 2 bei den Patienten
mit 39% und 52% deutlich niedriger als die der Kolién (72% und 82%, siehe Tabelle 2b).
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a

Zellinie zPO ZP1 ZzZP2 ZP1/ZPO ZP2/ZPO0 ZP 1ZP 2
Pat 2 144 0,28 1,09 19,4 75,7 0,26
Pat 4 133 0,34 0,78 25,6 58,6 0,44
Pat 5 131 063 0,76 48,1 58,0 0,83
Ko 2 1,7 067 09 39,4 52,9 0,74
Ko 3 1,43 0,61 0,61 42,7 42,7 1,00

b

Zellinie zZPO ZzZP1 ZzZP2 ZP1/ZPO ZP2/ZPO ZP1ZP2
Pat 2 126 043 11 34,1 87,3 0,39
Pat 4 1,2 06 1,16 50,0 96,7 0,52
Ko 2 1,11 1,08 1,25 92,8 112,6 0,82
Ko 4 1,2 086 1,19 71,7 99,2 0,72

Tabelle 2Verhaltnis der Mitoseindizes vor und nach BestrahlungDie Tabelle baut auf desher Abbildung 16 zugrunde
liegenden Werten auEP steht fiir Zeitpunkt, ZP 0 bedeutet unbestrgh)tZP 1 = 8h und ZP 2 = 24tach Bestrahlung
mit 4Gy und (b) ZP 1 = 4h und ZP 2 = @lach Bestrahlung mit 1Gy Die Spalten ,ZP 0%, ,ZP 1" und ,ZP 2“ zeigen die
durchflusszytometrisch bestimmten Mitoseraten aujdeeiligen Zeitpunkten, die Spalten ,ZP 1/ZP @tu,ZP 2/ZP 0“ die
prozentualen Anteile von Zeitpunkt 1 und 2 bezogehZeitpunkt 0. In der letzten Spalte ist der Qerdtaus Zeitpunkt 1
und 2 dargestellt, d.h. wie viel der GesamterholdeigMitoseraten zum Zeitpunkt 2 bereits zum Zeilgd erreicht ist.

Aus diesen Beobachtungen ergibt sich die Frag&GPH1-defiziente Zellen trotz intaktem
damage checkpoineventuell Probleme im Umgang mit Schéden durchisierende
Bestrahlung haben kénnten, ob es also nicht zurhtzeitigen Reparatur von
Doppelstrangbrichen kommt.

Aus diesem Grund wiederholten wir den Bestrahluagaywch. Dabei modifizierten wir den
Versuchsaufbau insoweit, dass wir mit 1 Gy bestieahlund die sequentielle Aufarbeitung
nun stundlich Uber einen Zeitraum von 12 Stundéolgte. Es wurde zusatzlich eine AT-
Zelllinie als Positivkontrolle fur einen G2/heckpoiniVerlust mitgefihrt, um die
vorherigen Ergebnisse eines intakten G2M&ckpoints bei den Patientenzellen zu
untermauern.

Abbildung 17 zeigt die H3P-positiven Zellen in darrchflusszytometrie. Zwei Stunden nach
der Bestrahlung mit 1 Gy zeigen sowohl die Patiezgélen wie auch die Kontrollen einen
Zellzyklusarrest. Nur die AT-Zelllinie wird von ddBestrahlung erwartungsgeman relativ
wenig beeinflusst, der Mitoseindex sinkt noch nieimmal um die Halfte (1,28% 0,74%).
Dies bestétigt die zuvor gemachten Beobachtungeiigiieh der Fahigkeit zur Erkennung
von DNA-Schaden bei MCPH1-Defizienz. Auffallig jsdoch, dass bei den Kontrollen schon
nach einer Stunde ein nahezu vollstédndiger Zellsdirest besteht (0,01% und 0,12%),
wahrend die Patienten noch deutlich héhere Mitaerraufweisen (0,37% und 0,23%).
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Mitoseindex nach Bestrahlung mit 1 Gy
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Abbildung 17Mitoseindex in der Durchflusszytometrie.H3P-positive Zellen in Prozent nach Bestrahlung Iy, der
Oh-Wert wurde nicht bestrahlt, Fixierung stindlidg 12 Stunden.

Auch die Erholungsphase ist wieder eindeutig vesrtddSo lasst sich 5 Stunden nach der
Bestrahlung ein deutlicher Unterschied zwischen M&PH1-Patienten und den Kontrollen

feststellen: Wahrend die Kontrollen schon wiedetagkindizes von 1,55% (Kontrolle 2) und

1,15% (Kontrolle 3) aufweisen, befinden sich digidtden erst zu 0,64% (Patient 2) und
0,68% (Patient 4) in der Mitose. Dieser Unterschisd nach 6 Stunden bereits etwas
schwacher ausgepragt und nach 7 Stunden schlie@iitkommen verschwunden. Somit

deutet auch dieser Versuch auf eine verzdgerte llHrgsphase bzw. eine verzogerte
Aufhebung des Zellzyklusarrests bei den MCPH1-R&drezellen hin.

3.2  Versuche nach RNAi gegen MCPHL1

3.2.1 Relative BRCAL und CHK1-Proteinmengen nach RNAI

Da sich in Zellen mit MCPH1-Mutationen kein Effakachweisen liel3, der mit dem von Xu
et al. (2004) und Linet al. (2005) beschriebenen starken Einfluss des MCRttickdowns

auf die Konzentrationen von BRCA1 und CHK1 verdhdar ware, untersuchte ich die
Effekte derknockdownganmit verschiedenen MCPH1-siRNAs in adharenten Taeltinien

(HeLa und U20S), um die berichteten Ergebnisseepwoduzieren bzw. mdgliche Hinweise
auf off-targetEffekte durch diknockdownszu bekommen. In der initialen Publikation von
Xu et al. (2004) waren verschiedene siRNAs gegen MCPH1 mtesorden. Nur einer der
getesteten Duplizes (5-AGGAAGUUGGAAGGAUCCAdTdT-89n nun an Xul genannt)

hatte einen deutlichen Effekt auf die Proteinkomzgion von Microcephalin und nur mit
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diesem waren daraufhin die Experimente durchgefilotden, in denen einheckpoint-
Defekt und ein Effekt auf die Regulation von BRCAhd CHK1 nachgewiesen wurde.
Mehrere Duplizes (u.a. 5-UGAUGUACCUAUUCUCUUAUU-3= Xu4 und 5'-
GAUAAGAGAUUUCAGAAG AUU-3' = Xub) hatten gemal dieser Veroffentlichung keinen
Effekt auf die Microcephalin-Proteinmenge und esdeunicht Uber deren Effekte auf die
Zellzykluskontrolle bzw. die Regulation von CHK1dUBRCA1 berichtet.

In der vorliegenden Arbeit wurden zunachst verstdme MCPH1-siRNAs hinsichtlich ihrer
Fahigkeit untersucht, in HelLa-Zellen den zellularedPhé&notyp vorzeitiger
Chromosomenkondensation zu induzieren. Dabei wufdeyende siRNAs getestet: Xul,
Xu4, Xu5 und der von Trimbornet al. (2004) verwendete Duplex 5'-
CUCUCUGUGUGAAGCACCUUU-3 (MCPH1-2). Alle verwendetesiRNAs waren dabei
in der Lage, den zellularen Phanotyp zu induzieer Duplex Xul war dabei jedoch

konsistent in mehreren Experimenten am wenigstiektef (siehe Abbildung 18).

RNAi gegen MCPH1 - verschiedene Zielsequenzen

35 . Prophase-ahnliche Zellen (PLC's) in %

30 -

254
20 +
15 ~

10

0 T T T T 1
MCPH1-2 MCPH1-Xul MCPH1-Xu4 MCPH1-Xu5 Ko-siRNA

Abbildung 18Prophase-ahnliche Zellerin Prozent nach RNAnockdowrvon MCPH1 mittels verschiedener Duplizes.

