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Reparaturwege in Krebszellen gezielt
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Mutations in BRCA 1 or BRCAZ are associated with breast, ovarian and
other cancers. Cells with these mutations are defective in homologous
recombination (HR), one of two main processes to repair DNA
double-strand breaks (DSBs). Survival of these cells strongly relies on
the usage of alternative repair pathways, such as POL6-mediated
end-joining (TMEJ). Thus, targeting TME) could be a promising new
strategy for the therapy of BRCA1- and BRCA2-mutant tumours.
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B [n den letzten Jahren wird vermehrt von
Frauen berichtet, die sich aufgrund einer
erhohten Préadisposition fiir erblich beding-
ten Brustkrebs fiir eine vorbeugende Ampu-
tation der Briiste entscheiden. Diese Frauen
tragen meist Mutationen in den Tumorsup-
pressorgenen BRCA1 oder BRCAZ, welche in
den Medien haufig als ,die Brustkrebs-Gene“
bezeichnet werden. In der Tat haben Frauen
mit einer monoallelischen BRCAI- oder
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BRCA2-Mutation - ein Verlust beider Allele
eines dieser Gene ist embryonal letal - ein
Risiko von 50 bis 80 Prozent, an Brustkrebs
zu erkranken [1].

DNA-Schaden und
Reparaturmechanismen

BRCA1 und BRCA2 haben wichtige Funktio-
nen in der DNA-Schadensantwort, also den
zellularen Prozessen zur Erkennung und
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A Abb. 1: Induktion und Reparatur von DNA-Doppelstrangbriichen (DSBs). A und C, Entstehen
DSBs in der G 1- oder G2-Phase, besitzen sie zwei Bruchenden. B, Tritt ein DSB in der S-Phase auf,
wenn eine Replikationsgabel auf einen SSB trifft, ist dieser dagegen ein-endig. Die verfligharen

Reparaturwege sind angegeben.
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Behebung von DNA-Schaden. In jeder Zelle
unseres Korpers treten pro Tag mehrere
zehntausend DNA-Schiden auf. Am schwer-
wiegendsten ist dabei der DNA-Doppel-
strangbruch (double-strand break, DSB), bei
dem beide Strange der DNA-Doppelhelix
durchtrennt sind.

Fiir die Reparatur von DSBs stehen der
Zelle zwei Hauptwege zur Verfiigung: die
nicht-homologe Endverkniipfung (non-homo-
logous end-joining, NHE]) und die homologe
Rekombination (homologous recombination,
HR). Die NHE] beschreibt den Prozess einer
direkten Ligation der Bruchenden, der im
gesamten Zellzyklus eine schnelle Reparatur
ermoglicht, jedoch zur Ausbildung von
Deletionen an den Bruchenden fiihren kann.
Die HR ist dagegen ein fehlerfreier Prozess,
der aber auf postreplikative Zellzyklus-
phasen beschrdnkt ist. Hierbei dient die
unbeschddigte DNA-Sequenz im homolo-
gen Bereich der Schwesterchromatide
als Vorlage fiir die korrekte Wiederherstel-
lung der zerstorten DNA-Bereiche. BRCA1
und BRCA2 sind fiir diesen Prozess essen-
ziell [2].

Eine besondere Form von DSBs entsteht
wahrend der Replikation. Trifft eine Replika-
tionsgabel auf einen DNA-Einzelstrangbruch
(single-strand break, SSB), wird ein DSB
erzeugt, der nur ein einzelnes Bruchende
besitzt. Diese ein-endigen DSBs konnen nicht
via NHEJ repariert werden, jedoch kann der
HR-Weg solch einen Schaden beheben und
so eine vollstdndige Replikation gewahrleis-
ten (Abb. 1, [2]).

Therapie von HR-defizienten

Tumoren

In BRCA1- oder BRCA2-defizienten Tumoren
liegen beide Allele des betroffenen Gens
durch Mutationen inaktiviert vor. Die gesun-
den Zellen der Patienten verfiigen aber noch
uber ein intaktes Allel und exprimieren
somit funktionales Protein. Dadurch konnen
sie im Gegensatz zu den Tumorzellen DSBs
iiber den HR-Weg beheben. Fiir eine mog-
lichst selektive Schadigung der Tumorzellen
werden bei einer Krebstherapie daher oft
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YH2AX

DSBs erzeugt, die HR-abhdngig repariert wer-
den. Dazu werden hdufig Inhibitoren gegen
das Enzym PARP1 eingesetzt. Wird PARP1
gehemmt, akkumulieren spontan auftretende
SSBs und verursachen wahrend der Replika-
tion vermehrt ein-endige DSBs. Wahrend
Normalgewebszellen diese mittels HR effizi-
ent reparieren konnen, verbleiben sie in
BRCA1- oder BRCA2-defizienten Tumorzel-
len teilweise unrepariert und konnen zum
Zelltod fiihren [3].

