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EINLEITUNG

EINLEITUNG

Replikation in E. coli

Initiation der Replikation

Der Prozefd der Replikation lafit sich in E. coli in drei Schritte unterteilen. Zunachst
erfolgt am Replikationsursprung (origin of replication) die strikt regulierte Initiation.
Nach der Initiation werden die Tochterstrainge der DNA mit mindestens 1000 Basen-
paaren pro Sekunde synthetisiert. Auf der dem Replikationsursprung gegeniiberliegenden
Seite wird die Replikation schliefllich angehalten (Hyr1EN, 2000).

Fiir eine erfolgreiche Zellteilung muf gewdhrleistet werden, dafl die Tocherzelle genau
eine Kopie des Chromosoms bekommt. Dies ist nur moglich, wenn die Replikation genau
einmal wihrend des Zellzyklus erfolgt. Die Replikation mufl einerseits abgeschlossen sein,
bevor die Zellteilung erfolgt. Es darf aber andererseits nicht zu einer Uberreplikation
kommen. Sowohl fiir pro- als auch fiir eukaryontische Organismen, die bisher untersucht
wurden, konnte gezeigt werden, daf} die Initiation der Replikation genau einmal pro Zell-
zyklus erfolgt (Boyk et al, 2000), wobei bei Prokaryonten die Zellzyklen verschachtelt
sein konnen. Man findet in schnell wachsenden Zellen dann noch vor der eigentlichen
Teilung der Zellen erneute Initiationsereignisse an den Replikationsurspriingen.

Um die Synchronisation von Initiation und Zellteilung zu gewihrleisten, gibt es in E.
coli eine Reihe unterschiedlicher, fein abgestimmter Mechanismen (Bovyk et al., 2000).
Einer dieser Mechanismen ist die Bindung der replikativen Helikase DnaB an die einzel-
strangige DNA der Matrize des lagging strand. Um eine Bindung an falscher Stelle zu ver-
hindern, ist DnaB nicht allein in der Lage an einzelstrangiger DNA zu binden. DnaB
bildet einen Komplex mit DnaC. Durch diese Komplexbildung ist DnaC in der Lage, mit
dem Initiatorprotein DnaA zu interagieren. Zusitzlich wird durch die Interaktion mit
DnaB eine DNA-Bindestelle aktiviert, durch welche erst eine Bindung an DNA méglich
ist (MARIANS, 2000).

DnaA erkennt spezifisch den Replikationsursprung oriC und bindet dort. Hierdurch
wird die Struktur des Replikationsursprungs dergestalt gedndert, dafy die Doppelhelix
aufgeschmolzen wird (Keck & BERGER, 2000). Durch die Interaktion von DnaA mit dem
DnaB-DnaC-Komplex kann der letzte an die DNA binden. Die initiale Replikationsblase
wird auf diese Weise mit zwei DnaB-Hexameren beladen. Anschliefend bindet die
Primase DnaG im Initiationsbereich, welches fiir die Synthese der Primer benétigt wird.
Durch eine Interaktion von DnaG und DnaB wird der erste Primer gebildet, wobei sich
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EINLEITUNG

am Primerende das Pollll-Holoenzym anlagert. Durch die Interaktion zwischen der
7-Untereinheit der Polymerase und DnaB kommt es zu einer deutlichen Erhohung der
Helikasefunktion von DnaB. Da die Bindung von DnaB spezifisch an der Matrize des
lagging strand erfolgt, kann durch die Interaktion die Polymerase zur lagging-strand-
Synthese definiert werden (MARIANS, 2000).

Das PollII-Kernenzym wird aus der a-Untereinheit mit der Polymerase-Aktivitit, der
e-Untereinheit mit der 3’-5’-Exonukleaseaktivitét (proof reading) und der 0-Untereinheit,
deren Funktion bisher nicht bekannt ist, gebildet (Kn1pPERS, 1997). Zwei Pollll-Kern-
enzyme werden tber die tT-Untereinheit zusammengehalten (Kim et al., 1996). Die
Prozessivitit von PollIl wird durch die -Untereinheit (sliding clamp) massiv gesteigert.
Diese Untereinheit besteht in E. coli aus einem Proteindimer, welches einen Ring um die
DNA bildet, wodurch ein Abfallen der Polymerase von der DNA weitgehen verhindert
wird. In Eukaryonten besteht die sliding clamp aus einem Trimer, welches mit PCNA
(proliferating cell nuclear antigen) bezeichnet wird (KEck & BERGER, 2000).

Die Beladung der DNA mit der sliding clamp erfolgt durch den y-Komplex (clamp
loader). Nach Bindung von ATP bildet die B-Untereinheit einen Komplex mit dem clamp
loader, wobei durch diese Interaktion der Ring gedffnet wird, so daf3 die DNA eingefadelt
werden kann Durch die folgende Hydrolyse des ATP geht die Interaktion des y-Komplex
mit der sliding clamp verloren, so dafl sich diese um die DNA schliefdt (BAKER & BELL,
1998).

Wird nach der Bildung des ersten Primers das PollII-Holoenzym an die Primerenden
gebunden, kommt es zu einer Interaktion der B-Untereinheit mit DnaA. Durch diese
Interaktion wird DnaA inaktiviert, indem eine Hydrolyse des durch DnaA gebundenen
ATPs erfolgt. Durch diese Inaktivierung wird insbesondere zu Beginn der Replikation
eine erneute Initiation am oriC unterbunden. Zusammen mit weiteren Mechanismen (fiir
Details siehe BoYE et al., 2000 sowie BAKER & BELL, 1998) kann auf diese Weise gewihr-
leistet werden, daf3 die Replikation am Replikationsursprung genau einmal pro Zellzyklus
initiiert wird.

Auch in Eukaryonten ist die Initiation der Replikation strikt reguliert. Ein zusdtzliches
Problem gegeniiber Bakterien ist, daff Eukaryonten mehrere origins besitzen. In
Eukaryonten wird der Regulationsprozef$ fiir die einmalige Initiation auch als licensing
bezeichnet. Dieser Begriff beruht auf dem Modell, dafi jeder origin einmal pro Zellzyklus
eine Lizenz zur Initiation erhélt. Hieran sind in Saccharomyces cerevisiae u.a. sowohl die
MCM-Proteine (mini-chromosome maintenance) als auch Cykline und die cyklin-
abhingigen Kinasen (Cdks) beteiligt, welche den Prareplikationskomplex am origin
bilden. Nach Beginn der Replikation wird den origins die Lizenz »entzogen«, indem z.B.
das Protein, welches fiir das Aufladen der MCMs notwendig ist, phosphoryliert und
aufgrund der Phosphorylierung degradiert wird. Zusétzlich werden die MCM-Proteine
wihrend der S-Phase ebenfalls phosphoryliert und aus dem Kern transportiert, so dafl
kein Préreplikationskomplex mehr gebildet werden kann (Boyk ef al., 2000).

11
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Aufgrund der in Eukaryonten weitaus hoheren Komplexitdt der Prozesse im Verlauf
der Replikation wurden die im folgenden vorgestellten Modelle fast ausschliefilich an-
hand von Experimenten in E. coli entwickelt. Daher beschrinkt sich die Darstellung auf
die fiir E. coli entwickelten Modellvorstellungen, da daf} Gesamtbild der ablaufenden
Prozesse in Eukaryonten noch wesentlich liickenhafter als in Bakterien ist.

Die Replikation muf3 vor der Zellteilung abgeschlossen werden

Neben einer strikten Regulation der Initiation mufd allerdings auch gewéhrleistet werden,
dafl die Teilung der Zellen erst dann erfolgt, wenn die Replikation abgeschlossen ist, so
daBl jede Zelle eine Kopie des Chromosoms enthilt. Einen Hinweis darauf, daf} die
Replikation nicht grundsitzlich reibungslos verlduft, liefern spezielle Terminations-
bereiche des E. coli-Chromosoms.

Die Termination der Replikation erfolgt normalerweise symmetrisch gegeniiber des
Initiationsbereiches in einer Region, in welcher nach vollendeter Replikation auch die
Decatenation der zirkularen Chromosomen durch die Topoisomerase IV stattfindet.
Zusitzlich findet man in dieser Region spezielle Sequenzbereiche, welche mit ter bezeich-
net werden und das Tus-Protein binden. Dieser ter/Tus-Komplex blockiert das Voran-
schreiten der Replikationsgabel durch die Hemmung der replikativen Helikase DnaB. Die
ter-sites sind derart angeordnet, daf} sie die Replikation nur dann hemmen, wenn eine
Replikationsgabel den normalen Terminationsbereich tiberlaufen hat, da sie dort nicht
auf die aus der Gegenrichtung kommende Replikationsgabel trifft. Die Entwicklung
derart spezialisierter Terminationssignale ist ein Hinweis darauf, dal es im Zuge der
Replikation zu einem asynchronen Voranschreiten beider Replikationsgabeln kommen
kann (RoTHSTEIN et al., 2000).

Dies ist u.a. dann der Fall, wenn es wihrend der Replikation zu einem Arrest einer
Replikationsgabel kommt. Ist dieser Arrest irreversibel, konnte die Replikation nicht
beendet werden, da die zweite Replikationsgabel an den ter/Tus-Komplexen dauerhaft
arretiert wird. In diesem Fall konnte die Replikation nicht abgeschlossen werden, was den
Tod der betroffenen Zelle zur Folge hat. Es muf also Mechanismen geben, durch welche
die Replikation an arretierten Replikationsgabeln wieder reinitiiert werden kann, um
einen Abschlufy der DNA-Synthese zu ermoglichen.

In den folgenden Abschnitten soll die Struktur der Replikationsgabeln kurz dargestellt
und erldutert werden, durch welche Barrieren die Replikation abseits der Terminations-
bereiche arretiert werden kann. Anschliefend sollen die bisher bekannten Mechanismen
beschrieben werden, welche es den Zellen erlauben, die DNA-Synthese arretierter
Replikationsgabeln abseits des Replikationsursprungs zu reinitiieren.

Die Replikation erfolgt in stationdren Replikationskomplexen

Im Verlauf der Elongation werden durch die DNA-Polymerasen an einem
3’-Primerterminus die neu zu inkorporierenden Nukleotide angehingt. Da die Stringe
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der DNA antiparallel sind und die Syntheserichtung der DNA-Polymerasen von 5’ nach 3’
verlauft, muf3 auch die Replikation des leading und des lagging strand antiparallel
verlaufen. Wie bereits erwihnt (siehe Seite 10), sind in E. coli beide Polymerase I1I-Holo-
enzyme iber die t-Untereinheit miteinander verkniipft, so daf$ die Replikationsrichtung
beider Enzymkomplexe gleich ist (Kim et al., 1996). Es wurde aus diesem Grund postu-
liert, dafl die Matrize des lagging strand eine Schleife ausbildet, durch welche der Strang
um 180° gedreht ist, so daf3 eine gleichgerichtete Polymerisationsrichtung beider Poly-
merasen moglich ist (Voet & VOET, 1992). Dieses Modell wurde auch als trombone model
der Replikation bezeichnet (FALAsCHI, 2000).

Um die Synthese der neuen Stringe zu ermoglichen, miissen sich die DNA und die
Polymerasen relativ zueinander bewegen, wobei lange nicht eindeutig geklért war, ob sich
die DNA oder die Polymerasen bewegen (Cook,1999).

In Bacillus subtilis wurde mit Hilfe eines Fusionsproteins aus der katalytischen Unter-
einheit der replikativen Polymerase PolC und Gfp in langsam wachsenden Zellen gezeigt,
dafl ein distinkter Fluoreszenzpunkt auftritt, welcher nahezu wéhrend der gesamten
Replikation stationér bleibt. Erst kurz vor Ende der Replikation lassen sich zwei dicht
beieinanderliegende Punkte unterscheiden. Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dafl in
Bacillus subtilis das Replisom ein stationdrer Komplex ist, durch welchen die DNA quasi
hindurchgezogen wird (LEMON & GROSSMAN, 1998).

Die Bewegung der DNA relativ zum stationdren Replisom konnte ebenfalls gezeigt
werden, indem ein sequenzspezifisches DNA-Bindeprotein mit Yfp (yellow fluorescent
protein) fusioniert wurde. Durch die Bindung dieses Fusionsproteins an die DNA lief$ sich
beobachten, daf} sich, im Gegensatz zum der Focus des Polymerase-Gfp-Fusionsproteins,
zwei Foci des Yfp-Fusionsproteins in die entgegengesetzten Zellpole bewegten. Dies ist am
einfachsten dadurch zu erkldren, daf die replizierte DNA durch das stationire Replisom
gezogen und die replizierten Bereiche in die Zellpole geschoben werden (LEmon &
GROSSMAN, 2000).

Dies konnte auch fiir humane Zellen bestitigt werden. In HeLa-Zellen wurde durch
Immun-Fluoreszenz- und Immun-Elektronenmikroskopie nachgewiesen, dafl im Zell-
kern distinkte Replikationskomplexe an eine Matrix gebunden sind (HozAix et al., 1993).
Mit Hilfe von Immun-Elektronenmikroskopie wurde gezeigt, dafl etwa die gleiche Zahl
von Replikationsfoci auch nach Entfernung von 90% des Chromatins noch im Zellkern
vorhanden ist (HozAx et al., 1993). Zusitzlich konnte in diesen Foci Polymerase o, welche
zusammen mit der Primase fiir die Synthese der Primer zustindig ist (BAKER & BELL,
1998), nachgewiesen werden. Offensichtlich findet also auch in humanen Zellen die Repli-
kation in sogenannten replication factories statt, welche an eine Matrix gebunden sind und
durch die sich die DNA hindurchbewegt (HozAx et al, 1993).