In einem anschliel3enden Experiment wurden U203Zellit den siRNA-Duplizes Xul und
Xu5 sowie mit Kontroll-siRNA transfiziert und derrfalg der Transfektion mithilfe der

Beurteilung des zellularen Phanotyps in Chromosqmégraraten tberprift. Die Anteile der
Prophase-ahnlichen Zellen betragen 8,7% bei Xul6%?2bei Xu5 und 0,2% bei der
Kontrolle (siehe Abbildung 19c).

Aus einem Teil der Zellen wurden Proteinlysate bstgllt und diese hinsichtlich der Effekte
auf die Proteinkonzentrationen von BRCA1 und CHKi Westernblot untersucht. Hier
erkennt man leicht erniedrigte CHK1-Mengen bei da&h Xul transfizierten Zellen. Beim

Duplex Xu5 hingegen kann man keine Herunterregutigrbeobachten (siehe Abbildung
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19a). Die von Xuet al. beschriebene starke Herunterregulierung von BR{244t sich nicht
nachweisen (siehe Abbildung 19b).

a b
& CHKA < BRCA1
< R-Actin _
< R-Actin
Xul Xu5 Ko Xu1l Xud Ko
Cc
Abbildung 19 (a)Relative CHK1- (b) relative BRCA1-
147 Proteinmengen jeweils im Vergleich zum Standard R-
12 1 H PLC'sin % Actin und (c) PLC- und Mitose-Anteil in der
m MPin % Chromosomenpraparation von U20S-Zellen nach
10 4 MCPH1knockdown mit Xul-siRNA, Xu5-siRNA und

Xul Xu5 Ko
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3.2.2 Relative BRCA1-, CHK1- und MCPH1-RNA-Mengen nach RM.i

Auch im Fall der durch siRNA-Transfektion MCPH1-gefnten Zellen sollte eine
Expressionsanalyse auf RNA-Ebene mithilfe Heal TimePCR erfolgen.

Im Rahmen der Durchflusszytometrie (siehe Kapit2.3 wurde zum Nachweis des
MCPH1knockdownsiach RNAmterferenceRNA isoliert und in cDNA umgeschrieben. So
konnten neben der Quantifizierung von MCPH1 auch mlativen mRNA-Mengen von
BRCAL und CHK1 untersucht werden. Die Zellen wurgeezwei Mal transfiziert und 48h
bzw. 72h nach der ersten Transfektion je ein Angaitz4 Gy bestrahlt, der andere Ansatz
blieb unbestrahlt. 2 Stunden spater wurden dieeBelixiert, bzw. die RNA isoliert. Die
Relative Quantifizierung von MCPH1 ergibt bei Xuhen knockdownum mindestens 75%
(RQ = 0,253/logRQ = -0,598). Bei Xu4 konnten die RK1-Konzentrationen sogar um
mindestens 84% gesenkt werden (RQ = 0,151/logR&210,siehe Abbildung 20a). Dabei
gibt es beziglich der MCPH1-mRNA-Konzentration leisignifikanten Unterschiede
zwischen den bestrahlten und unbestrahlten Zellen.

In den mit Xul transfizierten Zellen liegen die Ri@-Werte von BRCA1 zwischen -0,065
und 0,057 (relative Quantitat 0,960 bis 1,139),dsn durch Xu4-herunterregulierten Zellen
jedoch zwischen 0,04 und 0,266 (RQ 1,097-1,8458}y déutlich tber den Xul-Werten (siehe
Abbildung 20b) und nur knapp unter der Signifikarzge von einem Zyklus Differenz, was
fur eine eventuelle Hochregulierung von BRCA1 inttats Xu4-transfizierten Zellen
sprechen kénnte.

Auch die CHK1-Konzentrationen zeigen Uberraschend enterschiedliche Tendenz in Xul
und Xu4. Wahrend die Transfektion mit Xu4 bei s&htn Zellen zu einer erhhten mRNA-
Konzentration fuhrt (logRQ = 0,222-0,305, siehe #ding 20c), finden sich bei Xul
durchgehend erniedrigte Werte (-0,386 bis -0,28%).lUberschreitet jeweils einer der vier

Werte den fur eine Regulierung sprechenden WertA\iT > 1.
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a
Relative MCPH1-Menge nach RNAi- knockdown von MCPH1
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Abbildung 20Relative mRNA-Mengevon (a)MCPH1, (b) BRCA1 und (c)CHK1 nach siRNAknockdownvon MCPH1
mit den siRNA-Duplizes Xul und Xu4 vor und nach Bastung mit 4 Gy in U20S-Zellen. Die RNA-Isolierungaigte
48h bzw. 72h nach der 1. Transfektion. Dargesiglltder logRQ-Wert im Vergleich zu mit Kontroll-siRN#ansfizierten
Zellen (logRQ = 0).
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3.2.3  G2/M-checkpoint nach RNAI

In der folgenden Versuchsreihe sollte der G2idMnage-checkpoimach RNAinterference
untersucht werden. Dazu wurden U20S-Zellen mitvweizverschiedenen MCPH1-siRNA-
Duplizes (Xul und Xu4) sowie Kontroll-siRNA trarart. 48 bzw. 72 Stunden nach der
ersten Transfektion wurden die Zellen teilweise By bestrahlt, 2 Stunden spéter fixiert
und die Mitoseindizes mittels H3P-Farbung im Dukesdzytometer bestimmt. Parallel
erfolgten eine RNA-Isolation zum Nachweis einesolgreichen funktionellen MCPH1-
knockdowns in der Real Time PCR und eine Chromosomenpraparation zur
lichtmikroskopischen Kontrolle des Mitoseanteilsdunum Nachweis einer erfolgreichen
Induktion des zellularen Phanotyps. aockdownvon MCPH1 fihrt in allen ausgewerteten
Praparaten zu einer deutlichen Erh6hung des AnRiphase-ahnlicher Zellen. Weiterhin
bestétigt die Handauszahlung der Chromosomenpt@&pat@ im Durchflusszytometer
gemessenen Mitoseraten (Daten nicht gezeigt).

Die RNA wurde mithilfe derReal TimePCR quantifiziert und dabei ein ausreichender
MCPH1knockdownnachgewiesen (siehe Abschnitt 3.2.2). Die Durdsthytometrie zeigt,
dass der von Xet al.und Linet al. berichtete G2/McheckpointDefekt sich erst 72 Stunden
nach Beginn desknockdownseinstellt. Wéahrend bei den 48 Stunden nach deterers
Transfektion bestrahlten Zellen nach MCPKieckdownim Vergleich zur Kontrolle kein
signifikant erhdhter Mitoseindex nachweisbar igtgén die Mitoseindizes bei Bestrahlung 72
Stunden nach der ersten Transfektion deutlich dieen der Kontrolle (siehe Abbildung 21

bzw. Tabelle 3). Ein schwacher Effekt bereits nd8h kann nicht ausgeschlossen werden.
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Mitoseindex 2h nach Bestrahlung mit 4Gy
Anteil
in %
1,6
1,2
H 0Gy
0,8 - B 4Gy
0,4 -
O _
Xul Xud Ko Xul Xud Ko
U20S (48h) U20S (72h)

Abbildung 21Mitoseindex in der Durchflusszytometrienach zweimaliger Transfektion mit MCPH1-siRNA (Xu{y4)
und Kontroll-siRNA (Ko) in U20S-Zellen nach Bestramdumit 4Gy. Die Fixierung der Zellen fand 48h bZ&h nach der
ersten Transfektion jeweils 2h nach der Bestrahiiadg.