A BRCA2-defiziente Zelle
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<« Abb. 2: Unrepa-
rierte DSBs in der
Mitose. Dargestellt
sind zwei Anaphase-
Zellen nach gemein-
samer Depletion von
BRCA2 und POLS, die
unreparierte DSBs
(erkennbar durch den
DSB-Marker YH2AX)
und ein /agging chro-
mosome (weiBer
Pfeil) zeigen. Eben-
falls gefarbt ist die
DNA (mittels DAPI)
und der Mitose-
marker pH3.

PARP-Inhibitoren werden seit einigen Jah-
ren klinisch eingesetzt, jedoch konnen die
Tumore Resistenzen gegen diese Therapie
entwickeln. Dies kann auf eine verstéarkte
Nutzung alternativer Reparaturwege zuriick-
zufiihren sein. Neben dem HR- und NHE]J-
Weg sind einige weitere Prozesse beschrie-
ben, die den Ausfall dieser Hauptwege teil-
weise kompensieren konnen. Durch eine
verstiarkte Nutzung dieser Prozesse konnen
die Tumorzellen also den Verlust der HR aus-
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gleichen. Dies stellt aber auch eine Achilles-
ferse des Tumors dar, denn nur das Uber-
leben der Tumorzellen, nicht aber das der
HR-profizienten Normalgewebszellen, hdngt
von diesen alternativen Reparaturwegen ab.
Eine gezielte Hemmung dieser Wege sollte
daher eine starke und selektive Wirkung auf
die Tumorzellen haben.

POLO - ein vielversprechender
Ansatzpunkt fiir die Therapie HR-
defizienter Tumore

Ein spannender Faktor in diesem Zusammen-
hang ist die Polymerase Theta (POLO), die
den Reparaturweg des
POL®-mediated end-joinings (TME]) vermit-
telt. Dies ist ein Unterweg der NHE] zur
Reparatur von DSBs mit einzelstrangigen
Uberhingen, wie sie auch an ein-endigen
DSBs auftreten. Dabei lagern sich die einzel-
strangigen Bereiche durch Nutzung von Mik-
rohomologien zusammen und die fehlenden
DNA-Bereiche werden durch POLO wieder
aufgefiillt [4].

Dieser Prozess ist in gesunden Zellen nur
von geringer Bedeutung und ein Verlust von
POLO hat hier keinen negativen Effekt. Wird
POLO dagegen in HR-defizienten Zellen aus-
geschaltet, sterben diese ab [5]. Diese selek-
tive Wirkung macht POLO zu einem vielver-
sprechenden Ansatzpunkt fiir eine Therapie
von BRCA1- und BRCA2-defizienten Tumo-
ren, gerade auch fiir solche, die eine Resis-
tenz gegen PARP-Inhibitoren entwickelt

<« Abb. 3: Repara-
tur ein-endiger
DSBs via TME]J. A,
BRCAZ2-defiziente
Zellen sind HR-
defekt. Nach
Erzeugung eines
zweiten Bruchen-
des durch eine
benachbarte Repli-
kationsgabel kon-
nen diese DSBs
wahrend der Mito-
se mittels TME)
repariert werden.
B und C, Sowohl
eine Hemmung
des TME]J in der
Mitose (B) als
auch eine vorzeiti-
ge Nutzung des
TMEJ in S/G2 (C)
erzeugt Chromo-
somenaberratio-
nen, die zum Zell-
tod flihren.
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haben. Daher wird aktuell versucht, thera-
peutisch einsetzbare POLO-Inhibitoren zu
entwickeln [3].