Dies wurde auch durch Experimente in anderen Saugerzellen gestiitzt, in welchen ein
PCNA-GFP-Fusionsprotein exprimiert wurde. In diesen Zellen wurde die replizierte
DNA durch Inkorporation von BrdU mit anschlieender Antikorpermarkierung sichtbar
gemacht. Es lief} sich zeigen, dafy die PCNA-Foci mit den Foci der Inkorporation von
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BrdU tiibereinstimmten und daf} diese Foci sich wihrend der Replikation nicht bewegen
(LEONHARDT et al., 2000).

Mogliche Strukturen des Replisoms

In Saccharomyces cerevisiae sind die Polymerasen Pol 8 sowie Pol ¢ fiir die Replikation der
DNA zustdndig. In Hefe wurde untersucht, ob die Orientierung beziiglich der Replikation
eines Gens Einflufl auf das Mutationsspektrum hat. Diese Experimente wurden sowohl in
Pol & exo™- als auch in Pol € exo-Mutanten durchgefiihrt. Hierbei lielen sich in beiden
Mutanten in Abhingigkeit der Orientierung des Gens signifikant unterschiedliche Muta-
tionsspektren nachweisen. Dies hat zu der Hypothese gefiihrt, dafl in Hefe jeweils eine der
Polymerasen den leading und die andere den lagging strand synthetisiert (KARTHIKEYAN
et al., 2000). Diese Befunde werden zusitzlich dadurch unterstiitzt, dal fiir Pol & eine
Interaktion mit Rad27 nachgewiesen werden konnte. Bei Rad27 handelt es sich um eine
5’-flap-Endonuklease, fiir die nur eine Funktion bei der lagging-strand-Synthese plausibel
ist (WAGA & STILLMAN, 1998). Diese Interaktion legt die Hypothese nahe, daf3 Pol § fiir die
Synthese des lagging strand zustandig ist (JIN et al., 2001). Zusitzlich wurde durch in-
vitro-Replikationsexperimente in zellfreien Xenopus-Extrakten nachgewiesen, dafd Pol €
eine spezifische Rolle bei der Replikation zukommt (WaGa et al., 2001). Allerdings sind
die Evidenzen insbesondere in anderen Organismen als Xenopus keineswegs so klar, daf3
diese Aufgabenteilung als gesichert gelten kann. Es ist auch durchaus denkbar, dafl Pol &
nur spezielle Aufgaben wie die Reifung von Okazaki-Fragmenten tibernimmt (WaGa &
STILLMAN, 1998).

Der genaue Aufbau des Replikationskomplexes insbesondere in Eukaryonten ist
immer noch unbekannt. Wie bereits ausgefithrt, sind die Proteinkomponenten bei der
Replikation in Bakterien weitgehend bekannt, wiahrend in Eukaryonten z.B. die replikati-
ven Helikasen noch immer nicht mit Sicherheit identifiziert wurden. Moglicherweise
erfolgt die Entwindung durch die MCM-Proteine (mini-chromosome maintenance), wobei
auch diese Hypothese nicht gesichert ist (LASKEY & MADINE, 2003).

Fir die Polymerasen 8 und € aus Saccharomyces cerevisiae wurden Daten verdffent-
licht, nach welchen beide Polymerasen jeweils Homodimere bilden (Dua et al., 2000;
BurGERs et al., 1998). Der Nachweis fiir Pol ¢ erfolgte hierbei durch Expression und
Reinigung des Hefe-Proteins aus Sf9-Insektenzellen (Dua et al, 2000). Hingegen wurde
es nach Reinigung aus Hefe nur als Monomer erhalten (CHILKOVA et al., 2003). Es ist also
nicht geklirt, ob die Polymerasen als ein Homo- oder Heterodimer wihrend der Replika-
tion in Saccharomyces cerevisiae vorliegen.

Aus diesen Befunden lassen sich im Licht eines stationdren Replisoms unterschied-
liche Hypothesen ableiten. Es wire moglich, daf? jeweils die leading und die lagging strand
Polymerase einer Replikationsgabel gekoppelt sind (VoeT & VoET, 1992). Durch Sawirzke
& AusTIN wurde hingegen vorgeschlagen, daf3 jeweils eine Polymerase des leading strand
mit der lagging strand Polymerase der anderen Replikationsgabel interagieren konnte.
Dieses Modell hitte den Vorteil, dafd bei einem stationdren Replisom durch den Zusam-
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menhalt der Replikationsgabeln besser erklart werden kann, wie eine Trennung der Chro-
mosomen erreicht wird. In Bakterien erscheint es plausibel, dafy durch ein stationires
Replisom die origins quasi in die Zellpole geschoben werden (SAwWITZKE & AUSTIN, 2001).

Durch Farascur wurde ein Modell entwickelt, nach welchem es zu einer Interaktion
jeweils der beiden Polymerasen des leading und des lagging strand kommt. Dies wiirde zu
den Daten passen, nach welchen sowohl Polymerase § als auch Polymerase ¢ Homo-
dimere bildet (Dua et al, 2000; BURGERS ef al, 1998). Formal entstehen hierbei vier
Schlaufen, welcher in ihrer Form einem Schmetterling dhneln, so dafy das Modell als
»Schmetterlingsmodell« der Replikation bezeichnet wurde. Ein Vorteil dieses Modells ist
u.a., dafl die Syntheserichtung der Polymerasen bei einer Kopplung beider leading- und
lagging-strand-Polymerasen gleich ist (FALascHi, 2000). Es wurde bereits darauf hin-
gewiesen, dafl bei einer Kopplung der Synthese des leading und des lagging strand auf-
grund der Antiparallelitit der Strange durch die Matrize fiir die Synthese des lagging
strand eine Schleife ausgebildet werden mufl, damit die Replikation unidirektional
erfolgen kann. Nimmt man hingegen an, daf jeweils die leading und lagging strand Syn-
these gekoppelt sind, wire eine gemeinsame Syntheserichtung der lagging strand Poly-
merasen ohne eine Biegung der Matrize des lagging strand um 180° moglich.

Arreste der Replikation

Der Elongationsprozef3 der replikativen Polymerasen kann durch eine Reihe von Hinder-
nissen aufgehalten werden. Wie bereits erwédhnt (siehe Seite 12) gibt es spezielle Termina-
tionsbereiche (ter-sites) auf dem Chromosom von E. coli, welche sich auf der dem oriC
gegeniiberliegenden Seite befinden und an welchen die Replikation angehalten wird
(HYRIEN, 2000; ROTHSTEIN et al., 2000).

Diese DNA-Protein-Komplexe sind allerdings nicht die einzigen Barrieren, auf welche
die Replikationsgabeln auf dem Weg vom Replikationsursprung zu den Terminations-
bereichen stoflen konnen. Das Fehlen wichtiger Faktoren wie z.B. Desoxyribonukleotide
hat einen Stop der Replikation zur Folge. Zudem st6f3t das Replisom wihrend der Elonga-
tion immer wieder auf DNA-Protein-Kompexe wie an DNA gebundene Repressoren,
RNA-Polymerasen/DNA-Komplexe, gebundene Reparaturenzyme etc. oder Sekundir-
strukturen wie G-Quadrupel-Strukturen, welche das Voranschreiten behindern konnen
(HYRIEN, 2000; OAKLEY & HICKSON, 2002).

Neben diesen vergleichsweise groflen Hindernissen konnen z.B. auch Lasionen in der
DNA wie z.T. recht kleine Basenmodifikationen oder Einzelstrangbriiche die Replikation
arretieren (Cox, 2002). Die replikativen Polymerasen besitzen eine auflerordentlich hohe
Genauigkeit, welche, neben anderen Faktoren, auch darauf zuriickzufiihren ist, dafy im
aktiven Zentrum sowohl die Grofle als auch die korrekte Position des neu zu bildenden
Basenpaares stimmen muf3, damit ein Nukleotid durch die Polymerase an das Primerende
angefligt wird (KUNKEL & BEBENEK, 2000; KooL, 2002). Die replikativen Polymerasen
sind aus diesem Grund in vielen Fillen nicht in der Lage, iiber verdnderte Basen im
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template hinweg zu synthetisieren (Cox, 2002). Kann die Replikation nicht reinitiiert
werden, so fithrt dies zum Tod der betreffenden Zelle (Kocoma, 1997).

Arreste des Replisoms sind nicht grundsatzlich fiir die Komplettierung des Zellzyklus
hinderlich, sondern es gibt eine ganze Reihe von Beispielen, bei welchen ein Arrest der
Replikation bewuf3t von einer Zelle herbeigefiihrt wird.

Als ein Beispiel fiir eine notwendige Barriere der Replikation wurden bereits die
Terminationsbereiche genannt, wobei deren genaue Funktion bisher nicht eindeutig ge-
klirt wurde. Eine Deletion des tus-Gens hat unter Normalbedingungen offensichtlich
keine Konsequenz fir E. coli-Zellen. Allerdings ist auffillig, dafl zwischen dem
Replikationsursprung und den Terminationsbereichen die Transkriptionsrichtung 90%
aller Gene in Richtung der Replikation orientiert ist. Man vermutet aus diesem Grund,
daf3 die Terminationsbereiche verhindern sollen, daf} es zu einer frontalen Kollision der
Replikation und der Transkription kommt, wenn eine der Replikationsgabeln die Elonga-
tion frither als die zweite Replikationsgabel beendet hat (Hyr1EN, 2000). Unterstiitzt wird
diese durch den Befund, daf} in einem in-vitro-Experiment die frontale Kollision eines
Transkriptionskomplexes mit dem Replikationsapparat des Bakteriophagen T4 zu einem
langeren Arrest fiithrt, wihrend eine Kollision bei gleicher Syntheserichtung beider Kom-
plexe nur zu einer kurzen Verzogerung fiihrt (L1u et al., 1995).

Ein dhnliches Phanomen findet man auch bei Saccharomyces cerevisiae. Hier wird die
Replikation vor den Genen, welche fiir die ribosomale RNA codieren, polar blockiert. Die
ribosomalen Gene sind in Saccharomyces cerevisiae wie in vielen anderen eukaryon-
tischen Organismen in einigen hundert Wiederholungen vorhanden, wobei jede Wieder-
holung eine Transkriptionseinheit mit einer intergenischen Region bildet, auf welcher die
regulatorischen Elemente fiir die Transkription vorhanden sind. Durch eine solche
Transkriptionseinheit wird ein grof3er 35 S-rRNA-Vorldufer gebildet, welcher dann in die
einzelnen rRNAs gespalten wird (HYRIEN, 2000).

Ahnlich wie auf den jeweiligen chromosomalen Hilften bei E. coli ist auch die
Transkription der rDNA in Saccharomyces cerevisiae unidirektional. Vor den rDNA-Be-
reichen finden sich zwei Sequenzabschnitte, welche mit NTS1 und NTS2 bezeichnet
werden und in welchen sich eine replication fork barrier (RFB) befindet. Diese erlaubt die
Replikation nur in Richtung der 35 S-RNA-Transkription, aber nicht in umgekehrter
Richtung. Ahnlich wie in E. coli konnten diese Barrieren die frontale Kollision von
Replikation und Transkription in Bereichen verhindern, in welchen auch wéhrend der S-
Phase massiv transkribiert wird (HYRIEN, 2000).

Interessanterweise ist diese Barriere gleichzeitig ein hotspot fiir homologe Rekombina-
tion. Diese erhohte Rekombinationsfrequenz ist abhidngig vom Rad52-Protein (Zou &
ROTHSTEIN, 1997) und ist vermutlich auf die Replikationsarreste in dieser Region zuriick-
zufithren (OAKLEY & HICKSON, 2002).

In den folgenden Abschnitten soll zundchst ausgefithrt werden, welche Strukturen bei
Arresten der Replikation entstehen konnen. Um nach einem Arrest die DNA-Synthese
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beenden zu konnen, mufl eine Reinitiation der Replikation erfolgen. Welche Mecha-
nismen hierbei denkbar sind, wird daran anschlieflend ausgefiihrt.

Unterschiedliche Barrieren fiihren
zu unterschiedlichen Replikationsintermediaten

Durch eine Reihe biochemischer Experimente konnte gezeigt werden, daf sich die Re-
plikationsintermediate, welche bei einem Arrest der Replikation entstehen, in Abhédngig-
keit der arretierenden Struktur unterscheiden (Cox, 2001). Am auffilligsten sind die
Unterschiede zwischen Arresten an kleinen DNA-Lisionen, welche vornehmlich die
replikativen DNA-Polymerasen anhalten, und an Strukturen, durch welche die replika-
tiven Helikasen blockiert werden.

Kleine Lisionen fithren zu einer Entkopplung
der leading und lagging strand Synthese

Arreste der Synthese des lagging strand

Im Falle des Arrestes einer replikativen Polymerase ist es von Bedeutung, auf welchem
Strang die arretierende Lasion liegt. Fiir eine Lasion auf der Matrize des lagging strand,
konnte durch in-vitro-Experimente gezeigt werden, dafl sowohl im Falle eines Thymin-
Dimers (COrRDEIRO-STONE et al., 1999) als auch einer abasische Stelle (HicucHI et al,
2003) nicht das ganze Replisom arretiert, sondern dafl nur die Synthese des begonnenen
Okazaki-Fragments nicht beendet werden kann. Offenbar wird die Synthese an der
Lésion abgebrochen und die Polymerase beginnt mit der Elongation des ndchsten auf der
lagging strand Matrize gebildeten Primers. Auf diese Weise verbleibt eine relativ kleine
Liicke im lagging strand (SvoBopa et al., 1995; CORDONNIER et al., 1999). Dieser Bereich
kann nach Abschlufl der Replikation durch rekombinative Prozesse (Ruep et al., 1971)
oder auf Kosten der Genauigkeit durch den Einsatz spezialisierter Transldsions-
polymerasen geschlossen werden (Cox, 2002). Diese Befunde konnten mittlerweile in E.
coli auch in vivo bestitigt werden (PaGEs & FucHs, 2003).