Zellinie SiRNA-Duplex |H3P 0Gy | H3P 4Gy | 4Gy/0Gy x 100
Xul 1,41 0,14 9,93
U20S (48h) Xu4 1,41 0,18 12,77
Ko 0,29 0,05 17,24
Xul 0,95 0,63 66,32
U20S (72h) Xu4 1,67 0,46 27,54
Ko 0,93 0,12 12,90

Tabelle 3Anteile der H3P-positiven Zellenvor und nach Bestrahlung mit 4 Gy in Prozent. Bigte Spalte zeigt den
prozentualen Anteil der Mitoserate nach BestrahiarBezug auf den unbestrahlten Wert.
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3.3  Zellularer Phanotyp nach RNAI in einer Mauszelllinie

Um weitere Erkenntnisse Uber die Rolle des MCPHfhsGaI erhalten, liegt es nahe, dessen
Funktion auch in anderen Saugetieren zu untersuclnenRahmen dieser Arbeit wurde
versucht, einen MCPHirockdownbei der Mauszelllinie PT67 mittels RNA-Interferena
erreichen. Logarithmisch wachsende Zellen wurdenzmei verschiedenen siRNA-Duplizes
gegen das Mausortholog von MCPH1 (Mm_MCPH1-1 und MI@PH1-2) und mit
Kontroll-siRNA transfiziert. Von den Zellen wurdeanschlieRend Chromosomenpraparate
hergestellt (siehe Abbildung 22). Nach Verschlissgl wurden lichtmikroskopisch
mindestens 1000 Zellkerne gezéahlt und dabei zwisdhéerphasezellen, Prophase- bzw.
Prophase-ahnlichen Zellen und Mitosephasezelleersotiieden. Es stellte sich heraus, dass
nur derknockdowmmit dem siRNA-Duplex Mm_MCPH1-2 zu einer Zunahnos \Prophase-
ahnlichen Zellen fihrt (3,3% bei Mm_MCPH1-2 vs.%,bei Mm_MCPH1-1 und 1,0% bei
Kontroll-siRNA, siehe Abbildung 23a).

Weiterhin wurde der Anteil der Prophase-ahnlichetlen im zeitlichen Verlauf nach der
RNAI bestimmt und festgestellt, dass der Effekt did Chromosomenkondensation auch
noch 96 Stunden nach der 1. Transfektion nachzewess (siehe Abbildung 23b). Aufgrund
der Erzeugung des zellularen Phanotyps in den Mallea kann man davon ausgehen, dass
Microcephalin bei Mausen eine ahnliche Rolle imlZAdlus zufallt wie bei Menschen — das
Gen also in Hinsicht auf seine Aufgaben bei deroBtosomenkondensation evolutionar

konserviert ist.

Abbildung 22 Prophase-ahnliche Zelle(links unten) im Vergleich zu einer Interphasezdltechts oben) nach Mcphl-
knockdowrin PT67..
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Abbildung 23 (a)Anteil der Prophase-ahnlichen Zellen in Prozen48 Stunden nach Transfektion mit verschiedenen
siRNA-Duplizes: Mm_MCPH1-1, Mm_MCPH1-2 und KontrolRNA. (b) Anteil der Prophase-ahnlichen Zellen im
zeitlichen Verlauf nach Transfektion mit Mm_MCPH1-2 und Kontroll-siRNBie Zellen nach 24 h wurden nur einmal, alle

anderen Zellen zwei Mal transfiziert.
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4 Diskussion

4.1  Bedeutung der MCPH1-Forschung

Das genauere Verstdndnis der Ablaufe beim Voraegehr des Zellzyklus sowie die
Kenntnis der einzelnen Regulatoren und Kontrollna@idmen sind Anliegen unzéahliger
aktueller Forschungsvorhaben. Dabei fallen dem iahrRen dieser Arbeit untersuchten
MCPH1-Gen mindestens zwei unterschiedliche RollerEmerseits ist es an der Regulierung
des Mitoseeintritts im normalen Zellzyklus betdiliggndererseits hat es eine noch nicht
vollstandig aufgeklarte Rolle bei der Antwort awihgtoxischen Stress (Bartek 2006). So ist
MCPH1 wabhrscheinlich  involviert in die DNA-Schadenssnnung und/oder
-reparatur. Raet al. (2006) gehen soweit, MCPH1 als ,Wachter des Gehdymiardian of
the Genome") zu bezeichnen und stellen es soohm Schlisselprotein der
Zellzykluskontrolle p53 gleich (Lane 1992). MCPHEi sin neuer Kandidat fir ein
Tumorsuppressorgen. Es funktioniere als proximgtor im DNA-Schadenskontrollpunkt
durch Regulierung verschiedener Schadenssensockdriiimeer Mediatoren und beeinflusse
somit den Eintritt in die Mitose (Chaplet al.2006).

Zum Zeitpunkt, als mit den Experimenten zu diesdveit begonnen wurde, gab es bereits
Untersuchungen der Zellzykluskontrollpunkte an é&®lihnach MCPHXnockdownmittels
RNAI, die einen fast vollstdndigen Verlust des GZ@ntrollpunkts sowie Defekte beim
Intra-S-Phase-Kontrollpunkt konstatierten (%@t al. 2004). Ware dieser beschriebene
Zellzyklusdefekt auch bei MCPH1-Patientenzellen fmden, hatte das weit reichende
Konsequenzen fir die betroffenen Personen: So wiled®efekt des G2/M-Kontrollpunktes
bei den Patienten ein vielfach erhthtes Risikodié@ Entwicklung maligner Erkrankungen
bewirken, insbesondere waren Karzinome der BrestOdarien und der Prostata zu erwarten
(Rai et al.2006). Deshalb war es von grof3ter Bedeutung, €lieykluskontrollfahigkeit auch
der Patientenzellen zu untersuchen. Sollten digefaen tatsachlich einen derart schwer
wiegenden Zellzyklusdefekt aufweisen, misste mamrifie engmaschige Tumorvorsorge der
Patienten pladieren. Auch sollte in diesem Fall jade Art von ionisierender Bestrahlung
verzichtet werden - eine Strategie, die bisher bé3.Patienten mit demNijmegen Breakage
SyndromgNBS) verfolgt wird. NBS ist eine seltene, autosbmezessive Krankheit, die sich
unter anderem in Radiosensitivitdt, einem defekbetna-S-Phaseheckpointund einer
erhohten  Chromosomenbrichigkeit  aul3ert. Die  Patient sind  mikrozephal,

wachstumsretardiert und haben eine extrem hohespasition fir maligne Erkrankungen
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(Distel et al. 2003). Das bei diesem Syndrom defekte Nibrin (Miabal. 1998) gehért zum
MRN-Komplex und hat multiple Aufgaben im NetzwerkrdSchadenssignaltransduktion,
insbesondere bei der Erkennung von DNA-Schadegndling. Aufgrund der extremen
Radiosensitivitat sollte bei den Patienten auf degnostischen und vor allem auf den
therapeutischen Einsatz von Réntgenstahlen veetieterden, was gerade bei der Therapie
bestimmter Malignome zu Schwierigkeiten flhrt.

Im Widerspruch zu der Befurchtung, die MCPH1-Pa&ankonnten einen klinisch ahnlich
schwer wiegenden Defekt der DNA-Reparatur aufweisteht jedoch der Umstand, dass
keiner der MCPH1-Patienten bisher eine Krebserkragkentwickelt hat, wobealer alteste

uns bekannte Patient schon tber 30 Jahre alt ist.

4.2 BRCAL, CHK1 und der DNA damage checkpoint in MCPH1-
Patientenzellen

Die in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse zejgiass die von Xat al. 004) und spater
auch von Linet al. (2005) beschriebene Herunterregulierung der DNA&gRaturproteine
BRCA1 und CHK1 in Patientenzellen trotz friher temender MCPH1-Mutationen, die
guasi einerknockoutdes Gens bedeuten, nicht zu beobachten ist. Dalyde die Expression
sowohl auf Proteinebene im Westernblot als auchRNA-Ebene mithilfe deiReal Time
PCR untersucht. Fur die letztere Methode stand melee cDNA aus Langzeitkulturzellen
(LCLs) auch cDNA aus nativen Lymphozyten zur Vetfiig. Dies erlaubte eine
Expressionsanalyse in zwei verschiedenen Zellsystennd dadurch einen Ausschluss
eventueller Langzeitzellkultureffekte.

