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DNA Reparatur für Einsteiger
Überblick

� DNA Reparatur zu verstehen ist 

nicht schwer!

� DNA Schäden 

� DNA Reparaturprozesse

� DNA Reparatur unter Replikation

� DNA Reparatur als Target für die 

Intensivierung der Tumortherapie

Sensor

Manager

Arbeiter

Boss
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DNA Reparatur und Schadensantwort

Tumorigenese Genomische Instabilität Target zur Intensivierung
Der Tumortherapie

Somatische
Zelle

Initiale Mutation
Karzinom

Heilung  

Metastasierung

CTCs

Hoeijmakers,  2001

Lord and Ashworth, 2006
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450 Gene sind an der
DNA Schadensantwort beteiligt

� Therapeutische Ausnutzung 
eines Defekt in der DNA 
Reparaturantwort zur 
Intensivierung der 
Tumortherapie

� Proteinkomponenten der DNA 
Reparaturmaschinerie als 
vielversprechende Kandidaten 
für eine zielgerichtete Therapie

� Bekanntestes Beispiel für eine 
zielgerichtete Therapie:
� PARP1 Inhibition beim 

Mammakarzinom
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Arvold et al., 2011

� Bedeutung der Strahlentherapie für diese Gruppen?

� Haben diese Gruppen Gemeinsamkeiten?

Mammakarzinom

� Jede 8te Frau wird in ihrem Leben ein invasives 
Mammakarzinom entwickeln

� Im Prinzip sehr gute Heilungsraten, mittlere  10-
Jahresüberlebensrate von über 80%

� Gut etablierte Therapie

� Aber es gibt Subgruppen mit einer deutlich schlechteren 
Prognose

� HER2 Amplifikation

� Basal-artige Tumore = Triple negative Tumore (TNBC)

� Junge Patientinnen (immerhin jede 10te und 
ansteigend)
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TNBCs und junge Patientinnen mit zeigen
gehäuft Mutationen in Genen der Homologen Rekombination

high risk, e.g. BRCA1, 
BRCA2,
TP53, PTEN …

low risk, e.g. 
FGFR2

MANY!often

rare

1

10 High-Risk-Genes

BRCA1, BRCA2, PALB2
TP53, PTEN …

Moderate-Risk-Genes
CHK2, ATM,   

RAD50,NBS1, BRIP, 
BACH1, BARD1, TOPBP1, 

RAP80, ABRAXAS
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Low-Risk-Genes FGFR2
many!

Roy et al., 2011

moderate

• PALB2 (FANCN) = Partner and Localizer of BRCA2

• verknüpft BRCA1, BRCA2 und Rad51 

• Beteiligt an DNA Reparatur via Homologous Rekombination

• Mutation identifiziert beim erblichen Brustkrebs                         
(Erkko et al., 2007, Nature)
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Nikkilä, Parplys and Pylkäs et al., 2013, Nat comm.

� Lymphoblastoide von Brustkrebspatientinnen mit

einer heterozygoten Mutation in Palb2 c1592delT 

� die haploinsufficienz verringert das PALB2 Protein,

� Dadurch entsteht eine veränderte Zellzykuskontrolle über Chk1- und Chk2

� Dadurch abberante DNA Replikation und DNA Schadensantwort,

� und erhöhte chromosomale Instabilität.

Trägerinnen einer PALB2 Mutation
haben erhöhte genomische Instabilität
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Veränderte Replikationsprozesse 
führen zu mehr Chromosomenschäden

CldU IdUCldU IdU

Nikkilä, Parplys and Pylkäs et al., 2013, Nat comm.

Type of aberration Mean of chromosomal 

aberrations observed 

per 100 metaphases

Carriers            Controls

P-value

Telomeric associations
0.65 

SE=0.41
- 0.328

Chromatid/chromoso

me breaks, deletions

1.65 

SE=1.07

1.67 

SE=0.49
0.689

Simple chromosomal 

rearrangements

5.92 

SE=2.19

0.67 

SE=0.33
0.036

Complex 

chromosomal 

rearrangements

2.92 

SE=1.76
- 0.036

Total rearrangements 

(simple+complex)

8.83 

SE=3.75

0.67 

SE=0.33
0.018
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Zelle

Initiale Mutation
Karzinom
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Hypothese: Defekt in der Replikation 
als Biomarker für das frühe Auftreten von Brustkrebs

Ein Defekt in der Replikation ist verantwortlich für das frühe Auftreten von Brustkrebs (Kooperation Y Goy/A Krüll/K Steffens/V 
Müller/C Kubisch)

• Patientinnen mit Brustkrebs vor 45 Jahren
• Patientinnen mit Brustkrebs nach 59 Jahren
DNA Fiber Assay, Protein- und DNA Extraktion in primären Lymphozyten 
Identifizierung von Patienten mit Replikationsdefekt, verantwortlichen Signalkaskaden und Gendefekt
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AC Parplys, H Dikomey and KA Matthes, Britta Riepen

Humangenetik C. Kubisch:
1. Whole exome sequencing um 
Gene eines DNA 
Replikationsdefekt Phänotyps zu 
Identifizieren

Status: 23/200 Patienten

2. Verifizierungskohorte
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Obwohl ein Reparaturdefekt keine 
bessere Prognose im Vergleich zu sporadischen Tumoren

Nilsson et al., Breast Cancer Res Treat (2014)

Huzarski et al., JCO 2013
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Heilung  
Tumorigenesis

Tumore verwenden einen 

anderen Reparaturweg
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450 Gene welche in die 
DNA Reparatur involviert sind!