Arreste der Synthese des leading strand

Bei Arresten der leading strand Polymerase ist die Situation anders, da hier kein Primer
hinter der Lasion fiir eine weitere Elongation zur Verfiigung steht. Die Bildung neuer
Primer abseits vom Replikationsursprung wird von der Zelle aktiv verhindert, um eine
Uberreplikation zu vermeiden (Bove et al., 2000; siehe Seite 10). Sowohl in vitro als auch
in vivo konnte im Falle einer arretierenden Lasion auf der leading strand Matrize gezeigt
werden, dafl es zu einem Verlust der Synchronisation der Replikation beider Stringe
kommt. Es scheint so, daf3 nach einem Arrest der leading strand Polymerase der lagging
strand noch um etwa 1-2 kb weiter verldngert wird (CorRDEIRO-STONE et al., 1999;
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CORDONNIER et al., 1999; HicucHI et al., 2003; PacEs & FucHs, 2003). Insbesondere nach
dem »Schmetterlingsmodell« von Faraschi (siche Seite 15) ist dieser Prozef} leicht
vorstellbar. Da die Helikasen nicht blockiert sind, konnen die parentalen Strange weiter
entwunden und die DNA-Synthese von den nicht betroffenen Polymerasen fortgefiihrt
werden. In diesem Fall entsteht zwischen der Helikase und der arretierten Polymerase
eine einzelstrangige DNA-Schlaufe. Dies konnte eine mogliche Struktur sein, welche der
Zelle spezifisch einen Polymerasearrest anzeigt.

Im Falle einer massiven Schadigung der DNA kommt es in E. coli zu einer Induktion
der SOS-Antwort durch eine Aktivierung der Coproteaseaktivitdt von RecA, wodurch der
LexA-Repressor sich effektiver Spaltet und die Transkription einer ganzen Reihe von
Genen ermoglicht (siehe auch Seite 20). Die Aktivierung von RecA ist wiederum von
einzelstrangiger DNA abhingig (GoopMAN & TIpPPIN, 2000). Es wire also moglich, daf3
hiufige Arreste der Replikation an kleinen DNA-Schidden zu einer Akkumulation von
aktiviertem RecA fithren, welches schlief3lich die SOS-Antwort auslost.

Arreste der replikativen Helikasen

Arreste an Protein-DNA-Komplexen

Strukturen wie DNA-Proteinkomplexe efc. sollten zu einer anderen Art von Arrest fithren
als ein Block durch DNA-Ldsionen. Bei stabilen DNA-Protein-Komplexen, Sekundar-
strukturen oder interstrand crosslinks kann davon ausgegangen werden, daf8 es priméar zu
einer Kollision zwischen der replikativen Helikase und dem Hindernis kommt. In diesem
Fall kann die DNA nicht weiter entwunden werden, was zu einem schnellen Arrest des
gesamten Replisoms fiihrt.

Fir die Vermeidung derartiger Arreste gibt es vermutlich eine Reihe akzessorischer
Proteine. Ein Beispiel ist das Rep-Protein aus E. coli. Hierbei handelt es sich um eine
nichtessentielle Helikase mit 3’—5’-Polaritét, fiir welche in vitro gezeigt wurde, daf sie
Proteine von der DNA entfernen kann (MicHEL, 2000). In rep~-Mutanten ist die Dauer
der Replikation wesentlich verlingert (LANE & DENHARDT, 1975). Aus diesen Griinden
wurde postuliert, dafl Rep u.a. fiir die Entfernung von Proteinen und Sekundarstrukturen
zustandig ist, um das Voranschreiten der Replikationsgabel zu erleichtern (MicHEL,
2000).

Fehlt die Rep-Helikase, so erfolgt die Reinitiation offenbar mit Hilfe rekombinativer
Prozesse, da rep~ recBC-Doppelmutanten einen synthetisch letalen Phinotyp zeigen
(Uzest et al, 1995) und in der Doppelmutante verstirkt Doppelstrangbriiche auftreten
(MicHEL et al., 1997). Nach Arresten der Replikation an Proteinkomplexen wird in Ab-
héngigkeit von RuvAB, welches an Holliday junctions bindet und diese durch branch
migration verschieben kann, eine Holliday junction ausgebildet, welche durch RuvC ge-
schnitten wird. Das hierbei entstehende doppelstrangige DNA-Ende wird dann durch den
RecBCD-Komplex, der durch eine kombinierte Exonuklease- und Helikaseaktivitat
einzelstrangige 3’-Enden erzeugt, prozessiert und fiir die Reinitiation genutzt. Fehlt der
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RecBCD-Komplex, so kann offensichtlich keine Reinitiation der Replikation mehr
erfolgen (SEIGNEUR et al., 1998, 2000). Dies ist in Mutanten dhnlich, in welchen es ver-
mehrt zu Arresten der Replikation aufgrund einer Destabilisierung der Replikations-
gabeln durch Deletion von holD, einer Untereinheit des clamp loadesr, kommt (FLORES et
al., 2001).

Allerdings kann die synthetische Letalitit durch die zusitzliche Deletion von ruvAB
unterdriickt werden, was darauf hindeutet, daf§ in Abwesenheit von RuvAB eine Reinitia-
tion moglich ist. Trotzdem erfolgt an Arresten jedoch bevorzugt die Bildung von Holliday
junctions zum Zwecke der Reinitiation (SEIGNEUR et al., 1998, 2000).

Die Bildung von Holliday junctions kann vermutlich durch eine ganze Reihe von
Proteinen erfolgen. Hierzu gehoren neben RuvAB und RecG (siehe Seite 21) auch RecA
(RoBu et al., 2001; Cox, 2001). Es konnte gezeigt werden, dafl in dnaB;, recBC-Mutanten
bei nichtpermissiver Temperatur vermehrt Arreste der Replikation stattfinden. Das Auf-
treten doppelstrangiger DNA war hierbei von RecA abhéngig (SEIGNEUR ef al., 2000).

Arreste an replication fork barriers

Biochemisch wurden bisher insbesondere arretierte Replikationsgabeln am ter/Tus-Kom-
plex in E. coli sowie in Saccharomyces cerevisiae an der Replikationsbarriere vor der rDNA
beschrieben. Wie am erstgenannten Beispiel ausgefiihrt wird, ist es moglich, dafl sich
derartige, von der Zelle »absichtlich« herbeigefiihrte Arreste von spontanen Arresten an
DNA-Protein-Komplexen unterscheiden.

Der Arrest an einem ter/Tus-Komplex wurde anhand einer in ein Plasmid eingesetzten
ter-site untersucht. Mittels dieses Systems wurde gezeigt, dafl der Arrest eines Replisoms
an einem ter/Tus-Komplex in vitro zu einer Replikationsgabel fiihrt, bei welcher der
leading strand rund 50-70 Nukleotide ldnger als der lagging strand ist (HiLL & MARIANS,
1990). Interessanterweise konnte nachgewiesen werden, dafl es in einem E. coli-Stamm
mit zwei ektopischen ter-sites im Chromosom zu einer Akkumulation von Doppelstrang-
briichen kommt, wobei diese Doppelstrangbriiche nicht von RuvABC abhingig sind. Die
experimentellen Befunde deuten darauf hin, dafl die Replikationsgabeln intakt bleiben. Es
erfolgt nach dem Arrest der Beginn der nichsten Replikationsrunde. Wenn dieser zweite
Satz von Replikationsgabeln die arretierten Gabeln erreichen, entstehen lineare DNA-
Fragmente und damit die beobachteten Doppelstrangbriiche (BipNENKO et al., 2002).
Dies deutet also darauf hin, daf§ der Arrest der Replikation an einer natiirlichen Termina-
tionsstelle im Gegensatz zu den in rep- oder dnaB.-beobachteten Arresten nicht zur Aus-
bildung einer Holliday junction fiihrt. Es scheint also so, dafy an Komplexen, die einen
Arrest der Replikation bewirken sollen, natiirlicherweise eine Reinitiation der Replikation
z.B. durch die Ausbildung einer Holliday junction, nicht stattfindet.

Dies steht allerdings im Kontrast zu den Befunden aus Saccharomyces cerevisiae, wo es
an den bereits erwdhnten Barrieren vor der rDNA zur Bildung von Holliday junctions
kommt. Beziiglich der auftretenden Struktur konnte gezeigt werden, daf’ sich die Lange
des leading und des lagging strand bei einer Replikationsgabel, welche an einer natiirli-
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chen Barriere vor den rDNA-clustern arretiert ist, kaum unterscheidet (GRUBER et al,
2000). Durch diese nahezu gleichlangen Enden werden vermutlich Holliday junctions
ausgebildet, da gezeigt wurde, daf3 die letzten im Bereich der rDNA vermehrt auftreten.
Sofern die Bildung der Holliday junctions durch die Arreste der Replikation an der
Replikationsbarriere zustande kommen (Zou & ROTHSTEIN, 1997), unterscheiden sich
diese Arreste von den Intermediaten, welche in E. coli am ter/Tus-Komplex entstehen.

Einzelstrangbriiche fithren zu einem »Kollaps« der Replikation

Erreicht eine Replikationsgabel einen Einzelstrangbruch in der DNA, so wird dieser
durch die Replikation in einen Doppelstrangbruch tberfithrt (Kuzminov, 2001). Die
Polymerase erreicht das Ende des Stranges und verliert dann quasi das template, was
ebenfalls zu einem Arrest der gesamten Replikation fithrt. Wahrend bei Arresten an La-
sionen bzw. DNA-Protein-Komplexen die Replikation z.B. durch Entfernung des Blocks
oder durch den Einsatz von Transldsionspolymerasen fortgefithrt werden konnte, ist dies
bei einem Einzelstrangbruch nicht der Fall; es miissen rekombinative Mechanismen ge-
nutzt werden, um eine Ligation der Strdnge und eine Reinitiation der Replikation zu er-
moglichen. Aus diesem Grund wird der Arrest an einem Einzelstrangbruch im Gegensatz
zu anderen Arten des Arrests auch manchmal als Kollaps der Replikation bezeichnet
(siehe auch Kuzminov, 1995; MICHEL, 2000).

Mechanismen zur Reinitiation arretierter Replikationsgabeln

Reinitiation der Replikation durch Transldsionssynthese

Eine Moglichkeit fiir die Reinitiation der Replikation ist der Einsatz spezialisierter DNA-
Polymerasen, welche bisher in allen Organismen gefunden wurden. Diese Polymerasen
haben in vielen Fillen eine im Vergleich zu den replikativen Polymerasen deutlich ver-
ringerte Genauigkeit auf ungeschidigten Matrizen, so daf} ein verstarkter Einsatz zu einer
erhohten Mutationsrate fiihrt (Cox, 2002).

In E. coli wurden bisher zwei Polymerasen charakterisiert, welche in der Lage sind, ge-
schiadigten Basen mit relativ hoher Frequenz zu iiberlesen. Hierbei handelt es sich um
Polymerase IV, welche durch dinB-codiert wird, und Polymerase V (UmuD’,C), welche
auch als Mutasom bezeichnet wird (GoobpMAN, 2002)

Der Einsatz von Pol V erfolgt hauptsachlich nach Auslosung der SOS-Antwort, welche
z.B. bei einer massiven Schadigung der DNA ausgel6st wird und bei welcher es, neben
verstiarkten Transkription von Genen fiir Reparaturmechanismen wie die rekombinative
oder die Nukleotidexcisionsreparatur, vermehrt zur Bildung von Pol V kommt
(GoopMAN & TIPPIN, 2000).

In eukaryontischen Zellen wurde insbesondere in den letzten Jahren eine immer
groflere Zahl von Polymerasen gefunden, zu welchen in humanen Zellen u.a. die Poly-
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merasen (, 1, i, K, 0, L und A gehoren. Diese werden vermutlich z.T. auch fir die Reini-
tiation arretierter Replikationsgabeln eingesetzt. Thnen kommen aber auch spezielle
Funktionen, z.B. bei der Hypermutation in den variablen Bereichen der Immunglobuline
zu, an welcher vermutlich die humanen Polymerasen n, t und p beteiligt sind (Goopman,
2002).

In Saccharomyces cerevisiae spielen insbesondere Revl, Polymerase { (bestehend aus
Rev3 und Rev7) sowie Polymerase n (Rad30) eine Rolle. Da insbesondere zu REV3 und
RAD30 ein Reihe von Experimenten durchgefiihrt wurden, werden die Eigenschaften
dieser Polymerasen ausfiihrlich im Ergebnisteil dargestellt (siehe Seite 75).

Reinitiation nach Arrest der leading strand Polymerase

Die Modellvorstellung zur Uberwindung eines Arrestes der Replikation an kleinen DNA-
Lasionen sind in Abb. 1 schematisch dargestellt.