Auch konnte kein Defekt des DNA-Schadenskontrolkisrzewischen der G2- und der M-
Phase gefunden werden. In mehreren unabhangigesudfem zeigten die Patientenzellen
analog zu den Kontrollzellen zwei Stunden nachsienender Bestrahlung stets einen nahezu
vollstéandigen Zellzyklusarrest. Somit scheinen Ziédlen keine Probleme bei der Erkennung
von DNA-Schaden und bei der Schadenssignaltransiuktl haben.

lonisierende Bestrahlung fihrt vor allem zu DNA-Pefstrangbriichen und folglich tGber
eine Aktivierung des ATM-CHK2-Kontrollwegs zu einefnhalten des Zellzyklus am
G2/M-Kontrollpunkt. Dartiber hinaus aktivieren diach Bestrahlung ebenfalls auftretenden
Basenschéaden den ATR-CHK1-Kontrollweg, in dem aBRICAL eine entscheidende Rolle
spielt (siehe Einleitung, Abschnitt 1.4). Das bddgudass mit den in Abschnitt 3.1.3
beschriebenen Experimenten (Quantifizierung def\@@sts nach ionisierender Bestrahlung)
Aussagen uber beide Hauptwege des Signaltransdskitzwerks gemacht werden kénnen:
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So sind bei den MCPH1-Patientenzellen offensidhtloeide Kontrollwege wirksam. Es
konnten keine Defizite festgestellt werden.

Dartber hinaus bestatigt die durchflusszytometast&halyse der Fraktionen in den einzelnen
Phasen des Zellzyklus (siehe Abschnitt 3.1.4) flie dPatientenzellen durchweg
physiologische Verhaltnisse. Nach Bestrahlung karbhe? den Patientenzellen genau wie bei
den Kontrollzellen zu Verschiebungen im ZellzyklDer Anstieg des Anteils solcher Zellen,
die sich gerade in der S-Phase befinden, weisteadn funktionierenden Intra-S-Phase-
Kontrollpunkt hin. Auch diese Ergebnisse stehenVifiderspruch zu den zuvor erwahnten
Ergebnissen von Xat al. (2004) und Liret al. (2005).

Zusammenfassend ist festzustellen, dass — im Gagens der aus diesen Verdffentlichungen
abgeleiteten Erwartung — in MCPH1-Patientenzelleedev die Herunterregulierung der
Zellzyklusproteine BRCAL1 und CHK1 noch der Verlusts DNA-Schadenskontrollpunkts

nachweisbar ist.

4.3  Anstieg der PLCs nach Bestrahlung

Eine weitere Frage, die im Rahmen der vorliegenddreit beantwortet werden konnte,
betrifft die Ursache flr den Anstieg der Fraktiogr PLCs nach ionisierender Bestrahlung.
Bislang liel3 sich dieser in vielen Vorversuchen Adveitsgruppe beobachtete Effekt noch
nicht eindeutig erklaren. Die von mir vorgenommeyaallele manuelle Auszahlung der
PLCs unter dem Lichtmikroskop zusatzlich zur dukctgzytometrischen Bestimmung der
einzelnen Fraktionen in den jeweiligen Phasen ddkyklus erlaubt nun die Feststellung,
dass der beobachtete Anstieg der PLCs nach Bastigaldie Folge des Zellzyklusarrests am
G2/M-Kontrollpunkt ist und somit eine normale pholsgische Reaktion der Zelle gegenuber
erbgutschadigenden Einflussen.

Der morphologisch auf der Basis des Kondensatidaktieberuhende Anstieg des Anteils
Prophase-ahnlicher Zellen visualisiert demnach Alkumulation der Zellen im G2-
Kompartiment. Diese Akkumulation findet ebenso &nd&ontrollzellen statt, dul3ert sich bei
diesen jedoch natirlich nicht in einem Anstieg Page-ahnlicher Zellen.

Dieser nunmehr besser erklarte Effekt lasst sichdi@ Differentialdiagnostik bei Patienten
mit priméarer Mikrozephalie nutzen, da die Mutatisumshe bei Patienten mit Verdacht auf
primare Mikrozephalie aufgrund der genetischen kogenitat der Erkrankung und der Grol3e

der betroffenen Gene aufwandig ist.
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So sind bis heute sieben verschiedene Loci furgnenMikrozephalie bekannt (MCPH1 bis
MCPH7), wobei bisher neben dem Mikrozephalin-GenC@#1) vier weitere Gene
identifiziert wurden (Bondet al. 2002; Bondet al. 2005). Cyclin dependant kinase 5
regulatory protein 2(CDK5RAP2/MCPH3) kodiert fur ein Protein mit 1873mnoséauren
Lange, wahrend es bébnormal spindle-like microcephaly associattdSPM/MCPH5)
3477 Aminosauren sind. Das Genprodukt v@entromere protein JCENPJ/MCPH6) ist
1338 Aminosauren lang (Wooas al. 2005). Kirzlich wurde ein weiteres Gen fur MCPH7
identifiziert, das fir das pericentrosomale Prof&iiL kodiert (Kumaret al.2009).

Der einzigartige zellulare Phanotyp bei MCPH1 ists dwichtigste Kriterium fir die
Abgrenzung von MCPH1 gegentuber den anderen primiéikrozephalien. Es sind jedoch
Patienten mit besonders mildem klinischen und et Phanotyp bekannt (Trimboet al.
2005). So wurde ein Patient mit einer wenig ausiggipn Mikrozephalie (Kopfumfang —2,4
SD bei Geburt) beschrieben, bei dem sich der AntlCs in zytogenetischen
Routinepraparaten mit 2-4% kaum von Kontrollen tsdieeidet. In solchen Zweifelsféllen
kann, wie meine Ergebnisse zeigen, eine BestrahtlengPatientenzellkulturen den Anteil
Prophase-ahnlicher Zellen deutlich erh6hen und tsdmmiDiagnose dieses seltenen Syndroms

erleichtern.

4.4  Storung der DNA-Doppelstrangbruch-Reparatur in Patentenzellen

Wahrend der Mechanismus der Schadenserkennungnsthléel3endem Zellzyklusarrest zu
funktionieren scheint, gibt es dennoch Unterschiedeschen den Kontrollzellen und den
Patientenzellen, wie in mehreren unabhangigen “aeu mit verschiedenen MCPH1-
Patientenzelllinien gezeigt wurde. MCPH1-Zellliniemt trunkierenden Mutationen wiesen
nach Bestrahlung eine deutliche Verzégerung beiredéfieintritt in die Mitose auf (siehe
Abschnitt 3.1.5). Diese Beobachtungen deuten and ®ierzogerung oder einen Defekt bei
der DNA-Reparatur insbesondere der Reparatur voA-DNppelstrangbriichen hin. Einen
attraktiven Erklarungsansatz dafur liefert das Helgrakteristikum des PCC-Syndroms:
Zwar konnen die Zellen, wie von mir nachgewiesemMJAEGchaden erkennen und die
Zellzyklusantwort initiieren, aber mdglicherweis@dvdie DNA-Reparatur durch die extreme
DNA-Kondensation in der G2-Phase behindert. Es kamrdieser Stelle nicht entschieden
werden, ob dies nur zu einer Verzégerung oder abehn zu einer erh6hten Fehleranfalligkeit

des Reparaturprozesses fihrt.
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Daher erscheinen weitere Versuche, welche die DNparRaturmechanismen in MCPH1-
Zellen genauer untersuchen, dringend notwendign desn ergibt sich die Frage, ob ein
eventuell vorliegender Defekt mit klinischen Konsengzen fur die MCPH1-Patienten
verbunden ist und welche Schlussfolgerungen sichdfé &rztliche Betreuung ergeben.
Insbesondere miuisste der diagnostische Einsatz Gotgéhstrahlung sowie der Kontakt mit
anderen mutagenen Agentien eingeschrankt werdeiteM/eErkenntnisse Uber die DNA-
Reparatur in MCPH1-Zellen kdonnten z.B. tUber Chroonosnbruchanalysen odédkaline

Unwinding Assaygiewonnen werden. AulRerdem miussten zuklnftige &tuduch native

Patientenzellen einbeziehen, da die bisherigen Hirpate ausschliellich an

Langzeitzellkulturen (LCLs) vorgenommen wurden.