� Wie kann man einen Defekt 
der DNA Reparatur Antwort 
als therapeutisches Target 
für die Radio- und 
Chemotherapie erkennen?

� Ausnutzung des 
Unterschieds von  
Tumoren/Normalgewebes 
� Proliferation
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Tumorzellen teilen sich!

Dobbelstein and Sørensen, 2015

NHEJ

ICL 

NER

SSBR/BER

HR TLS

MMR

Pol δ

Pol ε
Topo-

isomerase

Helicase

Leading strand

Lagging strand

PR

Ligase

Stalled
replication fork

Collapsed
replication fork

Hindernisse der DNA Replikation

DNA Schadensantwort unter DNA Replikation

DNA Reparaturwege an der Replikation

Borgmann,…….Rothkamm, 2016Curtin, 2012

Fork
Recovery

Fork
Protection

DNA Reparatur durch Homologe Rekombination
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Erhöhen des Replikationsstresses in Tumorzellen
Intensivierung der Tumortherapie

� protein components of the DDR systems have been identified as promising avenues
for targeted cancer therapeutics.

Dobbelstein and Sørensen, 2015
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Neue Targets:
DNA Reparatur zur Intensivierung der Tumortherapie

Lord and Ashworth, Nature 2012

Phase

I

II

III

Therapie

+ Radio

Mono+Chemo

PARP Inhibitoren
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450 Gene welche in die 
DNA Reparatur involviert sind!

� Defekte der DNA Reparatur 
Antwort der Zelle wurden 
als therapeutisches Target 
für die Radio- und 
Chemotherapie erkannt 

� Inhibitoren des DNA 
Reparatursystems werden 
entwickelt um spezifisch die 
DNA zu schädigen und 
damit die Therapie zu 
intensivieren 

� Beispiele für eine 
sogenannte Targeted
Therapie:
� PARP1 Inhibition bei 

BrusttumorenHomologous
recombination
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Konzept: “Synthetic lethality”

� I und II können sich gegenseitig kompensieren

Reparaturweg I

HR

Reparaturweg II

BER/SSB
n Beispiele für Synthetic lethality Ansätze:

– Homologe Rekombination und PARP1i

– Fanconi Anämie/p53 und ATMi

– Replikations-assoziierte Reparatur und CHK1/ATRi

– RAD50 und ATMi

– ………….

n Nur letal wenn beide Wege inhibiert sind

Ashworth, 2013

Bryant, 2005

Reparaturweg I

HR

Reparaturweg II

BER/SSB
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HR defekte Zelllinien lassen sich durch
PARPi sensitivieren

Bryant, 2005

Ashworth, 2008PARP1 Inhibitor

O´Shaughnessy et al., 2011

Curtin, Nature 2012
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BRCA -/- BRCA -/-BRCA -/-

Verstärkung der Wirkung 
von PARP1i durch Bestrahlung

� Gründe

� Monotherapie nicht ausreichend

Bryant, 2005
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Klinische Studien weltweit 2015:
PARP1 inhibition

� NIH clinical trials: PARP-Inhibitoren 122 Studien 

� NIH clinical trials: PARPi plus Radiotherapie: 30 Studien

� 4 davon titeln mit Radiotherapie:

� Lokal fortgeschrittenes Rektum

� Rezidiv Mamma

� Kopf/Hals 

� Nicht-operable bzw. multiple Hirnmetastasen

https://clinicaltrials.gov/ct2/results/map/image?term=parp+inhibitor+and+radiotherapy
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Strahlensensitivierende Wirkung 
in vitro und in vivo beim Lungenkarzinom und  beim Glioblastom

Albert et al. Clin Cancer Res. 2007

H460 lung
carcinoma

+PARPi
+Temo+4Gy

+Temo+4Gy+PARPi

U251

+PARPi

-PARPi

Russo et al. Clin Cancer Res. 2009
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PARP1 inhibition plus Bestrahlung sensitiviert in vitro und in vivo
HNSCC; Normalgewebszellen dagegen nicht

Kato et al. Clin Cancer Res. 2010

Güster et al., R&O 2014
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Löser et al., Int J Radiat Oncol., 2008

Strahlensensitivierende Wirkung durch 
PARP1i ist abhängig vom Anteil der Zellen in der S-Phase?
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Bedeutung der HR für die strahlensensitivierende PARP1i Wirkung?
Charakterisierung HR-defizienter Zelllinien
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Wurster and Hennes et al., 2016