Eine Moglichkeit fiir eine fehlerfreie Reinitiation der Replikation im Falle des Arrestes
von Polymerasen an kleinen Lasionen wurde bereits 1976 von HigGINs et al. postuliert.
Wie bereits ausgefiihrt (siehe Seite 17), entsteht im Falle des Arrests der leading strand
Polymerase ein Replikationsintermediat, bei welchem der lagging strand etwa 1 kb tiber
das Ende des leading strand hinaus verldngert ist. In diesem Fall kann es nach Entfernung
des Replikationsapparates zu einem spontanen oder enzymatisch beschleunigten Zurtick-
laufen der Replikationsgabel kommen. Erfolgt dieses Zuriicklaufen weit genug, kann der
leading mit dem lagging strand hybridisieren. Hierbei entsteht eine Struktur, welche in der
neueren Literatur oftmals als »chicken foot« bezeichnet wird und welche einer Holliday
junction entspricht (OakLEY & HicksoN, 2002). In diesem Fall kann das 3’-Ende des
leading strand als Primer fiir eine weitere Elongation mit dem lagging strand als template
dienen (»polymerase strand switch«). Sofern der Abbruch der Replikation direkt vor der
Lasion erfolgt, wird auf diese Weise der leading strand tiber die Léision hinaus elongiert.
Durch die Auflésung der Holliday junction mittels branch migration in Richtung der
Replikation steht hinter der Lision ein 3’-Ende als Primer fiir die Reinitiation der Repli-
kation zur Verfiigung (HiGGiNs et al., 1976; Cox, 2001; Cox, 2002).

Die Auflosung dieser Struktur kann auch durch andere Mechanismen erfolgen.
Sowohl vor als auch nach dem polymerase strand switch ist eine Degradation des Armes,
welcher durch die Hybridisierung von leading und lagging strand gebildet wurde, durch
Exonukleasen moglich (SE1GNEUR et al., 1998). Handelt es sich allerdings bei dem Block
um eine Lision, so ist durch diesen Vorgang keine Uberbriickung méglich, sondern die
Polymerase wird bei dem Versuch der anschlieflenden Elongation wieder an der Lasion
arretiert werden.

Die Holliday junction kann auch durch Resolvasen geschnitten werden. Auf diese
Weise entsteht neben einem vollstindigen Chromosom ein doppelstringiges DNA-Ende.
Dieses kann durch die Enzyme der Doppelstrangbruchreparatur prozessiert werden,
wobei ein einzelstringiger 3’-Uberhang gebildet wird. Dieser kann mit Hilfe der homo-
logen Rekombinationsenzyme unter Ausbildung eines D-loop (displacement loop) in das
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intakte Schwesterchromosom eingefiihrt werden. Erfolgt die Invasion jenseits der Lésion,
erhilt man auch in diesem Fall ein 3’-Ende, welches verldngert werden kann, wodurch die
Lasion fehlerfrei umgangen wurde. Durch entsprechende Auflosung des D-loops kann
eine funktionelle Replikationsgabel wiederhergestellt werden (HyRIEN, 2000; MICHEL,
2000; McGLYNN & LLOYD, 2002).

Zusitzlich ist es moglich, dafl das neu gebildete, doppelstringige DNA-Ende der
Holliday junction bereits vor der Prozessierung durch Resolvasen durch die Enzyme der
homologen Rekombination in die parentalen Striange unter Ausbildung eines D-loops ein-
gefithrt werden konnte. Diese Annahme erscheint in verschiedener Hinsicht plausibel.
Zum einen wird ein freies, doppelstrangiges DNA-Ende vermieden, welches eine poten-
tielle Gefahr fiir die Zelle darstellt. Die Holliday junction wiirde erst dann aufgelost
werden, wenn das Ende bereits von den Enzymen der homologen Rekombination
gebunden wurde (HyRIEN, 2000; MCGLYNN & LLoyp, 2002). Zum anderen wird eine
weitere mogliche Gefahr verringert. Um die Uberbriickung der Lision zu ermdglichen,
miifite die Holliday junction mit Hilfe von branch migration nahezu vollstindig zuriick-
geschoben werden, bevor die Auflosung mit Resolvasen erfolgen diirfte. Nach der Prozes-
sierung durch Resolvasen muf3 der verlangerte leading strand noch immer iiber die Ab-
bruchstelle hinaus elongiert sein, da ansonsten eine Verlingerung unweigerlich wieder zu
einem Arrest der Polymerase fithrt. Wird hingegen zunéchst das doppelstrangige DNA-
Ende durch die Enzyme der homologen Rekombinationsmaschinerie prozessiert, so ist
die Gefahr verringert, dafy durch ein frithes Schneiden der junction zusatzliche Stiicke des
neu synthetisierten Stranges abgeschnitten werden.

Reinitiation nach dem Kollaps einer Replikationsgabel an einem Einzelstrangbruch

Die Reinitiation der Replikation nach einem Kollaps der Replikationsgabel an einem
Einzelstrangbruch ist schematisch im linken Teil von Abb. 2 dargestellt.

Wird von der Replikation ein Einzelstrangbruch der DNA erreicht, wird dieser in
einen Doppelstrangbruch tiberfithrt. Es entsteht ein Teilfragment, welches in einem
Doppelstrangbruch endet sowie ein vollstindiges Chromosom mit einem nick oder gap.
Prinzipiell kann hier die Reinitiation in gleicher Weise erfolgen, als wenn eine ausgebil-
dete Holliday junction durch Resolvasen aufgelost worden wiare. Der nick wird durch
Polymerasen/Ligasen geschlossen und das doppelstrangige DNA-Ende durch die Enzyme
der homologen Rekombination prozessiert, wobei ein einzelstringiger 3’-Uberhang ent-
steht. Dieser kann unter Ausbildung eines D-loops in das vollstindige Chromosom ein-
gefithrt und hier das Reinitiationsprimosom assembliert werden. Durch die Auflosung
des D-loops kann eine Replikationsgabel wieder hergestellt und die Replikation fortgesetzt
werden (KuzMmINov, 1995; Cox et al., 2000).

Reinitiation nach einem Arrest an helikaseblockierenden Stukturen

Einige mogliche Wege zur Reinitiation der Replikation an einer helikaseblockierenden
Struktur sind im rechten Teil von Abb. 2 schematisch dargestellt.
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Im Vergleich zu den bereits beschriebenen Reinitiationsereignissen erscheinen die
moglichen Ereignisse zur Reinitiation der Replikation nach einem Arrest an einer Sekun-
dérstruktur der DNA oder an DNA-Protein-Komplexen noch am wenigsten verstanden.
Es wurde gezeigt, dafl es bei Abwesenheit der Rep-Helikase sowie bei einer Inaktivierung
einer temperatursensitiven Form der replikativen Helikase DnaB zu einer Akkumulation
von Doppelstrangbriichen kommt (MicHEL et al., 1997; SEIGNEUR et al., 2000).

Hierbei scheint die Entstehung dieser Doppelstrangbriiche auf unterschiedlichen
Mechanismen zu beruhen. In der rep-Mutante war die Entstehung abhéngig von RuvAB.
Offenbar werden also an Arresten, welche durch das Fehlen der Rep-Helikase ausgeldst
wurden und welche vermutlich auf DNA-Protein-Komplexe oder Sekundérstrukturen der
DNA zuriickgehen, durch RuvAB Holliday junctions gebildet, welche dann durch RuvC
geschnitten werden (SEIGNEUR ef al.,, 1998). Die Bildung der Holliday junctions ist hierbei
nicht von der Anwesenheit von RecA abhingig. Dieser Befund steht im Kontrast zu den
auftretenden Doppelstrangbriichen, welche durch die Inaktivierung der replikativen Heli-
kase (dnaBy) entstehen, da fiir diese RecA notwendig ist (SEIGNEUR ef al., 2000).

Eine Akkumulation von Doppelstrangbriichen findet man auch in Mutanten, in
welchen die Replikationsgabel vermutlich destabilisiert ist und aus diesem Grund
héufiger arretiert (FLORES et al., 2001).

Die Gesamtheit dieser Befunde liefert gute Hinweise dafiir, daf} es im Falle von
Arresten der Replikation an helikaseblockierenden Strukturen ebenfalls zur Ausbildung
von Holliday junctions kommt. Interessant ist, daf} hier, im Gegensatz zum Arrest der
leading strand Polymerase an kleinen Lasionen, die Holliday junction nicht direkt fir die
Umgehung der Lision z.B. im Sinne eines polymerase strand switch genutzt werden kann,
da angenommen werden sollte, dafd bei einem Arrest der Helikasen die Synthese beider
Strange vor der Lision gestoppt wird. Ein weiterer Unterschied zu auftretenden DNA-
Lésionen ist, daf3 derartige Strukturen nicht kovalent mit der DNA verkniipft sind.
Theoretisch konnte die Replikation also so lange stoppen, bis ein an die DNA gebundenes
Protein entfernt wurde (WHITBY et al., 2002).

Dies ist aber offensichtlich in vielen Fillen nicht der Fall. Auch die Hypothese, dafd fiir
die Entfernung derartiger Komplexe das Replisom entfernt werden muf8 und es zu einem
spontanen Zuriicklaufen der Replikationsgabel (Postow et al., 2001) und damit zur
Bildung einer Holliday junction kommt, erscheint unwahrscheinlich, da die beobachteten
Doppelstrangbriiche abhingig von RuvAB sind. Offensichtlich werden an derartigen
Arresten aktiv Holliday junctions gebildet. Inwiefern die Bildung von Holliday junctions
die Entfernung von DNA-Proteinkomplexen etc. begiinstigt, ist dabei noch nicht geklart.

Die Auflésung der Holliday junctions kann wie bereits beschrieben erfolgen (siehe
Seite 21). Bemerkenswert ist im Vergleich zu den Arresten an DNA-Lisionen allerdings,
daf} hier die Degradation des vierten Arms der Holliday junction durch Exonukleasen ein
produktives Ereignis darstellen kann, wenn entweder wihrend dieses Ereignisses die
Blockade entfernt wird, oder wenn der erneute Versuch der Replikation iiber diesen Be-
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reich dazu fithrt, daf$ z.B. das Protein von der DNA entfernt wird (SEIGNEUR et al., 1998;
MICHEL, 2000).

Da die Ausbildung einer Holliday junction nicht per se zu einer Uberbriickung der Li-
sion fithren kann, stellt sich die Frage, welchen Vorteil die Bildung beziiglich der Ent-
fernung von DNA-Protein-Komplexen besitzt. Eine denkbare Moglichkeit wire, dafd fiir
die Bildung des Reinitiationsprimosoms Helikasen bzw. akzessorische Proteine eingesetzt
werden, durch welche die entsprechenden Barrieren entfernt werden.

Assemblierung des Reinitiationsprimosoms

Fir die Reinitiation der Replikation an den auftretenden Rekombinationsintermediaten
steht in E. coli ein spezielles Reinitationsprimosom zur Verfiigung, zu welchem u.a. die
bereits beschriebenen Proteine DnaB und DnaG gehoren. Weitere Komponenten des
Reinitiationsprimosoms sind PriA, PriB, PriC und DnaT (MARIANS, 2000; SANDLER &
MARIANS, 2000).

PriA ist hierbei in der Lage, direkt an alle drei Stringe eines D-loop zu binden, so daf3
das eingefiihrte einzelstringige 3’-Ende als Primer fiir die Reinitiation der Replikation
dienen kann. Durch die Bindung von PriA kénnen nacheinander PriB und DnaT rekru-
tiert werden. Dieser Komplex ist in der Lage, die replikative Helikase DnaB auch abseits
des Replikationsursprungs auf die DNA zu laden. Das durch die Bindung von DnaB ent-
stehende sogenannte Praprimosom wird durch die Bindung von der Primase DnaG zum
Primosom, von welchem die Reinitiation erfolgt. Durch die Rekrutierung von einem
PolIII-Holoenzym erfolgt durch die bereits beschriebene Interaktion der t-Untereinheit
mit DnaB die Stimulation der Helikaseaktivitit (SANDLER & MARIANS, 2000).

PriA wird vermutlich auch dann fiir die Reinitiation benétigt, wenn kein Rekombina-
tionsereignis stattgefunden und kein D-loop gebildet wurde. Interaktionen mit RecG
legen nahe, daf} PriA auch dann bei der Reinitiation eine Rolle spielt, wenn z.B. durch UV
ausgeloste Lasionen RecG-abhidngig umgangen wurden. Interessant ist in diesem Zu-
sammenhang, daf3 fiir diese Reinitiationsprozesse die Helikasefunktion von PriA ge-
braucht wird, welche fiir eine Reinitiation an einem D-loop nicht von entscheidender
Bedeutung ist (GREGG et al., 2002; XU & MARIANS, 2003).