4.5 BRCAL, CHK1 und DNA damage checkpoint nach RNAI

Bei der Untersuchung des Netzwerks der ReaktiongnD&lA-Schaden an U20S-Zellen
nach MCPH1knockdownmittels RNAI konnte ich die von Xet al. (2004) beschriebenen
Ergebnisse zu weiten Teilen reproduzieren. So fahdnach Transfektion mit dem Xul-
siRNA-Duplex erniedrigte Niveaus des CHK1-Proteims Westernblot sowie leicht, wenn
auch nicht signifikant erniedrigte CHK1-RNA-Messteemittels deReal TimePCR.

Auch am G2/M-Kontrollpunkt zeigten sich eindeutigeiffalligkeiten im Verhalten der
Zellen nach RNAIi. Wahrend beim 72h-Versuch bei dah Kontroll-siRNA-transfizierten
Zellen der Mitoseindex auf 13% des unbestrahlternrt&8eabgefallen war, zeigten die mit
Xu4 transfizierten Zellen noch einen Mitoseindex1\28% bezogen auf den unbestrahlten
Wert. Bei Xul waren es sogar noch 66%.

Auffallig ist allerdings, dass man diesen Verluss d52/M-Schadenskontrollpunkts bei dem
48h-Ansatz in dieser Deutlichkeit noch nicht bedttas kann: So findet man zwar wesentlich
hohere Mitoseindizes nach Bestrahlung bei MCPHlekdown (0,14% und 0,18%) als bei
der Kontrolle (0,05%). Durch die deutlich erhohtell#ilungsrate bei den MCPH1-
defizienten Zellen sind jedoch die prozentualeneletder bestrahlten bezogen auf die
unbestrahlten Zellen mit 10% und 13% sogar niedrae bei der Kontrolle (17%). Diese
Beobachtung steht zunéchst im Widerspruch zu désathe, dass MCPH1 sehr schnell
herunterreguliert wird, da man schon 24 Stunderh reicer einmaligen RNAI-Transfektion
den zellularen Phanotyp nachweisen kann. Dieser@pskz deutet darauf hin, dass MCPHL1
nicht direkt in die proximale Antwort im DNA-Schaasetzwerk involviert ist, da in diesem

Fall ein friher auftretendeheckpoiriDefekt zu erwarten wére. Jedoch kénnte eine iktire
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regulatorische Rolle mit einem langsamemnover eines oder mehrerer durch MCPH1

regulierter Proteine den verzogerten Kontrollvdrlesklaren. In jlngster Zeit wurden

verschiedene Vorschlage fur eine mdgliche Platagrder MCPH1-Funktion im DNA-
damage-checkpoingemacht: Wéahrend Rait al. (2006) MCPHL1 eine proximale Funktion
zusprechen, schlagen Aldertet al. (2006) MCPH1 eine Rolle unterhalb von CHK1 im
ATR-pathwayvor. Aul3erdem vermuten Aldertaet al. eine zusatzliche ATR-unabhangige
Funktion in der Aufrechterhaltung der inhibitoriselCdK1-Phosphorylierung, welche einen
vorzeitigen Mitoseeintritt verhindert (siehe Abhilty 24).
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Abbildung 24 DNA-Schadenskontrollpunkt. In die bereits in Abschnitt 1.4.2 beschriebenebiftung wurden hier
verschiedene mégliche Platzierungen von MCPH1 {nofpNA-Schadenskontrollpunkt eingefiigt.

Wahrend sich die Mehrzahl der von Xtal. (2004) berichteten Ergebnisse in meinen RNAI-
Versuchen bestétigten, erhielt ich bei bestimmteitel der hier vorgestellten Experimente

Ergebnisse, die im Widerspruch zu dieser Vertffemiing stehen: So konnte ich keine
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Herunterregulierung von BRCA1 nachweisen. SowohMfesternblot als auch in d&eal
TimePCR zeigten alle mit Xul-transfizierten Zellen natenBRCA1-Konzentrationen.
Weitere Fragen werfen die Ergebnisse der RNAI neih duplizes Xu4 und Xu5 auf.
Wahrend Xu (2004) bei diesen beiden Oligonuleotairplexen keinen MCPHErnockdown
beobachtete, ist die Herunterregulierung (gemeaseazellularen PLC-Phanotyp und mittels
Quantifizierung in deReal Timeé?CR) mit diesen Duplizes in unserem Labor stetentéish
starker als mit dem Xul-Duplex.

Interessanterweise zeigten die mit Xu4-transfierert Zellen zwar einen G2/M-
Kontrollpunktverlust (siehe oben), jedoch keine uigerregulierung von CHK1 oder von
BRCAL1. So bewegten sich bei der RNA-Quantifizieruhg Werte sogar alle eher an der
Signifikanzgrenze fir eine Hochregulierung dieseantkripte. In einem Fall wird diese
Grenze von logRQ > 0,3 sogar Uberschritten.

4.6 Unterschiede zwischen Patientenzellen und ,RNAI-Z&n*

Obwohl sowohl die Patientenzellen als auch die &RbBAI MCPH1-defizienten Zellen den
charakteristischen PLC-Phanotyp zeigen, scheiredndse beiden Zellsysteme in der Antwort
auf DNA-Schaden grundsatzlich zu unterscheidemeSoltiert aus RNAi gegen MCPH1 ein
deutlicher Defekt am G2/M-Kontrollpunkt, der sichaginem unzureichenden Zellzyklusarrest
nach ionisierender Bestrahlung ausdriickt. AuRer#damm RNAI gegen MCPH1 auch zu
einer verminderten Expression von BRCA1 und CHKHréin. In Patientenzellen bleibt der
G2/M-checkpointtrotz friher trunkierender Mutationen erhalten uesl lasst sich keine
Erniedrigung der CHK1- bzw. BRCA1-Expression nacisee.

Ein Versuch, diese offensichtliche Diskrepanz zkléeen, muss sowohl methodische
Besonderheiten der RNAIi-Technik, als auch den Awfloies MCPH1-Gens und seiner
Expressionsstrukturen bertcksichtigen.

Ein erster mdglicher Unterschied besteht in demnsachten Zelltypen. Ich habe fir meine
Versuche mit Patientenzellen mehrere Zelllinien weitschiedenen trunkierenden Mutationen
verwendet und diese mit mehreren Kontrollen vehglic Dabei handelte es sich
ausschlief3lich um Lymphoblastoide Zelllinien (LCLBr die Untersuchung der BRCA1 und
CHK1-Expression peReal TimePCR stand neben den LCLs RNA aus einem weiteren
Zellsystem zur Verfigung, namlich aus nativen Lyomtien. Beide getesteten Systeme
entstammen also dem hamatopoetischen System. DéelRirferenceExperimente wurden

hingegen mit der U20S Zelllinie durchgefiihrt. Daldgandelt es sich um eine aus
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Knochengewebe gewonnene Zelllinie eines 15-jahrigdgdchens mit einem moderat
differenzierten Tibia-Osteosarkom. Die Zelllinie igte eine epithelidre, adhérente
Morphologie. Zelltypspezifische Effekte konnen dahieht ausgeschlossen werden.
Weiterhin kdnnen durch die RN#terferenceso genannteff-targetEffekte entstehen, also
das unerwinschte Herunterregulieren zusatzlicheneGmit Sequenzhomologien zum
eigentlichen Gen. Démockdowreines oder mehrerer weiterer Proteine konnte eiineftuss
auf die Expression der DNA-Reparaturproteine BROAMD CHK1 sowie auf den DNA
damage checkpoirttaben.

Ein wichtiges Argument fir die Moglichkeit von ffdargetEffekten ist, dass die
Herunterregulierung des Reparaturproteins CHK1 @gm®n mittelReal TimePCR und
Westernblot, siehe Abschnitte 3.2.1 und 3.2.2) imuden zuvor mit dem Duplex Xul-
transfizierten Anséatzen zu beobachten war. AucbestheckpointDefekt nach Verwendung
des Xul-Duplexes ausgepragter als z.B. im Falle Xad-Duplexes. Dies ist umso
erstaunlicher, als die im Mikroskop zu beobachte®t@eke der Initiation des PLC-Phanotyps
durch Xu4 und Xu5 stets hoher war als durch Xuly.bdie Effizienz deknockdownsauf
RNA-Ebene gemessen durBeal TimePCR entweder gleichwertig war oder mit Xul sogar
etwas niedriger ausfiel.

