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Frankfurt - DNA-Doppelstrangbruch-Forschung

Segensreich

B lvan Dikic und seine Mit-
arbeiter entwickelten eine
Methode zur Markierung von
DNA-Doppelstrangbriichen,
die wie ein Stof3gebet klingt.

BLESS - eine griffige Abkiirzung fiir eine
coole Methode: direct in situ breaks labeling,
enrichment on streptavidin and next-genera-
tion sequencing. Klingt kompliziert, ist es
aber nicht. ,Es sind nur klassische moleku-
larbiologische Methoden, die wir einfach in
die richtige Reihenfolge gebracht haben®,
meint Ivan Dikic, Direktor des Instituts fiir
Biochemie II an der Uni Frankfurt.

Unter Dikics Fittiche entwickelte sein
ehemaliger Postdoc Nicola Crosetto zusam-
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Kollegin und Ehefrau Magda.
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aber indirekt iiber daran gebundene Pro-
teine identifiziert. ,Ich war damals kein
ChIP-Experte, wusste aber, dass diese
Ansétze keine sehr hohe Sensitivitat und
Spezifitét besitzen, sondern haufig starke
Hintergrundsignale produzieren®, erzahlt
Crosetto. ,,Ich arbeitete damals mit Protei-
nen, die entscheidend fiir die Erhaltung der
Genomstabilitét sind. In Experimenten mit
einer Knockout-Maus des Werner-helicase
interacting protein Wrnip1 beobachtete ich
eine massive Anhdufung von Doppelstrang-
briichen in der DNA und wollte wissen, wo
genau sich diese Briiche im Genom ereig-
nen.“ (Wrnip1 spielt eine Rolle bei der
Entstehung des Werner-Syndroms, einem
Chromosomenbruchsyndrom, das zu friih-
zeitig einsetzenden Alterungsprozessen in
verschiedenen Korpergeweben fiihrt.)
Eine Methode musste also her, die ver-
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Binden der markierten Frag-
mente an Streptavidin-Beads

Bruchstellen mit Hilfe einer DNA-Ligase in
situ an einen proximalen Linker (P-Linker)
gekoppelt. Dieser zunéchst einzelstrangige
DNA-Linker faltet sich zu einer Haarna-
del-Struktur. Dadurch entsteht ein dop-
pelstrangiges, ligierbares Ende, das sich
zusdtzlich durch eine Barcode-Sequenz
auszeichnet. Diese Sequenz ist eindeutig
als nicht-human identifizierbar und fiir die
spétere DNA-Sequenzierung von Bedeu-
tung. Die DNA-Ligase kann die zwei freien,
doppelstrangigen DNA-Strange des Linkers
und der DNA-Bruchstelle nun miteinander
verkniipfen.

,Diese in situ-Ligation ist der Trick.
Wir markieren die Doppelstrangbriiche,
bevor irgendwelche zusatzlichen Briiche
durch die weitere Praparation in der DNA
entstehen konnen. Sie war deshalb zu Be-
ginn auch meine grofite Sorge“, erzéhlt

Ivan Dikic und Koraljka Husnjak

men mit Magda Bienko, einer polnischen
Biotechnologiestudentin — mittlerweile
mit Nicola Crosetto verheiratet und als
Postdoc am MIT in Boston — die Idee fiir
eine Methode, mit der gezielt Briiche in
der doppelstrangigen DNA markiert und
bis auf das Nukleotid genau identifiziert
werden konnen.

Derartige Methoden gab es zwar bereits
— bei den meist verwendeten ChIP-Tech-
nologien (Chromatin-Immunprézipita-
tion) werden DNA-Doppelstrangbriiche

42

lasslich und spezifisch die fragilen Regio-
nen in der DNA identifizieren konnte und
das moglichst simpel. ,Kurz nach Weih-
nachten 2008, wihrend eines Besuches bei
meinen Schwiegereltern, kam mir eines
Morgens die Idee”, erinnert sich Crosetto.

Am Anfang war der Trick

Zunéchst wird die DNA aus den Zellker-
nen isoliert. Anschliefend werden die frei-
en DNA-Enden an den zu identifizierenden

Crosetto. ,Dass sie so gut funktionierte,
hat mich iiberrascht.“ Nun kann die DNA
weiter prozessiert und in kleinere Frag-
mente zerlegt werden. Mit Hilfe eines
Biotin-Molekiils am P-Linker konnen die
markierten DNA-Fragmente iiber eine
Streptavidin-Matrix von nicht-markierten
DNA-Fragmenten getrennt und gereinigt
werden. Die freien Enden der ,,gefischten
Fragmente werden durch einen distalen
Linker (D-Linker) gebunden, der ebenfalls
eine Barcode-Sequenz besitzt. Ein Enzym
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entfernt schliel8lich einen grof3en Teil der
Linker und hinterlésst nur die bekannten
Barcodes an der DNA. Uber diese kénnen
die DNA-Fragmente durch eine PCR ampli-
fiziert und per Next Generation Sequencing
identifiziert werden.

Weilwihrend der Sequenzierung auch
viele kontaminierende humane Sequenzen
auftauchen, bilden die Barcodes wichtige
und identifizierbare Markierungen der
Stellen, an denen zum einen die in situ-Li-
gation mit dem P-Linker erfolgte und zum
anderen die spatere Bindung des D-Linkers
stattfand“, verdeutlicht Crosetto. Im Riick-
schluss muss in einem sequenzierten und
identifizierten humanen DNA-Fragment,
das beide Barcodes aufweist, im Genom
ein DNA-Doppelstrangbruch gewesen sein.