Sofern PriA an der Reinitiation sowohl an D-loops als auch an nichtrekombinativen
Reinitiationsereignissen beteiligt ist, ist es um so bemerkenswerter, daf} priA~-Mutanten
lebensfihig sind. Offensichtlich ist die PriA-abhéngige Reinitiation nicht die einzige Mog-
lichkeit fiir eine Reinitiation der Replikation (SANDLER & MARIANS, 2000).
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Abb. 1: Einige mogliche Wege fiir die fehlerfreie Reinitiation nach dem Arrest von Replika-
tionsgabeln an kleinen Lasionen der DNA in E. coli. Die Details sind im Text erklart. Die paren-
talen Strange sind in rot und blau, die neu synthetisierten Strange in schwarz (leading strand)
und griin (lagging strand) bzw. orange im Falle eines polymerase strand switch dargestellt. Die
am jeweiligen Schritt moglicherweise beteiligten Proteine wurden eingetragen. Endonukleo-
lytische Schnitte sind durch Pfeilspitzen gekennzeichnet. Die Schnittrichtung zur Auflésung
der Holliday junction wurde so gewahlt, dal die Bildung chromosomaler Dimere vermieden
wird (Abbildung modifiziert nach Hyrien, 2000; Michel, 2000; Cox, 2001; Cox, 2002; McGlynn &
Lloyd, 2002).
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Abb. 2: Moglichkeiten zur Reinitiation der Replikation nach einem Arrest an einem
Einzelstrangbruch (links) sowie an einem DNA-Protein-Komplex (rechts). Die Details sind im
Text erklart. Die parentalen Strange sind in rot und blau, die neu synthetisierten Strange in
schwarz (leading strand) und griin (lagging strand) dargestellt. Die am jeweiligen Schritt mog-
licherweise beteiligten Proteine wurden eingetragen (Abbildung modifiziert nach Kuzminov,
1995; Michel, 2000; Cox et al., 2000).
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Das MPH1-Gen von Saccharomyces cerevisiae

Das MPHI1-Gen (fiir mutator phenotype) aus Saccharomyces cerevisiae befindet sich auf
dem rechten Arm von Chromosom IX und kann fiir ein Protein von 993 Aminosduren
codieren. Die Aminosduresequenz weist die sieben konservierten Motive auf, die fiir die
Proteine der DEAD/DExH-Box-Helikasenfamilie charakteristisch sind (SCHELLER et al,
2000). Eine mph1-Deletionsmutante zeigt neben einer marginalen Sensitivitit gegeniiber
UV eine deutlich erhohte CANI-Vorwirtsmutations- sowie trp1-289-Reversionsrate. Die
Sensitivitit gegeniiber DNA-schidigenden Agenzien wie MMS, EMS, 4-NQO und
Camptothecin ist erhoht. Neben diesen Sensitivititen sowie dem beobachteten Mutator-
phinotyp wurden bei einer Vielzahl weiterer Untersuchungen zu Stérungen im Zell-
zyklus, des Wachstums auf unterschiedlichen Kohlenstoftquellen, der Zellmorphologie
und des Cytoskeletts, der Mitochondrienfunktion, der Paarung und der Streflantwort
keine auffilligen Phianotypen gefunden (ENTIAN ef al., 1999).

Weitere Untersuchungen erlaubten eine Eingrenzung des Wirkortes des Mphl-Pro-
teins. Durch eine grofle Zahl von Epistasisanalysen konnte eine Beteiligung des Mphl-
Proteins an einem der bekannten Reparaturwege wie Nukleotidexcisionsreparatur, Basen-
excisionsreparatur und mismatch-Reparatur mit hoher Wahrscheinlichkeit ausge-
schlossen werden (SCHELLER et al., 2000; SCHURER et al., in Vorbereitung). Durch ein
PCR-basiertes experimentelles System zur quantitativen Messung von DNA-Schiden
konnte gezeigt werden, daf3 die Zuganglichkeit der DNA fiir Mutagene in mphI-Mutanten
nicht deutlich erhoht ist, so dafl vermutlich auch Strukturverinderungen z.B. des
Chromatins und eine daraus resultierende verbesserte Zuganglichkeit der DNA fiir Muta-
gene nicht fir die Erhohung der Mutationsrate verantwortlich sind (ScHURER et al., in
Vorbereitung). Auch fiir eine Beteiligung des Mph1-Proteins an Prozessen wie dem RNA-
splicing, der Translation oder dem nukledren Transport konnten keine Hinweise
gewonnen werden (SCHELLER et al., 2000).

Bei weiteren Untersuchungen zur naheren Eingrenzung der moglichen Funktion des
Mph1-Proteins wurden genetische Interaktionen des MPHI-Gens u.a. mit SGSI1, MMS4
(ScHURER et al, in Vorbereitung) und SRS2 (E. Panico, unveroffentlicht) gezeigt. Von
allen Genen wird angenommen, daf} sie u.a. an der Reinitiation arretierter Replikations-
gabeln beteiligt sind. Diese Befunde haben zusammen mit weiteren Ergebnissen zu der
Hypothese gefiihrt, daf das Mphl-Protein ebenfalls an der Reinitiation arretierter
Replikationsgabeln beteiligt ist. Anhand dieser Hypothese liefe sich der Mutator-
phédnotyp dadurch erkldren, daff die Reinitiation von an Liasionen arretierten
Replikationsgabeln in Abwesenheit von Mphl vermehrt mittels der Transldsionssynthese
erfolgt.

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob sich die Hypothese einer Beteiligung
von Mphl an einem Prozef} zur Reinitiation arretierter Replikationsgabeln bestitigen 1af3t
und ob sich die Funktion des Proteins weiter eingrenzen lafit. Durch die zusdtzliche
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Untersuchung der Rolle von Proteinen, fiir welche genetische Interaktionen mit MPH]I
gezeigt wurden und welche vermutlich ebenfalls an Reinitiationsprozessen beteiligt sind,
sollte versucht werden, zur Klarung der in Eukaryonten im Vergleich zu E. coli weniger
gut verstanden Prozesse beizutragen.
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MATERIAL

Chemikalien

o mating factor

Adenin

Agar bacteriological (Agar No. 1)
Agarose

Ammoniumsulfat
Ampicillin-Natriumsalz
BactoPepton

Blei(IT)citrat

Borsdure

Bromphenolblau

BSA

Camptothecin

L-Canavanin

Chloroform

DAPI (2,4-Diamidino-2-Penylindol)
Dimethylsulfoxid (DMSO)
dNTPs
1,4-Dithio-pr-threit(ol) (DTT)
EDTA Dinatriumsalz
Essigsaure

Ethanol

G418

Glucose

Glycerin

Hefeextrakt

Hydroxy 8-Hydroxychinolin
IPTG

Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Kanamycin
Lachsspermien-DNA
Leucin

Lithiumacetat
Lowicryl-K4M-Harz

Hergestellt im Institut

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe

Oxoid, Wesel

Biozym, Hess. Oldendorf

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe
AppliChem, Darmstadt

Scharlau Chemie S.A., Barcelona, Spanien
Fluka Chemie AG, Neu-Ulm

Scharlau Chemie S.A., Barcelona, Spanien
Fluka Chemie AG, Neu-Ulm

USB, Cleveland Ohio, USA
Sigma-Aldrich Chemicals, Deisenhofen
Calbiochem, Schwalbach

Scharlau Chemie S.A., Barcelona, Spanien
AppliChem, Darmstadt

Fluka Chemie AG, Neu-Ulm

Invitek, Berlin

AppliChem, Darmstadt

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe
Calbiochem, Schwalbach

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe

Serva, Heidelberg

Oxoid, Wesel

Fluka Chemie AG, Neu-Ulm

AppliChem, Darmstadt

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe
Scharlau Chemie S.A., Barcelona, Spanien
Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe
Sigma-Aldrich Chemicals, Deisenhofen
Sigma-Aldrich Chemicals, Deisenhofen
Sigma-Aldrich Chemicals, Deisenhofen
Chemische Werke Lowi, Waldkraiburg
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Methylmethansulfonat (MMS)
MOPS

Natriumazid

Natriumchlorid
Di-Natriumhydrogenphosphat-Dodecahydrat
Natriumhydroxid
Natriumlaurylsulfat
4-Nitrochinolin-1-oxid
Phenylalanin
Polivinylformaldehyd
Polyethylenglycol 4000
Polylysin-Losung

2-Propanol (Isopropanol)

RNAse

Saccharose

Salzsdure

Sorbitol

SYBR™Green I

Tris-Base

Triton X-100

Trypton

Tween 20

Uracil

Uranylacetat

X-Gal (5-Brom-4-chlor-3-indolyl-
B-p-galactopyranosid)

Yeast Lytic Enzyme

Yeast Nitrogen Base w/o amino acids

and ammonium sulfate

Sigma-Aldrich Chemicals, Deisenhofen
AppliChem, Darmstadt

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe
Fluka Chemie AG, Neu-Ulm

Fluka Chemie AG, Neu-Ulm

Serva (Heidelberg)

Sigma-Aldrich Chemicals, Deisenhofen
Sigma-Aldrich Chemicals, Deisenhofen
Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe
Roche Diganostics GmbH, Mannheim
Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe
Sigma-Aldrich Chemicals, Deisenhofen
Fluka Chemie AG, Neu-Ulm
AppliChem, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemicals, Deisenhofen
Oxoid, Wesel

Sigma-Aldrich Chemicals, Deisenhofen
Fluka Chemie AG, Neu-Ulm

Fluka Chemie AG, Neu-Ulm
AppliChem, Darmstadt

ICN Biomedicals, Costa Mesa, USA
DIFCO, Dreieich

Alle nicht explizit aufgefiihrten Chemikalien wurden von der Firma Merck KGaA, Darm-

stadt, bezogen.

Enzyme

Calf Intestinal Alkaline Phosphatase (CIAP)
NEE-154 Glusulase

Restriktionsendonukleasen
T4-DNA-Ligase

T4-DNA-Polymerase
Tag-DNA-Polymerase
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MBI Fermentas, Vilnius, Litauen

NEN™, Boston, USA

MBI Fermentas, Vilnius, Litauen; New England
Biolabs, Bad Schwalbach

MBI Fermentas, Vilnius, Litauen

MBI Fermentas, Vilnius, Litauen

Hergestellt im Institut



Vent-DNA-Polymerase
Yeast Lytic Enzyme aus Arthrobacter luteus
(8000 u - mg™)

Antikorper

Anti-Sendai- Antikorper aus Maus
Anti-Maus-Antikorper aus Ziege,
konjugiert mit 10 nm-Goldpartikeln
Anti-Maus-Antikorper aus Ziege,

konjugiert mit Fluorescein

Kits

JETstar plasmid purification system
NucleoTrap® Gel extraction
QIAquick Gel extraction

ProLong® Antifade Kit

Nihrmedien

MATERIAL

New England Biolabs, Bad Schwalbach
ICN Biomedicals

Hergestellt im Institut
Plano, W. Plannet GmbH, Wetzlar

Sigma-Aldrich Chemicals, Deisenhofen

Genomed, Bad Oeynhausen
Macherey-Nagel, Diiren

QIAGEN GmbH, Hilden

Molecular Probes, Eugene, Oregon USA

Nihrmedien fiir die Anzucht von E. coli

dYT 1% (w/v) Hefeextrakt; 1,6 % (w/v) Trypton; 0,5% (w/v) NaCl

SOB 0,5% (w/v) Hefeextrakt; 2% (w/v) Trypton; 2,5 mM (w/v) KCl;
0,05% (w/v) NaCl. Nach dem Autoklavieren werden MgCl,
sowie MgSO, mit einer Endkonzentration von 10 mM zugegeben

SOC Wie SOB. Nach der Sterilisation werden zusitzlich sterilfiltrierte

Glucose mit einer Endkonzentration von 2% (w/v) zugesetzt.

LB 5 g Hefeextrakt; 10 g Trypton; 10 g NaCl; fiir feste Medien
wurde 15 g Agar zugesetzt

LB + Antibiotika Fiir Selektionsmedien wurde die Losung auf ca. 60°C abgekiihlt

und das gewiinschte Antibiotikum mit folgenden End-

konzentrationen zugesetzt.

Ampicillin: 100 pg - ml™
Kanamycin: 50 pg - ml™!
Spectinomycin: 50 pg - ml™
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Nihrmedien fiir die Anzucht von Saccharomyces cerevisiae

YPD 2% (w/v) BactoPepton; 2 % (w/v) Glucose; 1% (w/v) Hefeextrakt

YPD +G418 wie YPD; nach dem autoklavieren wurde die Losung
auf ca. 60°C abgekiihlt und das G418 in Pulverform zugegeben
(Endkonzentration 200 pg - ml™)

SC-Medium 2% (w/v) Glucose; 0,17 % Yeast Nitrogen Base w/o Ammonium-

(synthetic complete) sulfat und Aminosauren; 0,51 % Ammoniumsulfat. Dem Medium
wurden 680 mg einer Mischung aus Aminosduren und Nukleo-
basen zugesetzt, welche sich aus folgenden Komponenten

zusammensetzt:

Tabelle 1: Zusammensetzung der Mischung aus Aminosauren und Nukleobasen

Komponente Konz.im Medium [mg/l] | Komponente Konz.im Medium [mg/]]

Adenin 40 Phenylalanin 50

Arginin 30 Serin 100

Histidin 20 Threonin 150

Isoleucin 20 Tryptophan 30

Leucin 30 Tyrosin 30

Lysin 30 Uracil 20

Methionin 20 Valin 100
SD-Medien SD-Medien dienen der Selektion auf bestimmte Prototrophien.
(synthetic drop out) Sie setzen sich aus den gleichen Komponenten wie SC-Medium

zusammen, wobei in der Mischung aus Aminosduren

und Nukleobasen selektiv einzelne oder mehrere Komponenten
fehlen. Zugesetzt werden 680 — x mg der SC-Mischung,

wobei x der Menge bzw. der Mengen der weggelassenen Anteile
entspricht.

SD% + Can SD*¢-Medium, welchem 40 mg - ml™ L-Canavanin-L3sung
zugesetzt wurde. Nach dem Autoklavieren wurde das Medium
auf ca. 60 °C abgekiihlt und das Canavanin aus einer 500fach

konzentrierten Stocklgsung zugesetzt.
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Vektoren
Klonierungsvektoren
Vektor Eigenschaften

pFA6a-KanMX4

pBluescript IT SK (-)

Hefevektoren

Vektor
pRS316

YIplac211

pYGET

pYES-MPH1-SEN-
HIS

colE1-ori; amp'; kan" aus E. coli mit
Promotor- und Terminatorse-
quenzen aus Ashbya gossypii.
colEI-ori;f1-ori; amp’; lacZ-Gene,
geeignet zur a-Komplementation
fiir ein blau/weif3-screening.