Offensichtlich besteht also eine Variabilitat hatglich der molekularen und zellbiologischen
Konsequenzen des MCPHthockdownsnit verschiedenen siRNA-Duplizes. Dies deutet auf
unspezifischeoff-targetEffekte hin. In der Arbeit von Xt al. wurde auch versaumt, die
Ergebnisse mit verschiedenen siRNAs zu reproduziebges wird aber als unerlassliche
Kontrolle fir RNAIi-Experimente angesehen (Hugmgpial. 2005). Xuet al. berichten sogar,
dass der Duplex Xu4 in ihren Handen nicht zu eik@mockdownvon MCPHL1 fuhrte. Die
Arbeit von Lin et al verwendet jedoch zwei verschiedene siRNAs (Xud den von
Trimborn et al, 2004 publizierten Duplex M2) und zeigt weiterhttass sich die Effekte
durch die Expression von RNAi-resistentem Micro@ph komplementieren lassen.
Allerdings wird auch in dieser Arbeit nicht auf nigdge Unterschiede zwischen den Effekten
der beiden verwendeten siRNAs eingegangen.

Dieses Ergebnis, dass namlich #apckdowmmit verschiedenen MCPH1-siRNAs zu einem
Defekt in der G2/MeheckpoirtKontrolle flhrt, deutet ebenso wie die von mirgasdtierten
Daten darauf hin, dass demockdowrnvon MCPH1 tatsachlich zu einechmeckpointVerlust
fuhrt. Meine Ergebnisse zeigen jedoch, wie bengihnt, dass die Expression von BRCA1
und CHK1 nicht von allen MCPH1-siRNAs beeinflussirdvund auch hinsichtlich der
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zellbiologischen Konsequenzen (PLC-Rate, G2iMckpoink eine Variabilitat in der Starke
der Effekte besteht. Daher sollten die Ergebnisse mublizierten RNAIi-Experimente
vorsichtig interpretiert werden.

Auf der anderen Seite lassen sich die Diskrepanzeischen den Ergebnissen mit
Patientenzellen und RNAi moglicherweise auch daduedkléaren, dass es sich bei den
Mutationen in den Patientenzellen um so genannp@rmgrphe Mutationen handeln kénnte.
Bei derartigen Mutationen kommt es nicht zum korntipte Funktionsverlust des betroffenen
Proteins, sondern es bleibt eine Restfunktion &rhallm Falle von MCPH1 waéren
Restfunktionen des Proteins dergestalt vorhandess destimmte Funktionen fur die
Kontrolle des Zellzyklus noch gegeben wéren. Didlefewéren dann nur in dem Sinne
auffallig, als dass die Phase, in der die Chromasorkondensiert vorliegen, deutlich
verlangert ist, wobei auch im kondensierten ZustAhth-Schaden erkannt werden kdnnen
und der Zellzyklus angehalten wird.

Eine hypomorphe Mutation konnte dann wirksam werderenn zum Beispiel ein
mutationsbedingter Abbruch der Translation mit d&worhandensein eines alternativen
Startkodons gekoppelt ist. Trotz der Trunkierung &eoteins kommt es zur Transkription
kUrzerer, partiell funktioneller Proteine. Einerlck@n Mechanismus beschreibt Masénmal
(2001) beimNijmegen Breakage SyndroniéBS). Ca. 90 % aller NBS-Patienten haben die
Mutation 651elb, die zu einer Leserasterverschiebung und vogesitiTrunkierung des
NBS-Proteins fuhrt. Fir Zellen mit dieser Mutatkannte gezeigt werden, dass neben einem
26 kDa langen Fragment noch ein zweites, 70 kDgdariFragment synthetisiert wird. Dies
geschieht durch interne Initiation der Translatiomler NBS1-mRNA. Die beiden Fragmente
sind in der Lage, gewisse Teilfunktionen des NB8&ns auszuiben und somit das
Uberleben der Zellen zu sichern, wohingeganckoutMutationen von NBS1 fiir die Trager
stets letal sind (Maset al.2001).

Vorraussetzung fur diese Form der ,Rettung” istssdain im Leseraster gelesenes ATG
vorliegt, welches ein mdgliches alternatives Staithn darstellen kann. Dieses alternative
Startkodon sollte von einer so genannten Kozak-&sgumgeben sein. Kozak beschreibt
bestimmte Schllsselpositionen in der Umgebung sBakenpaare vor dem ATG (Position -6
bis -1) bis 4 Basenpaare danach (Position +1 bjsS@ ist zum einen ein A auf Position -3
von entscheidender Bedeutung fur das Anhalten 6& dbosomalen Untereinheit an der
MRNA und des folgenden 60S und 80S-Untereinheiautezlten Starts der Proteinsynthese
(Kozak 1987; Kozak 1997). Zum anderen scheint Wi@madas hoch konservierte G in +4
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wichtig zu sein. So konnte gezeigt werden, dase éfutation in einer dieser beiden
Schlusselpositionen zu einer teilweisen Umgehurgy A€Gs durch die 40S-Untereinheit
fuhren kann, die dann weitdownstreanmach mdoglichen Startkodons sucht (leihal. 1993;
Ossipowet al. 1993). Auf diese Weise kann es zur Initiierung Bemslation unterschiedlich
langer Proteine kommen.

Tatsachlich ist im MCPH1-Gen ein solch alternativeBG vorhanden, welches eine gute
Kozak-Sequenz aufweist: GCTAAT ATBATG (Position in der cDNA ¢.286). Da dieses
ATG in frameist, kdnnte es sein, dass auch in normalen Zékgte Startkodons verwendet
werden und so auch in normalen Zellen zwei untézddibh lange Proteine vorliegen.
Ergebnisse audn-vitro-Expressionsstudien zeigen, dass beide ATGs alstk&dans
verwendet werden kénnen (Gavvovidis al. 2005). Andererseits ist es moglich, dass diese
kirzere MCPH1-Variante wie bei NBS nur im Falle e¢irfMutation im MCPH1-Gen
abgelesen wird.

Als eine weitere Moglichkeit erscheint die Expressverschiedener MCPH1-Proteine durch
alternatives Spleil3en. Dabei kommt es durch urtiesdtiches Heraussplei3en verschiedener
Exons aus dePre-messengeRNA zu unterschiedlichen Varianten reifer mRNA wswhit
auch zu verschiedenen Genprodukten (zusammengefassing & Lee 2006). Dieser
Mechanismus gilt als hauptverantwortlich fir unaeferordentlich komplexes Proteom, bei
dem aus ca. 33.000 Genen 500.000 bis 1.000.00@hvedene Proteine entstehen kdnnen
(Black 2000). Dem alternativen Spleil3en wird einesentliche Funktion in der Evolution
zugesprochen (Bouet al. 2003). Einige Forscher gehen sogar davon aus,diaddehrzahl
der genetischen Erkrankungen durghicsng-Mutationen verursacht ist (Lopez-Bigas al.
2005).

Da ein Grof3teil unserer Gene diesem Mechanismwesliagt (Croftet al. 2000), scheint es
nicht unwahrscheinlich, dass auch vom MCPH1-Genersnhiedliche SpleiRvarianten
existieren. Auch hier kénnte es sich um einen mhggischen oder erst durch eine Mutation
hervorgerufenen Vorgang handeln.