Die meiste Zeit, erinnert sich Dikic,
mussten die Wissenschaftler fiir die Ent-
wicklung der Kontrollen aufwenden. ,Es
war ein hartes Stiick Arbeit, aus BLESS eine
sensitive, vor allem aber auch verldssliche
Methode zu machen.“ Verschiedene Ansét-
ze sollten zeigen, dass BLESS tatsdchlich
funktioniert und spezifisch die Orte der
DNA-Doppelstrangbriiche nachweisen
kann. Ein wichtiger Validierungstest wur-
de in U20S-Zellen durchgefiihrt. , Diese
Zellen wurden genetisch so manipuliert,
dass man leicht mit einem Enzym (Scel)
einen Doppelstrangbruch an einem ganz
bestimmten Genort (in der I-Scel-Kassette)
einfiigen kann*, erklért Crosetto. Unter den
klonierten und sequenzierten BLESS-Frag-
menten befand sich der betroffene Genort
in 13.000-fach erhéhter Dichte im Ver-
gleich zum restlichen Genom.

»lch war so gliicklich“, grinst der Post-
doc. ,,Endlich war ich sicher, dass meine
Methode funktionieren kann.“ In Zusam-
menarbeit mit Philippe Pasero und Maria
Joao-Silva aus Montpellier — Experten auf
dem Feld der DNA-Replikation — bestétig-
ten sie die Zuverléssigkeit ihrer Ergebnisse
aus einer genomweiten BLESS-Kartierung
von DNA-Doppelstrangbriichen, die durch
zelluldren Stress bei der DNA-Replikation
induziert wurden, zusatzlich durch eine
zweite Methode namens gH2AX-ChIP.

Bless the Teamwork

Insgesamt dauerte es fast fiinf Jah-
re, bis BLESS vollstdndig ausgereift und
publizierbar war (Nat Methods 2013,
10(4):361-5). In dieser Zeit entdeckte
Crosetto auch seine Leidenschaft fiir das
Austiifteln von Methoden -, ,eine der span-
nendsten und besten Phasen meiner wis-
senschaftlichen Karriere“, erzahlt Croset-
to. ,,Hatte mir Ivan nicht den Freiraum zum
Probieren gelassen, hitte ich BLESS nicht
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etablieren kénnen.“ Auch Dikic schwérmt
von den vergangenen Jahren. ,,Bevor wir
tiberhaupt die ersten Testversuche fiir
BLESS gemacht haben, hatten Nicola und
ich tolle Diskussionen. Er ist sehr kreativ.
Auferdem waren wir bei der Entwicklung
von BLESS auf ein gro3es Netzwerk an Kol-
laborationen angewiesen — zum Beispiel
auf die Hilfe der Arbeitsgruppe von Maga
Rowicka aus Texas, die die Unmengen an
Reads aus der Next Generation Sequen-
cing-Analyse der BLESS Fragmente fiir uns
ausgewertet hat.“

,Wir haben keine Plattform entwickelt,
um fiir andere Arbeitsgruppen Proben
auszuwerten®, betont Dikic, ,,sondern je-
der kann sich frei zugénglich {iber BLESS
informieren und es selbst anwenden — es
ist ja eigentlich ganz einfach.“ Auf der
BLESS-Homepage (www.breakome.eu)
stellen sie alle Ergebnisse und ausgearbei-
teten Protokolle fiir die Community zu-
sammen. ,,Es ist toll zu sehen, dass BLESS
schon bald nach der Validierung von an-
deren kollaborierenden Arbeitsgruppen
angewendet und reproduziert wurde,
findet Crosetto.

Krebsforscher besonders interessiert

Einer der Anwender ist etwa Krebsfor-
scher Roberto Chiarle vom Kinderkran-
kenhaus in Boston, der iiber der Lokali-
sation von Chromosomentranslokationen
in Lymphozyten arbeitet. Derartige Verla-
gerungen von Chromosomenfragmenten
im Genom koénnen dazu fiihren, dass die
Lymphozyten zu Krebszellen transformie-
ren. Zu wissen, wo sich die Transloka-
tionen ereignen, soll helfen zu verstehen,
wodurch und mit welcher Haufigkeit die
krebsauslosenden Mutationen entstehen.

Ein anderer Kooperationspartner von
Dikic und Crosetto ist Andre Nussenzweig
vom National Cancer Institute in Bethes-
da. Mit ihm wollen sie sogenannte ,,friih
replizierende fragile Orte“ (early replica-
ting fragile sites, ERFSs) im Genom von
B-Lymphozyten identifizieren. Mehr als
50 Prozent der Chromosomenmutationen,
die zu sogenannten diffusen gro3zelligen
B-Lymphomen fiithren, ereignen sich in
solchen ERFSs.

Die Gruppe arbeitet bereits an der Wei-
terentwicklung der BLESS-Methode. ,,Un-
sere néchste grol3e Herausforderung ist die
Entwicklung einer Single-Cell-BLESS-Me-
thode“, erzédhlt Dikic. Mit ihr wollen die
Frankfurter Biochemiker DNA-Doppel-
strangbriiche individuell in einzelnen
Zellen identifizieren.

JOHANNA FRAUNE
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