Eigenschaften

colE1-ori; fl-ori; amp’; lacZ-Gene,
geeignet zur a-Komplementation
fir ein blau/weif3-screening; URA3-
Gen S. ¢.; CEN6-Centromerbereich
S. ¢.; ARS6-Replikationsursprung
S.c

pMBI-ori; amp”; URA3-Gen S. c.;

colE1-ori;fl-ori; amp’; URA3-Reste;
TRP1-Gen S. c.; 2p-
Replikationsursprung S. c. ;
Glycerinaldehydphosphat-
Dehydrogenase-Promotor fiir eine
starke und konstitutive Expression
inS.c

colE1-ori; fl-ori; amp’; URA3-Gen
S. ¢; 2p-Replikationsursprung S. c.;
GALI-Promotorsequenz fir die
induzierbare Expression in S. ¢.;
MPH]-Gen fusioniert mit einem
Sendai-Epitop und einem HIS-tag.

MATERIA

L

Quelle
WACH et al., 1994
(modifizierter pSP72, Promega)

Stratagene®

Quelle

SIKORSKI & HIETER, 1989
(modifizierter pBluescript
von Stratagene®)

GIETZ & SUGINO, 1988
(modifizierter pUC19)

C. CAPELLARO,

personliche Kommunikation
(modifizierter pYES-Expressions-
vektor von Invitrogen®)

A.SCHURER,

personliche Kommunikation
(pYES-Expressionsvektor:
Invitrogen®)
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Hefestdmme

CEN.PK 2-1C [MATa, trp1-289, leu2-3,112, ura3-52, his3-D1, MAL2-8¢, SUC2]
(Quelle: P. K6TTER)

CEN.PK 2-1C mphl [mphl] (Quelle: ENTIAN et al., 1999)

CEN.PK 2-1C rev3 [rev3::NAT] (Quelle: A. SCHURER)

CEN.PK 2-1C rev3 mphl [mphl rev3:NAT] (Quelle: A. SCHURER)
CEN.PK 2-1C rad52 [rad52::HIS3] (Quelle: A. SCHURER)

CEN.PK 2-1C rad52 mphl [mphl rad52::HIS3] (Quelle: A. SCHURER)
CEN.PK 2-1C rad30 [rad30::HIS3] (Quelle: A. SCHURER)

CEN.PK 2-1C rad30 mphl [mphl rad30::HIS3] (Quelle: A. SCHURER)
CEN.PK 2-1C mms4 [mms4] (Quelle: A. SCHURER)

CEN.PK 2-1C mms4 mphl [mphl mms4] (Quelle: A. SCHURER)
CEN.PK 2-1C sgsI [sgs1::HIS3] (Quelle: A. SCHURER)

CEN.PK 2-1C sgs1 mphl [mphl rev3::HIS3] (Quelle: A. SCHURER)
CEN.PK 2-1C srs2 [srs2::HIS3] (Quelle: A. SCHURER)

CEN.PK 2-1C mph1/pRS313-MPH1-SEN-HIS (Quelle: A. SCHURER)

Bestimmung von Mutationsraten und Mutationsfrequenzen

Bestimmung von spontanen Mutationsraten
nach der Medianmethode Lea ¢ Coulson, 1948)

Die Bestimmung der Mutationsrate nach der Medianmethode wurde zur quantitativen
Analyse von Mutatorphinotypen verschiedener Saccharomyce-cerevisiae-Stimme ver-
wandt. Zu diesem Zweck wurden mit jeweils 200 Zellen einer Ubernachtkultur des zu
untersuchenden Stammes eine ungerade Anzahl (N) von Parallelkulturen (5 ml YPD)
angeimpft. Diese Kulturen wurden zundchst ohne Agitation fiir 24 h bei 30°C inkubiert.
Es hatte sich gezeigt, dal hierdurch das Anwachsverhalten verbessert wird (KrRAMER,
personliche Kommunikation). Diese Verbesserung ist moglicherweise darauf zuriickzu-
fithren, daf} die Zellen absinken und eine partielle Konditionierung des Mediums be-
wirken, in welchem giinstigere Wachstumsbedingungen herrschen. Dann wurden die
Kulturen weitere 24 - 36 h unter Rollen inkubiert.
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Anschlieend wurden Aliquots auf Platten ohne Arginin mit Canavanin (SD™*¢ +Can)
ausplattiert, um die Vorwirtsmutationsrate auf Canavanin zu bestimmen. Zusitzlich
wurden Zellen auf Platten ohne Arginin und ohne Canavanin (SD*'¥) ausplattiert, um die
Lebendzellzahl bestimmen zu konnen. Die Platten wurden fiir 48-72 h inkubiert und
anschlieflend ausgezdhlt. Hieraus wurde die Gesamtanzahl von Mutanten (r) in den
betreffenden Kulturen errechnet.

Das CAN1-Gen aus Saccharomyces cerevisiae codiert fiir eine Arginin-Permease, durch
welche sowohl Arginin als auch das Strukturanalogen r-Canavanin (2-Amino-4-guani-
dinooxybuttersdure) in die Zellen aufgenommen werden kann. Canavanin wird von den
Enzymen des Arginin-Stoffwechsels anstelle von Arginin metabolisiert und wirkt aus
diesem inhibitorisch. Zusitzliche wird es anstelle von Arginin in Proteine eingebaut und
fuhrt zu aberanten Proteinen. Eine Resistenz gegeniiber r-Canavanin kann durch eine
Vorwirtsmutation im CANI-Gen erworben werden. In diesem Fall synthetisiert die Zelle
das fehlende Arginin selbst und ist in der Lage, auf Medium mit L-Canavanin zu wachsen.

Die Gesamtzahl der Mutanten ist vom Zeitpunkt abhéngig, an welchem eine durch das
System detektierbare Mutation erfolgt. Erfolgt bereits in der ersten Teilung eine derartige
Mutation, so resultiert hieraus eine sehr hohe Gesamtanzahl von Mutanten. Eine Muta-
tion zu einem sehr spdten Zeitpunkt resultiert hingegen in einer sehr niedrigen Gesamt-
anzahl von Mutanten. Bei mehreren Parallelkulturen erhélt man normalerweise einen
Grof3teil von Kulturen mit einer dhnlichen Gesamtanzahl von Mutanten. Zusitzlich findet
man normalerweise einige wenige Kulturen, in welchen das erste Mutationsereignis sehr
frith oder sehr spit stattgefunden hat, so daf} sich eine sehr hohe oder niedrige Anzahl an
Mutanten zeigt. Fiir die weitere Berechnung wird angenommen, daf3 die Anzahl der
Mutanten in der Mediankultur eine gute Néherung fiir die Mutationswahrscheinlichkeit
des betrachteten Stammes darstellt. Diese Methode zur Bestimmung der Mutationsrate
wird als hinreichend genau angesehen, wenn alle oder fast alle Parallelkulturen Mutanten
enthalten (LEa & COULSON, 1948).

Abschdtzung der Mutationsraten

Der Entstehung von ro-Mutanten lagen m Mutationsereignisse zugrunde, wobei néhe-
rungsweise folgende Beziehung gilt:
rr=124-m+m-lnm

Nach der Subtraktion von r 1463t sich m als einzige Nullstelle einer streng monoton
steigenden Funktion betrachten, wobei 1, als Konstante angesehen werden kann. Die Be-
stimmung kann aus diesem Grund durch Newtonsche Iteration erfolgen, da die Folge
m, +m, -Inm, —r,

2,24 4+ Inm
gegen m konvergiert. Als Standardwert fiir m; wird r, eingesetzt. Der Algorithmus wird
bei m;,; — m; < 10°* abgebrochen.

m;,, =m; —
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Die Bestimmung der Lebendzellzahl erfolgte i.a. nur von zwei Kulturen, wobei voraus-
gesetzt wurde, dafl die Lebendzellzahl aller Kulturen mit hinreichender Genauigkeit
gleich sind.

Die Standardabweichung fiir die errechnete Anzahl der Mutationsereignisse errechnet
sich nach folgender Formel (LA & COULSON, 1948):

o, ) 1 12,7
(m] "N (2,24 +Inm)’
Die Berechnung der Mutationsrate und der Standardabweichung erfolgte mit einem
von S. ScHMIDT erstellten Programm (http://www.rzuser.uni-heidelberg.de/~sschmid6).

Bestimmung der Mutationsfrequenzen nach Mutagenbehandlung

Anzucht der Zellen und Mutagenbehandlung

Zur Bestimmung der Mutationsfrequenzen nach Behandlung mit Mutagenen wurden die
zu untersuchenden Stimme {iber Nacht in YPD angezogen. Die Kulturen wurden mit
Hilfe der Neubauer-Improved-Zihlkammer ausgezéhlt und 10 ml YPD mit einer Zell-
dichte von 1 - 107 Zellen - ml™" angeimpft. Die Zellen wurden fiir 90 min bei 30°C gerollt
und anschliefend o mating factor zu einer Endkonzentration von 4 pg - ml™ zugesetzt.
Die Zellen wurden fiir 60 min bei 30°C gerollt, anschlieflend erneut o mating factor
zugesetzt und erneut fiir 60 min bei 30°C gerollt. Auf diese Weise wird vermieden, daf3
durch die von den Zellen sezernierte Barl-Protease die Konzentration des zugesetzten o
mating factor zu stark reduziert. Der Arrest des Zellzyklus wurde mikroskopisch bestitigt.
Dann wurden die Zellen abzentrifugiert (Hettich Rotanta/RPC, 4000 rpm, 20°C), zweimal
mit Wasser gewaschen und in 10 ml YPD resuspendiert.

Fir die Mutagenbehandlung wurden pro Stamm entsprechend der Anzahl an
Mutagenkonzentrationen Kulturréhrchen mit 1 ml YPD vorbereitet. Anschlieflend
wurden die entsprechenden Mengen des jeweiligen Mutagens zugesetzt und von den in
10 ml aufgenommenen Zellen jeweils 1 ml in jedes Rohrchen gegeben. Die Proben
wurden anschlieflend so lange bei 30°C gerollt, bis sich mikroskopisch nachweisen lief3,
daf3 der Grof3teil aller Zellen auch bei der hochsten Mutagenkonzentration deutlich sicht-
bare Knospen bildete, so daf} davon ausgegangen werden kann, dafl die Zellen die S-Phase
abgeschlossen haben.

Die Kulturen wurden einmal mit Wasser gewaschen, in je 1 ml YPD aufgenommen
und sofort auf Eis gestellt, um ein weiteres Voranschreiten des Zellzyklus so weit wie
moglich zu verlangsamen. Dann wurden die jeweiligen Proben mit Wasser verdiinnt und
addquate Verdiinnungen auf SD™*®-Platten mit Canavanin (40 mg - 1"") zur Bestimmung
der Revertanten sowie auf SD"¢-Platten zur Bestimmung der Lebendzellzahl plattiert.
Die Platten wurden 2 -3 Tage bei 30°C inkubiert und dann ausgezdhilt.
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Lésungen

a mating factor: 2 mg des a mating factor wurden in 1 mg Ethanol gelst und bei —20°C
gelagert.

Auswertung

Die Anzahl der Mutanten, welche auf Medium mit Canavanin wachsen, setzt sich aus
zwei Fraktionen zusammen. Einerseits entstehen in jeder Kultur, unabhingig von der
Mutagenbehandlung, spontane Mutanten. Zusétzlich entstehen durch die Behandlung mit
Mutagenen weitere Mutanten, welche im folgenden Text mit »induziert« bezeichnet
werden. Dementsprechend setzt sich die Frequenz der Gesamtzahl beobachteter
Mutanten wie folgt zusammen:
ﬁ)eobachtet = fspontan + finduziert
bzw.
ﬁnduziert = fbeobachtet — Jspontan
Die Frequenz der spontan auftretenden Mutanten kann man aus einer Probe ohne
Mutagenbehandlung ermitteln. Problematisch ist hierbei allerdings, daff durch die
Mutagenbehandlung die Lebendzellzahl und damit auch die Zahl der spontan ent-
stehenden Mutanten in der Probe verringert wird. Die Abnahme der Mutanten sollte
hierbei mit der Abnahme der Gesamtzellzahl korrelieren. Somit ergibt sich die Zahl der
spontanen Mutanten bei der Konzentration c; aus der Zahl der spontanen Mutanten ohne
Mutagenbehandlung (c;) unter Beriicksichtigung der Abnahme der Gesamtzellzahl
zwischen ¢, und ¢

cl _ £c0 . N
fspontan - f spontan N
c0

Zusitzlich zu den spontan entstandenen Mutanten stirbt allerdings auch ein Teil der

cl

Mutanten ab, welche durch die Behandlung mit Mutagen entstanden sind. Geht man auch
hier wieder davon aus, daf$ auch diese Abnahme direkt mit der Abnahme der Lebend-
zellzahl korreliert, dann erhdlt man die Beziehung

,fircliluziert = tZiichlichinduziert ) No

NCO

Mit diesen beiden Ausdriicken lassen sich nun fingusers Und fipontan in der Formel fiir die

Gesamtzahl an auftretenden Mutanten substituieren:

cl cl N N

f _ A cl f c0 .
gesamt ~ J tatsichlich induziert N spontan N
c0

cl

c0
Lost man diese Gleichung nach fusichiich induzierr auf und multipliziert mit N.,™', dann
ergibt sich mit
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fcl ch cl
gesamt  Jspontan __ J tatsichlich induziert

N N N

cl c0 c0

die Mutationsfrequenz pro Zelle bei einer bestimmten Mutagenkonzentration.