Es erscheint also moglich, dass ein kompletteselReltbn Microcephalin tatsachlich zu dem
von Xu et al. beschriebenen gravierenden Zellzyklusdefekt fukvglcher fur einen
komplexen Organismus angesichts sich akkumulieremight reparierter DNA-Schaden
wahrscheinlich sogar letal wére. Fur die MCPH1-d¢t&n ware demnach anzunehmen, dass
bei diesen eine ,rettende“ Restaktivitdt des Miletalins vorliegt, mit der die wichtigsten

MCPH1-Aufgaben wahrgenommen werden. Die Mdglichldgt Existenz unterschiedlich

70



Diskussion

langer MCPH1-Transkripte in Kontrollzellen oder di&pression kirzerer MCPH1-Proteine
in den Patientenzellen kdnnte eigentlich mithilfes dWesternblots sehr leicht untersucht
werden, ist jedoch aufgrund des Fehlens eines erdén stellenden Antikdrpers gegen
MCPHL1 zur Zeit nicht moglich.

4.7 Vorarbeit fur ein MCPH1-Mausmodell

Einen viel versprechenden Ansatz zur weiteren Gtangierung des MCPH1-Gens wirde
ein Mausmodell darstellen. Dazu sollte als ersiefRalle des entsprechenden MCPH1-Gens
(Othologs) der Maus bei der Chromosomenkondensatibersucht werden. Im Rahmen der
vorliegenden Arbeit konnte durch einen siRMAeckdown des Mcphl-Gens in der
Mauszelllinie PT67 der typische zellulare PLC-Ph§ipcerzeugt werden. Daraus lasst sich
ableiten, dass dem MCPH1-Mauseortholog zumindestemKondensationsregulation eine
ahnliche Rolle zufallt wie beim Menschen. Diese dfnkinis stellt eine entscheidende
Vorarbeit fur die Entwicklung einefrap-Maus dar, die inzwischen von der Arbeitsgruppe
etabliert wurde. Dieses Mausmodell basiert auftdtgfernung der letzten BRCT-Domane des
Mcphl-Gens durch einen Gdmap in einer embryonalen Stammzelllinie von BayGen@mic
(RR0608). Mithilfe dieses Tiermodells kdnnen hoffeh in naher Zukunft neue
Erkenntnisse Uber die Funktionen des MCPH1-Prot@insler Zellzyklusregulation und

speziell im G2/Meheckpoingewonnen werden.

4.8 Ausblick

Die genaue Rolle von MCPH1 im DNdamage checkpoinst nach wie vor unklar. Zwar
kann auf der Grundlage der hier gezeigten Untersugdn ein gravierendesheckpoirt
Defekt in den Patientenzellen ausgeschlossen weigerbleibt jedoch ungewiss, ob dies
aufgrund einer ,Rettung des Kontrollpunkts® duraheeRestfunktion des MCPH1-Proteins in
den Patientenzellen geschieht oder ob der nach Ri¢Abachtbare Kontrollpunktverlust
Folge von methodischen Artefakten oder Zelllinipezdfischen Nebeneffekten ist. Zur
Klarung dieser und anderer Fragen sind weiterelédiess unabdingbar.

So konnte der G2/Mheckpointnach Transfektion mit einer alternativen MCPH1isate,
wie sie etwa bei den Patienten exprimiert werdemke, und anschlieRender RNAI gegen das
endogene MCPH1 untersucht werden. Durch Aufhebueg Kontrollpunktverlusts bei
gleichzeitiger Erzeugung des typischen PLC-Phamotgpnnte die These einer in den

Patientenzellen vorhandenen Restfunktion des mRteerifiziert werden. Anders herum
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kénnte man bei Patientenzellen durch RNAIi gegen wdienutete MCPH1-Variante den
checkpointDefekt initiieren.

Die Untersuchung des Kontrollpunkts konnte sowohircH Expressionsmessung der
wahrscheinlich von MCPH1 beeinflussten DNA-Repagatieine BRCAL1 und CHK1 oder
durch die Bestimmung der Zellteilungsrate zum Beismithilfe der Durchflusszytometrie
erfolgen.

Ein einfacherer Weg zum Nachweis von unterschibdlangen MCPH1-Varianten ware
naturlich die direkte Expressionsanalyse im Wes$detnDazu ware allerdings ein Antikdrper
notwendig, welcher den C-Terminus von MCPHL1 erkeant sowohl das vollstandige sowie
auch eventuelle kiirzere Proteinfragmente zu emiassgder haben sich bisher alle getesteten
kommerziellen und selbst hergestellten Antikdrpgesbezuglich als unbrauchbar erwiesen.
Auch zur Charakterisierung sonstiger Funktionen umtdraktionspartner ware die baldige
Verfugbarkeit eines funktionierenden MCPH1-Antikérp von grol3ter Bedeutung.

Weiterhin erscheint es sinnvoll, Teile der vorlieden Arbeit mit nativen Patientenzellen zu
wiederholen, um eventuelle Langzeitzellkultur- bAzwansformationseffekte auszuschliel3en.
Bezuglich ethischer Bedenken gegen eine ernewtagive) Blutentnahme bei den Patienten
kann man anmerken, dass wir neben grundlegendeankirkissen Uber die Rolle von
MCPHL1 in der Zellzykluskontrolle und DNA-Reparatdaschinerie auch Hinweise auf
klinische und therapeutische Probleme erwarten, idieZukunft auf MCPH1-Patienten
zukommen koénnten. So mussten die Patienten bemeefekt in der Zellzykluskontrolle
bzw. DNA-Reparatur einer engmaschigen Tumorvorsougel beim Auftreten eines
Malignoms eventuell einem modifizierten Therapiekept unterzogen werden.

Ein anderer denkbarer Ansatz zur Klarung der Auéggabon MCPH1 im DNAdamage
checkpointware die genauere Untersuchung weiterer Kontrokfeiwie den Intra-S-Phase-
Kontrollpunkt und den G1/S-Kontrollpunkt. Auch kdardie Analyse der Antwort auf andere
DNA-Stressoren wie zum Beispiel UV-Bestrahlung odmrdere Radiomimetika neue
Erkenntnisse bringen.

Zuséatzlich konnte die Interaktion zwischen MCPHId tanderen wichtigen Proteinen der
Zellzykluskontrolle untersucht werden. So sind zBeispiel die so genannten Cykline und
die CdKs ¢yclin dependent protein kina3esesentlich am Voranschreiten des Zellzyklus
und an dem Ubergang von einer zur nachsten Zelizpklase beteiligt. Da MCPH1 durch die
negative Regulierung der Chromosomenkondensatidn-dekondensation eine wesentliche

Rolle beim Durchlaufen der Zellen durch die Mitaggelt, ist eine Interaktion zwischen
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MCPHL1 und den Cyklinen und CdKs nicht unwahrschamlAldertonet al. (2006) wiesen
auch einen Einfluss von MCPH1 auf die Aufrechtddral der CdK1-Phosphorylierung und
somit die Verhinderung eines vorzeitigen Mitoseadiistnach.

Nachdem die hier vorgestellten Ergebnisse Hinwaideeine verzégerte DNA-Reparatur in
MCPH1-Zellen ergeben haben, sollte neben der Wnthtsg der Erkennung von DNA-
Schaden auch die Fahigkeit zur DNA-Reparatur untditswerden. Daflr bieten sich zum
Beispiel DNA-Strangbruch-Messverfahren wie dakkaline unwinding- oder COMET-
(Einzelzell-Gelelektrophoresé)ssayan.