POLO vermittelt die Reparatur von
DSBs in BRCA2-defizienten
Tumorzellen

Die Funktion von POLO war bisher noch nicht
genau verstanden und wurde nun von unse-
rer Arbeitsgruppe zusammen mit Forschern
der Universitaten von Kalifornien und Texas
genauer untersucht. Interessanterweise ist
fiir die letale Wirkung einer POLB8-Depletion
in HR-defizienten Zellen keine zusétzliche
DNA-Schéadigung nétig. Dies ldsst vermuten,
dass das TME]J hier fiir die Reparatur spontan
auftretender DSBs essenziell ist.

Wiéhrend jeder S-Phase treten spontan
etwa zehn bis zwanzig ein-endige DSBs auf.
Wir konnten feststellen, dass diese in
BRCAZ2-defizienten Zellen in der S/G2-Phase
unrepariert verbleiben, dann aber wiahrend
der Mitose mittels TME] nahezu vollstindig
repariert werden. Zellen, in denen die HR
und POLO zusammen ausgeschaltet wurden,
zeigten dagegen hohe Zahlen an unreparier-
ten DSBs und lagging chromosomes in der
Mitose (Abb. 2). Letzteres sind Chromoso-
menfragmente, die bei der Aufteilung der
DNA in die beiden Tochterzellen verloren
gehen. Diese meist letalen Ereignisse konn-
ten das starke Zellsterben von HR-defizien-
ten Zellen erkldren, wenn POL6O ausgeschal-
tet wird [6].

Aber warum erfolgt das TME] nur wahrend
der Mitose, einer Zellzyklusphase, in der
DSB-Reparaturprozesse sonst sogar haufig
unterdriickt werden? Spontane DSBs sind
meist ein-endig, durch eine benachbarte
Replikationsgabel kann aber ein zweites
Bruchende erzeugt werden, was die Moglich-
keit einer NHE]J-vermittelten Reparatur eroff-
net. Erfolgen solche NHEJ-Prozesse jedoch
ohne zweites Bruchende, kann es zur Ver-
kniipfung von Enden unterschiedlicher DSBs
und zur Fusion zweier Chromosomen kom-
men, was in der Regel ein letales Ereignis
darstellt. Daher scheint es plausibel, die
Reparatur ein-endiger DSBs auf postreplika-
tive Zellzyklusphasen zu beschrianken, wenn
sichergestellt ist, dass ein zweites Bruchende
vorliegt. Zudem konnte der Kondensations-
grad des Chromatins die Reparatur beeinflus-
sen. In der Interphase liegt das Chromatin
entspannt vor, sodass die beiden Bruchenden
weit voneinander entfernt sein konnen, was
die Gefahr einer Verkniipfung von Enden
unterschiedlicher DSBs erhoht. Durch die
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starke Kondensation des Chromatins in der
Mitose werden die Bruchenden dagegen in
raumlicher Ndhe zu einander ausgerichtet,
was eine Verkniipfung korrekter Enden via
TME]J ermoglicht.

In unserer Studie konnten wir mit RAD52
zudem einen Faktor identifizieren, der eine
Nutzung des TME] in der S/G2-Phase unter-
driickt. Nach Depletion von RAD52 konnten
wir in BRCA2-defizienten Zellen eine TME]-
vermittelte Reparatur bereits in der G2-Phase
beobachten, die allerdings mit einer signifi-
kanten Zunahme der Zahl an Chromosomen-
fusionen einherging [6]. Dies unterstiitzt
unser Modell, dass eine vorzeitige Nutzung
des TME] zur Ausbildung eben dieser toxi-
schen Lasionen fiihrt. Das ist umso spannen-
der, da RAD52 ein weiterer Faktor ist, dessen
Verlust zum Absterben von BRCA1- und
BRCA2-defizienten Tumorzellen fiihrt und
gegen den therapeutisch einsetzbare Inhibi-
toren entwickelt werden [7].

Zusammenfassend kann unsere Studie
erklaren, warum POLO und RAD5?2 fiir das
Uberleben von BRCA2-defizienten Zellen
essenziell sind. POLO ermdglicht eine Repa-
ratur spontan auftretender DSBs mittels
TME]J und RAD52 reguliert diesen Prozess.
Wird das TME]J verhindert (z. B. nach POL6-
Inhibition) oder erfolgt es vorzeitig (z. B.
nach RAD52-Inhibition), entstehen unter-
schiedliche Chromosomenaberrationen, die
zum Absterben der Zelle fithren (Abb. 3). &
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