Bestimmung von Reversionsraten und Reversionsfrequenzen

Bestimmung der spontanen Reversionsrate nach der Medianmethode

Die Bestimmung der Reversionsrate des KanKanMX4-Moduls wurde prinzipiell in
gleicher Weise wie die Bestimmung der Mutationsrate durchgefiihrt (siehe Seite 34). Die
Anzucht erfolgte hierbei allerdings aufgrund des URA3-Markers des Plasmids pRS316-
KanKanMX4 in 5ml SDV®-Medium. Die Zellen wurden YPD zur Bestimmung des
Lebendtiters sowie auf YPD mit G418 (200 ug- ml™") plattiert wurde, da davon aus-
gegangen wurde, daf} die fiir das Experiment relevanten Ereignisse bereits wahrend der
Anzucht in Selektivmedium erfolgten. Die Berechnung der Reversionsrate erfolgte analog
zur Berechnung der Mutationsraten (siehe Seite 35).

Bestimmung der Reversionsfrequenzen nach Mutagenbehandlung

Die Bestimmung der Reversionsfrequenzen erfolgte analog zur Bestimmung der Muta-
tionsfrequenzen (siehe Seite 36). Wie bei der Bestimmung der Reversionsrate erfolgte
auch hier die Anzucht aufgrund des URA3-Markers des Plasmids pRS316-KanKanMX4
in SD""*-Medium. Die Zellen wurden wie beschrieben angeimpft, mit a mating factor
arretiert, gewaschen und in 10 ml SD™V® aufgenommen. Die Inkubation mit den Muta-
genen erfolgte ebenfalls in Selektivmedium. Nach der Mutagenbehandlung wurden die
Zellen gewaschen und in jeweils 1 ml Selektivmedium auf Eis gestellt. AnschliefSend
wurden die Proben verdiinnt und plattiert.

Ahnlich wie bereits bei der Bestimmung der spontanen Reversionsrate wurde davon
ausgegangen, dafl die fiir das Experiment relevanten Ereignisse bereits im Selektiv-
medium stattgefunden haben. Die Zellen wurden daher auf YPD zur Bestimmung der
Lebendzellzahl sowie auf YPD mit G418 (200 ug - ml™") plattiert. Die Berechnung der
Reversionsfrequenz erfolgte analog zur Berechnung der Mutationsfrequenzen (siehe Seite

37).

Drop dilution assay zur Bestimmung von Mutagensensitivitdiiten

Fiir die Bestimmung der Sensitivitidten bestimmter Stimme gegeniiber unterschiedlichen
Mutagenen wurden die zu untersuchenden Stimme iiber Nacht angezogen. Die Zelldichte
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wurde bestimmt und die Kulturen auf eine Zelldichte von 1-10° Zellen - ml™" verdiinnt.
Anschliefend wurden die Kulturen bis zu einer Zelldichte von 1107 Zellen - ml™ bei
30°C inkubiert. In der Zwischenzeit wurden die Platten mit den Mutagenen vorbereitet.
Das Medium wurde autoklaviert und auf eine Temperatur unter 60°C abgekiihlt. Dann
wurden die entsprechenden Mutagenmengen zugesetzt und die Platten gegossen.

Die Kulturen wurden in drei Schritten jeweils 1:10 verdiinnt und von jeder Ver-
diinnung 10 pl auf die Platten mit den Mutagenen aufgetropft. Die Tropfen sollte dement-
sprechend 10% 10°, 10* und 10° Zellen enthalten. Als Kontrolle wurden die gleichen Ver-
diinnungen auf eine Platte ohne Mutagen getropft. Anschlieffend wurden die Platten 2-
3 Tage bei 30°C inkubiert.

Molekularbiologische Methoden

Phenol-Chloroform-Extraktion

Um Proteine wie Restriktionsendonukleasen oder thermostabile Polymerasen aus DNA-
haltigen Losungen zu entfernen, wurden die Proben mit Phenol und Chloroform
extrahiert. Fiir eine bessere Handhabung der Extraktion bieten sich Volumina ab 100 ul
an; kleinere Probenvolumina wurden mit Wasser auf 100 bis 200 pl aufgefiillt.

Anschlieflend erfolgte die Zugabe von einem Probenvolumen Phenol (Tris-gepuffert).
Die Ansitze wurden griindlich gemischt und anschlieflend zur Beschleunigung der
Phasentrennung 3 min zentrifugiert (Hettich Mikro Rapid/K, 12000 rpm, 4°C). Die
wiflrige Oberphase wurde vorsichtig abgenommen, in ein frisches Eppendorf-Reaktions-
gefdf$ tiberfiihrt und mit 200 pl Chloroform versetzt. Die Proben wurden erneut griind-
lich gemischt und durch Zentrifugation die Trennung der Phasen beschleunigt. Die
wifirige Oberphase wurde in ein 2 ml Eppendorf-Reaktionsgefify tiberfithrt. An die
Prozedur schlof$ sich eine Fillung der DNA mit Ethanol an (siehe Seite 39).

Lésungen

Phenol, TE-gesattigt: Losung von 250 g festem Phenol in 7,5 ml NaOH (1 M), 3 ml Tris-HCI
(1 M, pH 7,5) sowie 65 ml Wasser. Nach der Verfliissigung werden als Oxidations-
inhibitor 250 mg 8-Hydroxychinolin zugegeben und die Lésung nach kraftigem
Schiitteln bei 4°C gelagert.

Ethanolprizipitation von DNA aus wiflrigen Losungen

Die Zugabe von Ethanol zu DNA-Losungen fithrt zu einer Féllung der Nukleinsauren.
Die Fillung kann durch die Zugabe von Kationen erleichtert werden, da in Salzlésungen
die Dielektrizititskonstante erniedrigt ist. Die hierdurch abgeschwichten Coulomb-
Wechselwirkungen erleichtern die Aneinanderlagerung des negativen Phosphatriickgrats
der DNA. Neben der Aufkonzentrierung der Nucleinsduren kann durch diese Methode
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eine zusitzliche Reinigung erfolgen. So konnen z.B. die aus der Phenol-Chloroform-Ex-
traktion (siehe Seite 39) resultierenden Spuren an Phenol und Chloroform entfernt
werden (LoTTSPEICH & ZORBAS, 1998). Eine Entfernung proteinhaltiger Verunreini-
gungen wird allerdings i.a. nicht erreicht, da viele Proteine bei der Fillung der DNA eben-
falls gefallt werden (PHILIPPSEN ef al.,1991)

Fir die Fillung eignet sich Ethanol recht gut, da es schnell verdampft und damit gut
und riickstandslos zu entfernen ist. Allerdings benotigt man relativ grof3e Volumina an
Ethanol, da die Endkonzentration fiir eine Fillung bei etwa 70 Volumenprozent liegen
mufl. Die Fillung kann auch mit Isopropanol durchgefiihrt werden, wobei hier geringere
Volumina notwendig sind. Allerdings 1463t sich Isopropanol schwerer wieder entfernen
(MULHARDT, 1999).

Die monovalenten Kationen werden bevorzugt durch Ammoniumacetat zur Ver-
fiigung gestellt (Endkonzentration 2-2,5M). Einer der Vorteile von Ammoniumacetat
liegt in einer geringeren Tendenz der Fillung von Oligonukleotiden bis etwa 30 Basen-
paare sowie ANTPs (MULHARDT, 1999).

Zur Fillung wurde die DNA-Losung mit 1/10 Volumen 7 M Ammoniumacetat-
Losung und 3 Volumina 96 % Ethanol (-20°C) fiir 15-30 min auf Eis geféllt und danach
bei 4°C abzentrifugiert (Hettich-Kiihlzentrifuge, 12000 rpm, 15 min, 4°C). Das Pellet
wurde mit 70% (v/v) Ethanol gewaschen, 10 min unter den gleichen Bedingungen
zentrifugiert und fiir 15 min bei 37°C getrocknet. Anschlieflend wurde die DNA in TE-
Puffer gelost.

Lésungen

TE-Puffer: Tris-HCl 10 mM, EDTA 0,5 mM, pH 8,0 ; die Einstellung des pH-Wertes kann bei
Tris-Puffern nicht mit einer normalen pH-Elektrode erfolgen. Es wurde pH-Papier
verwandt.

Partialverdau von DNA-Fragmenten

Der Partialverdau von DNA- bzw. Vektorfragmenten erfolgte in 30 ul Ansitzen. Es
wurden die Reaktionsansitze fiir die Spaltung mit DNA, aber ohne Restriktionsenzym,
auf sechs Eppendorf-Reaktionsgefifie verteilt, wobei in das erste Reaktionsgefafd 45 pl, in
das letzte Reaktionsgefdf3 15 ul und in die restlichen vier Reaktionsgefifie je 30 pl gegeben
wurde. Anschliefend wurde in das erste Reaktionsgefifs 15u des entsprechenden
Restriktionsenzym gegeben, gut gemischt und 15 ul der Losung in das néachste Cup iiber-
fihrt, erneut gemischt und wieder tiberfiihrt. Die Reaktionsansitze enthalten also in etwa
10, 3,3, 1,1, 0,37, 0,123 und 0,041 Units der entsprechenden Restriktionsendonuklease.

Die Ansitze wurden fiir 30 min bei 37 °C inkubiert und anschlieflend (sofern moglich)
das Enzym 20 min bei 65°C inaktiviert. Die Ansitze wurden mit Hilfe eines 1%igen
Agarosegels aufgetrennt. In denjenigen Ansdtzen, in denen das Fragment der korrekten
Grofle in grofleren Konzentrationen vorhanden war, wurde es aus dem Gel ausge-
schnitten und aufgereinigt (siche Seite 42).
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Agarosegelelektrophorese

Die Auftrennung von Nukleinsduren kann in festen Tragermaterialien im elektrischen
Feld erfolgen, wobei als Tridgermaterialien i.a. entweder Polyacrylamid oder Agarose ein-
gesetzt werden (LOTTSPEICH & ZORBAS,1998).

Bei Agarose handelt es sich um ein gelierfihiges Polysaccharid, welches aus sich ab-
wechselnden Einheiten von (3-1,3-verkniipfter D-Galaktopyranose und a-1,4-verkniipfter
3,6-anhydro-L-galaktopyranose besteht (Rompp Chemie Lexikon, 1989), wobei Substitu-
enten wie Sulfatester in unterschiedlicher Menge vorhanden sein kdnnen (Rees, 1977). Sie
kann durch Aufkochen gelost werden. Beim Abkiihlen werden dann zwischen den einzel-
nen Polysaccharid-Molekiilen nichtkovalente Wechselwirkungen wie Wasserstoftbriicken-
bindungen oder Coulombsche Wechselwirkungen ausgebildet, wobei es zur Bildung von
Doppelhelices kommt. Hierbei kommt es insbesondere zur Aneinanderlagerung ahn-
licher Kettensegmente unterschiedlicher Ketten. Allerdings finden sich auch in Poly-
saccharid-Ketten, dhnlich wie Prolin in einer a-Helix in Proteinen, immer wieder helix-
brechende Strukturen, welche dafiir sorgen, dafl die Ketten abknicken. Derartige Unter-
brechungen konnen u.a. durch modifizierte Zuckerreste oder Verzweigungen zustande
kommen. Entscheidend ist hierbei, dafl durch diese Unterbrechungen eine Kette mehrere
Kettenassoziate bilden kann, an welchen jeweils andere Partner beteiligt sind. Auf diese
Weise kommt es zur Ausbildung eines dreidimensionalen Netzwerkes (REEs, 1977).

Die Porengrofle ist in Agarosegelen vergleichsweise hoch. Sie liegt in einem 1%igen
Gel bei etwa 150 nm, in einem 0,16 %igen Gel hingegen bei 500 nm (LOTTSPEICH &
ZORBAS, 1998). Aufgrund der unterschiedlichen Porengréflen muf die Agarosekonzen-
tration fiir die Auftrennung doppelstringiger DNA angepafst werden. Fiir die meisten
Anwendungen wurden 1%ige Agarosegele gewihlt werden, welche DNA iiber einen
Groflenbereich von 0,5 bis 8 kb aufzutrennen vermégen (LOTTSPEICH & ZORBAS, 1998).
Fiir kleinere Fragmente wurden 2% ige, fiir groflere Fragmente 0,7%ige Gele gewéhlt.

Fir die Herstellung der Agarose-Gele wurde je nach Verwendungszweck entweder
TAE- oder TBE-Puffer eingesetzt. Die entsprechende Agarose-Menge wurde dem Puffer
zugesetzt und die Losung unter stindigem Riihren aufgekocht. Anschlieffend wurde die
Losung auf etwa 60°C abgekiihlt und mit 0.5 pg/ml Ethidiumbromid versetzt. Die noch
warme Losung wurde in eine Gelschale gegossen und ein Probenkamm eingesetzt. Nach
dem Erstarren der Agarose wurde der Probenkamm entfernt und das Gel mit dem ent-
sprechenden Puffer iiberschichtet.

Fir die Gelelektrophorese wurden die Proben mit mindestens 1/10 Vol Saccharose-
farbmarker versetzt und in die Geltaschen pipettiert. Die Elektrophorese wurde bei kon-
stanter Spannung (40-130V fir 30-180 min; max. 5V/cm Feldstirke) durchgefiihrt.
Anschlieflend konnten die aufgetrennten Nukleinsduren auf dem UV-Durchlichtschirm
sichtbar gemacht und mit einer CCD-Kamera photographiert werden. Zur Langen- und
Konzentrationsbestimmung wurden passende DNA-Fragmentldngenstandards eingesetzt.
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Lésungen

TBE-Puffer: Tris-Base 89 mM, Borsaure 89 mM, EDTA 2,5 mM. Fiir die Herstellung einer
Stocklésung (5 x) wurden 54 g Tris-Base, 27,5 g Borsaure und 4,6 g EDTAin 1|
Wasser gelost.