Neben der Funktion als Regulator der Chromosomeaiusation (Neitzelet al. 2002;
Trimbornet al.2004) und mehrfacher Einbindung in den DN&mage-checkpoir{Xu et al.
2004; Linet al.2005; Aldertoret al.2006; Raiet al. 2006) wurden fiur MCPH1 noch weitere
Funktionen beschrieben. So identifizierten lehal. MCPHL1 als Repressor der humanen
Telomerase (Lin & Elledge 2003). Aulerdem ist seitale bei der Entwicklung und
Evolution des menschlichen Gehirns Gegenstand kdtlorschung (Evanst al. 2005). Es
ist davon auszugehen, dass noch weitere FunktisoenVICPH1 entdeckt werden werden
und dass besonders im Hinblick auf eine mdglicheRals Tumorsuppressor diesem Gen

zukinftig eine deutlich héhere wissenschaftlichémerksamkeit zuteil werden wird.
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5 Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit der As& der Zellzykluskontrolle und DNA-
Schadensantwort bei MCPH1-Defizienz. Patientenamér autosomal rezessiven primaren
Mikrozephalie, die durch Mutationen im MCPH1-Gerrwreacht wird, zeigen Klinisch eine
ausgepragte Mikrozephalie und eine mentale Retamtje MCPH1-Mutationen flhren
aufgrund eines Funktionsverlusts von MCPH1 in pedkrenden Zellen zu einem stark
erhohten Anteil Prophase-ahnlicher Zellen, der, baeeits gezeigt wurde, auf eine vorzeitige
Chromosomenkondensation in der frihen G2-Phaseinedverzégerte Dekondensation nach
der Mitose zurtckzufuhren ist. Auf3erdem scheint MCHn die DNA-Schadensantwort
involviert zu sein. Experimente mit RNA Interfere(RNAi) gegen MCPHL1 zeigten einen
fast vollstandigen G2/MheckpoiriVerlust nach ionisierender Bestrahlung sowie eine
Herunterregulierung der Zellzyklusproteine BRCAT@WHK1.

Eine fehlerhafte DNA-Schadensantwort aufgrund vo&RW1-Mutationen wére fur die
Prognose der Patienten von grol3er Bedeutung, weilnst einem deutlich erhdhten
Tumorrisiko einhergehen wirde. Daher wurde im Rahnikeser Arbeit der DNA-
Schadenskontrollpunkt in MCPH1-Patientenzellen nsoight, insbesondere der G2/M-
checkpoint sowie die Expression der Zellzyklusproteine BRCAMd CHK1. Die
Untersuchungen der relativen Protein- und RNA-Mengmittels Westernblot und
guantitativerReal TimePCR zeigten eine normale Expression sowohl von BR@ls auch
von CHK1 in MCPH1-Patientenzellen. Auf3erdem wuraen ionisierender Bestrahlung
dieser Zellen der G2/Mheckpointmittels Durchflusszytometrie analysiert. Dabei ktanfir
die Patientenzellen ein intakter G2@Weckpoinihachgewiesen werden.

Die Bestimmung des Anteils der Zellen in den eingel Zellzyklusphasen zeigte aul3erdem,
dass bei den Patientenzellen eine normale Vertpeiien Zellzyklusphasen vorliegt. Die nach
ionisierender Bestrahlung zunachst auftretende dWiebung zwischen den einzelnen
Zellzyklusphasen zugunsten der S-Phase verlautb@rau der der Kontrollzelllinien und
weist somit auch einen intakten Intra-S-Phelseekpoint nach. Aufgrund des
funktionierenden G2/Meheckpointskommt es spater bei den Patienten ebenso wiedrei d
Kontrollen zu einer Akkumulation der Zellen im GZxpartiment. Dies erklart den bei
MCPH1-Mutation stets beobachteten Anstieg Prop&asdicher Zellen nach Bestrahlung.
Die einzige Auffalligkeit bei den Patientenzellemie auf eine fehlerhafte DNA-
Schadensantwort hindeutet, ist deren verzogertedgveintritt in den Teilungszyklus nach

Bestrahlung. Dies konnte ein Hinweis auf eine géstoder zumindest verlangsamte DNA-
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Doppelstrangbruchreparatur sein. Da MCPH1-defieieRtatientenzellen aber auch eine
verzogerte DNA-Dekondensation in der G1-Phase aséme ist nicht auszuschlie3en, dass
die verminderte Dekondensationskompetenz der Zélieden verzdogerten Wiedereintritt in
den Teilungszyklus nach Bestrahlung verantwortisth

Das Ergebnis dieser Arbeit, dass MCPH1-Patientemzeliber eine intakte DNA-
Schadensantwort nach ionisierender Bestrahlungigerf, steht im Widerspruch zu
Veroffentlichungen, die eine deutlich defekte DNAR&densantwort nach RNAI gegen
MCPHL1 in U20S-Zellen beschreiben. Diese auf RNAuhenden Ergebnisse konnten zwar
im Rahmen der vorliegenden Arbeit fir diese ZeilenWesentlichen reproduziert werden,
nicht aber fir lymphoblastoide Zelllinien mit truakenden MCPH1-Mutationen.
Erklarungsansatze fur diese Diskrepanz schliel3amoldo mogliche Ursachen in der
verwendeten Methodik als auch eine eventuelle Relstion des MCPH1-Proteins bei
Mutationen im MCPH1-Gen ein. So kdnnten einersé#iflinien-spezifische Besonderheiten
oder off-targetEffekte beim siRNAknockdown das gestorte Verhalten der MCPH1-
defizienten Krebszellen nach ionisierender Bestradpl erklaren. Andererseits ware es
maoglich, dass die Mutationen in den Patientenzéilggomorph sind, das heil3t, dass es durch
Vorhandensein alternativer Startkodons oder durlterratives Spleien zur Synthese
kirzerer bzw. weiterer MCPH1-Proteinvarianten k&miie, fur die normale Funktion des
Kontrollpunkts verantwortlich sein kdnnten.

In weiteren Experimenten gelang es, in einer Mdiisze mittels RNAiI gegen das
Mausortholog von MCPHL1 den zellularen Phanotyp eritohtem Anteil Prophase-ahnlicher
Zellen zu erzeugen. Dies ist ein Indiz daflr, ddisses Gen in Hinblick auf seine Aufgaben
bei der Chromosomenkondensation evolutionar kores¢ngt und stellt eine Voraussetzung
fur die Entwicklung eines Tiermodells dar.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die DNA-&t#msantwort in Zelllinien von
Patienten mit MCPH1-Mutationen untersucht. Dabeirke in lymphoblastoiden MCPH1-
Patientenzellen ein schwer wiegender KontrollpueKktist ausgeschlossen werden. Somit
muss man bei den Patienten nicht von einem ertreblicohten Risiko fur die Ausbildung
maligner Erkrankungen ausgehen. Diese Erkenntalg #h Einklang mit der Beobachtung,
dass keiner der bisher bekannten Patienten einesKrerankung entwickelt hat. Die genaue
Einbindung von MCPHL1 in den Schadenskontrollpunkiss) gerade auch im Hinblick auf
eine mogliche Rolle dieses Gens als Tumorsuppreissaeiteren Studien geklart werden.
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Anhang

Abktrzungen

AP-Stellen Apurin- und Apyrimidin-Stellen

AT Ataxia teleangiectasia

ATM Ataxia teleangiectasimutated

ATR ATM-Rad3+elated

BER Basenexzisionsreparatur

Bp Basenpaare

BRCT BRCA1 C-terminus

CAK CdK aktivierende Kinase

CdK Cyclin dependent kinases

cDNA Komplementéare DNA

DAPI 4'.6-Diamidino-2-phenylindole dihydrochloride
DNA Desoxyribonukleinséaure

DSB Doppelstrangbriiche

EBV Epstein-Barr-Virus

FKS Fetales Kélberserum

Gy Gray

H3P phosphoryliertes Histon H3

HKG Housekeepingsen

HR Homologe Rekombination

IR lonising radiation(lonisierende Bestrahlung)
1Q Intelligenzquotient

KCL Kaliumchlorid

kDa Kilodalton

LCL Lymphoblastoide Zelllinie

MCPH autosomal rezessive primare Mikrozephalie
MMR MismatchReparatur

MPF Mitosis promoting factor

MRN Mrell-Rad50-Nbsl

MRT Magnetische Resonanztomographie

NBS Nijmegen Breakage Syndrome

NER Nukleotidexzisionsreparatur

NHEJ Non homologous end joinin@licht-homologe-End-zu-End-Verkniipfung)
PCC Premature chromosome condensatfearzeitige Chromosomenkondensation)
PFA Paraformaldehyd

PLC Prophase like cel{Prophase-ahnliche Zelle)
RNA Ribonukleinséure

RNAI RNA Interferenz

SD Standard deviatioiStandardabweichung)
SiRNA Small interferingRNA

uv Ultra violett
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