Bryant, 2005
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Stärkere Strahlensensitivierung
in HR-defizienten Tumoren

HR-profizient HR-defizient

+Bestrahlung 
+PARPi
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Wurster and Hennes et al., OncoTarget 2016
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6Gy

PARP1i+6Gy

PARP1i

untreated

HR deficient HR proficient

D

Stärkere Effekt auf die DNA Replikation 
in HR defizienten Tumoren

Wurster and Hennes et al., OncoTarget 2016

CldU IdUCldU IdU45‘ 45‘

6 Gy
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Mehr radiale Chromosomen in 
HR-defizienten Tumoren nach Bestrahlung mit PARPi
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±6Gy

±1µM Olaparib, 4h

1. Metaphase after irradiation

Wurster and Hennes et al., OncoTarget 2016
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PARPi abhängige Strahlensensitivierung 
in HR-defizienten Zellen erfolgt in Abhängigkeit der Replikation
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Wurster and Hennes et al., OncoTarget 2016
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PARP1 Inhibition ausschließlich wirksam 
in HR-defekten Zellen?
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PARPi abhängige Strahlensensitivierung 
in HR-defizienten Zellen erfolgt in Abhängigkeit der Replikation
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Kein Einfluss des HR-Defektes auf die 
Strahlenempfindlichkeit?
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Radioresistenz und Radiosensitivität in
HNSCCs mit HR Defizienz

CldU IdUCldU IdU45‘ 45‘
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Korrelation von
Strahlenempfindlichkeit und Stabilität der Replikationsgabel
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Kandidaten für den Schutz von Replikationsgabeln:
PARP1, CHK1 and MRE11

Min et al., Nat. comm. 2013

PARP1 und CHK1 Interaktion
Zum Schutz von Replikationsgabeln

Yeo et al., 2014

Ohne Schutz
MRE11 Endonuklease degradiert den DNA Strang
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MRE11 ist verantwortlich für die Degradation des neu
synthetisierten DNA Strang

Yeo et al., 2014

Ohne Schutz degradiert
MRE11 endonuklease den DNA Strang

Inhibition von MRE11 schützt den DNA Strang nur in 

den radiosensitiven Zellen
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CHK1 schützt den 
synthetisierten DNA Strang an Replikationsgabeln

Min et al., Nat. comm. 2013

PARP1 und CHK1 Interaktion
zum Schutz von Replikationsgabeln

HSC4
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Radiosensitivierung nach CHK1 Inhibition
nur in den radioresistenten HNSCCs
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Modell

CHK 1

P

Sensitive 
Cell lines
Resistant
Cell lines

CHK 1
Inhibitor

� Keine Kandidaten für eine Chk1i 
Sensitivierung da bereits radiosensitiv

n Kandidaten für eine Chk1i zur
Strahlensensitivierung
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Erhöhen des Replikationsstresses in Tumorzellen
Intensivierung der Tumortherapie

� protein components of the DDR systems have been identified as promising avenues
for targeted cancer therapeutics.

Dobbelstein and Sørensen, 2015
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DNA Reparatur für Einsteiger
Zusammenfassung

� Es braucht einen Boss!

� DNA Schäden 

� DNA REparaturprozesse: Es ist viel 

komplizierter als angenommen

� DNA Reparatur unter Replikation: 

Ein vielversprechendes Target zur 

Intensivierung der Tumortherapie!

� Wie können wir diese Tumore 

identifizieren?

Sensor

Mediator

Effector

Boss

Manager

Arbeiter
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Funktionelle Assays sind notwendig
um entsprechende Tumore zu identifizieren

1. Fresh, viable 

tumor 

2. Tissue slicing 3. Ex vivo irradiation 

(5Gy)

4. Ex vivo culture 2h

5. Formalin fixation overnight

6. Paraffin embedding overnight

7. Sectioning and drying 

8. RAD51/GEMININ immunostaining

9. Quantification of RAD51IRIF+/GEMININ+

Day 1

1 2 3

2hr

5

Day 2

6

Day 3 Day 4

7 8 9

24hr

Sporadic BCs

� Fünf Tumore mit geringer RAD51 
Focibildung

� BRCA Modifikationen, 
Methylierung/Mutationen

� 3 von 5 TNBCs

� Schlussfolgerung: 10% der 
sporadischen BCs sind Kandidaten 
für PARPi-Therapie 
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PARP1i relevant 
für andere Tumorentitäten?
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Zusammenfassung

� Für welchen Tumor PARP1i sinnvoll?

� Tumore mit einem Defekt in HR oder PARP-EJ

� Konzept Synthetic lethality

� Attraktives Konzept für das es viele potentielle 

Kandidaten-Paare gibt

� Bedeutung von Bestrahlung in diesem Konzept?

� Unterschätzt, da eine synthetisch letale Situation 

potenziert werden kann

� Data: vielfältig vorhanden

� Wie identifizieren wir Subgruppen für solch eine 

Therapie?

� Funktionelle Biomarker

450 an der DNA-Reparatur beteiligter Gene
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