TAE-Puffer: Tris-Acetat 40 mM, EDTA 1 mM, pH 7,4. Fiir die Herstellung einer Stocklésung
(50 %) wurden 242 g Tris-Base, 57,1 ml Essigsaure sowie 100 ml EDTA-L6sung
(0,5 M, pH 8,0) mit Wasser auf 1 | aufgefiillt.

Saccharosefarbmarker : 60% (w/v) Saccharose, 0,1 % (w/v) Bromphenolblau, 0,1% (w/v)
Xylencyanolin 1 x TBE.

Ethidiumbromid: Vorratslésung mit 10 mg - ml~' in Wasser.

Isolation von DNA aus Agarosegelen

Isolation von DNA-Fragmenten mit dem NucleoTrap°-Extraction Kit (Macherey-Nagel)

Die Methode beruht auf den Einsatz von Glasmilch. Hierbei handelt es sich um ein Silica-
Material, welches in Anwesenheit hoher Salzkonzentrationen DNA spezifisch bindet. Die
DNA kann mit Losungen niedriger Ionenstirke (Wasser, TE-Puffer) wieder eluiert
werden. Ein Problem ergibt sich allerdings bei der Aufreinigung sehr kleiner Fragmente
(< 500 Bp), da diese z.T. irreversibel an das Material binden (MULHARDT, 1999).

Problematisch fiir Aufreinigung der DNA aus TBE-Agarosegelen ist, daf} Borat-Reste
mit den Aufreinigungsmethoden interferieren (MULHARDT, 1999). Aus diesem Grund
wurden fiir die Aufreinigung ausschliefllich TAE-Agarosegele verwandt. Die aufzu-
reinigende DNA wurde mit Saccharosefarbmarker (siehe Seite 41) sowie % einer zehn-
fachen SYBR™-Green-Firbelosung (verdiinnt in TE-Puffer) versetzt. Dann wurden die
Proben mittels eines Agarosegels ohne Zusatz von Ethidiumbromid aufgetrennt. Die ge-
wiinschte Bande wurde mit einem sauberen Skalpell auf einem UV-Durchlichttisch rasch
ausgeschnitten, um die Exposition der DNA mit UV-Licht und die Zahl der damit ver-
bundenen Schiden so gering wie moglich zu halten. Es wurde versucht, die Menge an
Agarose so gering wie moglich zu halten. Gemaf3 Herstellerangaben ist SYBR™-Green fiir
die Aufreinigung von DNA aus Agarosegelen gut geeignet, da es (im Gegensatz zu
Ethidiumbromid) bei den anschlieflenden Aufreinigungsschritten nahezu vollstindig aus
der Probe herausgewaschen wird.

Die weitere Aufreinigung der DNA aus dem Agaroseblock erfolgte nach den Angaben
des Herstellers. Der Agarosblock wurde durch Zusatz eines chaotropen Salzes bei 50°C
aufgelost. Die an der Glasmilch gebundene DNA wurde mehrfach gewaschen und
schlieflich durch den Elutionspuffer abgelost. Da Reste der Glasmilch hemmend auf
manche enzymatische Reaktionen wirken, wurde die nach Herstellerangaben fertige
Probe noch einmal fiir 5 min zentrifugiert (Hettich Tischzentrifuge), der Uberstand vor-
sichtig entfernt und in ein sauberes Eppendorf-Reaktionsgefaf3 iiberfithrt, um eventuell
noch vorhandene Glasmilch-Reste moglichst quantitativ aus der Losung zu entfernen.
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Lésungen

Saccharosefarbmarker: siehe Seite 42.

TAE-Puffer: siehe Seite 42.

SYBR™Green-Farbeldsung: die 10000 X Farbeldsung (in DMSO) wurde mit TE-Puffer
1000fach verdiinnt und die 10 x Farbelosung max. 4 Tage bei Dunkelheit bei 4°C
gelagert.

Zusammensetzungen der Losungen des NucleoTrap®-Extraction Kit vom Hersteller nicht
angegeben.

Reinigung von DNA-Fragmenten mit dem QIAauick-Extraction Kit (Qiagen)

Fiir die Aufreinigung von DNA-Fragmenten aus Agaroseblocken mit Hilfe des QIAquick-
Kits wurden die DNA-Proben wie beschrieben (siehe Seite 42) mit SYBR™-Green-Farbe-
l16sung (verdiinnt in TE-Puffer) versetzt und auf einem TAE-Agarosegel aufgetrennt. Die
Banden von Interesse wurden mittels einer sauberen Skalpellklinge ausgeschnitten und
die DNA aus dem Agaroseblock gemif3 Herstellerangaben aufgereinigt.

Lésungen

Saccharosefarbmarker: siehe Seite 42.

TAE-Puffer: siehe Seite 42.

SYBR™Green-Farbeldsung: siehe Seite 43.

Zusammensetzungen der Losungen des QlAquick-Extraction Kit vom Hersteller nicht an-
gegeben.

Ligation von DNA-Fragmenten

DNA-Ligasen sind in der Lage, die Bildung einer Phosphodiesterbindung zwischen der
3’-OH-Gruppe am Ende einer Nukleotidkette mit einer 5’-Phosphatgruppe einer anderen
Nukleotidkette zu katalysieren. Im Falle der T4-DNA-Ligase erfolgt bei Anwesenheit von
ATP zunichst eine Aktivierung des Enzyms durch eine Adenylylierung unter Abspaltung
von Pyrophosphat, gefolgt von einer Ubertragung der AMP-Einheit auf das 5-Ende des
einen Stranges. Hierdurch erfolgt eine Aktivierung des 5’-Phosphoratoms. Anschlieflend
kann ein nucleophiler Angriff der 3’-OH-Gruppe auf dieses aktivierte Phosphoratom
erfolgen, wobei der Strang geschlossen und AMP freigesetzt wird. Die einzelnen Teil-
reaktionen sind frei reversibel und werden erst durch die Hydrolyse des Pyrophosphates
irreversibel (STRYER, 1994).

Ligation kohdsiver Enden

Fiir die Ligation kohisiver Enden wurden normalerweise mindestens 100 ng Vektor-DNA
sowie die dquimolare Menge an insert-DNA eingesetzt. Normalerweise wurden die Liga-
tionsreaktionen in 20 ul Gesamtvolumen angesetzt. Das entsprechende Volumen Wasser
wurde hinzugegeben und die Proben fiir 5 min auf 45°C erhitzt. Danach wurde die
Proben auf Eis abgeschreckt. Auf diese Weise konnen bereits hybridisierte Enden auf-
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geschmolzen werden. Nach SamBroox et al. sind fiir die Ligation kohasiver Enden
0,1 Weiss-Einheiten T4-DNA-Ligase ausreichend (SamBRroOOK et al., 1989). Die Ligase
sowie der T4-DNA-Ligase-Puffer (vom Hersteller mitgeliefert) wurden zugegeben und
die Proben entweder 1 h bei 37°C oder iiber Nacht bei 15°C inkubiert. Gemif3 Hersteller-
angaben wurde die Ligase fiir 20 min bei 70°C inaktiviert, um eine hohere Ausbeute an
Transformanten zu erhalten. Fiir eine Transformation sind in den meisten Féllen 1-2 pl
des Ansatzes ausreichend. In Sonderféllen wurden bis zu 15 pl des Ansatzes eingesetzt.

Ligation von Enden ohne Uberhdinge

Fiir die Ligation von Enden ohne Uberhinge ist der Einsatz wesentlich gréfierer DNA-
Mengen sinnvoll. Zusitzlich sollten hier auch hohere Konzentrationen T4-DNA-Ligase
eingesetzt werden (bis 50 Weiss units). Die Ligation wurde grundsitzlich tiber Nacht bei
15°C durchgefiihrt (SAMBROOK et al., 1989; MULHARDT, 1999).

Transformation von E. coli-Zellen

Priparation chemisch-kompetenter DH5a-Zellen (nach Inoue et al., 1990)

Fiir die Praparation chemisch-kompetenter DH5a-Zellen wurde eine 3 ml Vorkultur des
Stammes iiber Nacht in dyt-Medium angezogen. Mit rund 1 ml dieser Vorkultur wurden
300 ml SOC-Medium in einem Schikanekolben (3 1) angeimpft und bis zu einer op-
tischen Dichte zwischen ODgg = 0,4 und 0,6 bei 37°C geschiittelt. Die Kultur wurde auf
sechs Falcon-Rohrchen verteilt und fiir 30 min auf Eis inkubiert. Die Zellen wurden
zentrifugiert (Hettich Rotanta/RPC, 15 min bei 4°C) und in 90 ml kaltem TFB-I-Puffer
aufgenommen. Die Zellen konnen in diesem bis zu 1h auf Eis inkubiert werden.
Anschlieflend wurden sie erneut zentrifugiert und in 12 ml TFB-II-Puffer resuspendiert.
Jeweils 200 ul der Zellen wurden moglichst ziigig in kalte Eppendorf-Reaktionsgefifie
tiberfiithrt und bei —80°C gelagert.

Lésungen

TFB I-Puffer: 100 mM KCl, 50 mM MnCl,, 30 mM Kaliumacetat, 10 mM CaCl,, 15 % Glycerin,
pH 5,8-6,2, eingestellt mit Essigsdure, Lagerung bei 4°C.

TFB lI-Puffer: 10 mM MOPS, 10 mM KCI, 75 mM CaCl,, 15% Glycerin, pH 7,0, Lagerung bei
4°C

Transformation von DH5« mit Hilfe eines Hitzeschocks (nach Inoue et al., 1990)

Die kompetenten Zellen wurden auf Eis aufgetaut. Zu 200 ul kompententer Zellen
wurden jeweils bis zu 15 pl eines Ligationsansatzes gegeben und die Zellen fiir 5 min auf
Eis inkubiert. Anschlieffend wurden die Zellen fiir 50 s 42°C ausgesetzt und erneut fiir
5 min auf Eis inkubiert. Zu den Ansdtzen wurden je 800 ul dYT gegeben und die Zellen
fiir 45 min bei 37°C inkubiert. Dann wurden in der Regel 50 ul auf LB-Platten, welche das
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gewiinschte Antibiotikum enthielten, plattiert. Der Rest des Transformationsansatzes
wurde zentrifugiert (Hettich Tischzentrifuge, 2 min), in 200 ul Wasser aufgenommen und
ebenfalls auf LB-Platten mit Antibiotikum plattiert. Die Platten wurden tiber Nacht bei
37°C inkubiert.

Erzeugung elektrokompetenter E. coli-Zellen fiir die Transformation der Zellen mit

Plasmiden

Es wurden 4 ml dYT mit E. coli-Zellen des Stammes BMH71-18 angeimpft und iiber
Nacht bei 37°C inkubiert. Die Kultur wurde auf vier Eppendorf-Reaktionsgfifie verteilt
und 2 min bei 6000 rpm zentrifugiert (Hettich Mikro Rapid/K, 4°C). Die Uberstinde
wurden verworfen und die Zellen in 2 ml eisgekiihltem Wasser resuspendiert und fiir
10 min auf Eis inkubiert. Anschlieflend wurde die Suspension erneute zentrifugiert, in
1 ml Wasser resuspendiert und erneut fiir 10 min auf Eis inkubiert. Diese Prozedur wurde
noch zweimal wiederholt, wobei die Zellen in jeweils 500 pl und schliefllich in 100 ul
Wasser resuspendiert wurden.

Jeweils 65 pl dieser Zellen werden mit maximal 1 ul Vektor versetzt. Die Elektropora-
tionskiivetten (Kondensatorplattenabstand 2 mm) wurden exzessiv mit Wasser gespiilt
und die Zell-Vektor-Mischung hineinpipettiert. Die Elektroporation erfolgte im Gene
Pulser (Biorad, Miinchen) mit folgenden Einstellungen: Spannung 2,5 kV, Kapazitit 25 pF,
Widerstand 200 ), Zeitkonstante 3,8-4,5 ms. Anschliefend wurde mdglichst schnell
1 ml dyt in die Kiivette gegeben und die Zellen fiir 45-60 min bei 37 °C inkubiert.

Da die Ausbeute an Transformanten bei der Elektroporation recht hoch ist, wurden
50 pl der Zellen fiir einen Vereinzelungsausstrich (z.B. Drei-Strich-Methode) auf Selektiv-
medium verwandt. Die Platten wurden fiir 12-16 h bei 37 °C inkubiert.

Kolonie-PCR zum schnellen Nachweis gegliickter Klonierungen

Fiir eine schnelle Uberpriifung von Klonierungen konnen E. coli-Kolonien von poten-
tiellen positiven Transformanten direkt fiir eine PCR eingesetzt werden. Pro Kolonie
wurden 27 pl Wasser und 3 pl 10 x Tag-DNA-Polymerasepufter in ein PCR-Gefaf3 vorge-
legt. Der Taq-Puffer enthdlt das Detergenz Triton-X-100, durch welches bei hohen
Temperaturen ganze E. coli-Zellen aufgeschlossen und somit z.B. Plasmide fiir eine PCR
zuganglich werden.

Anschlieflend wurden mit Hilfe einer gelben Pipetten-Spitze ein Teil einer zu unter-
suchenden E. coli-Kolonie abgenommen und an definierter Position auf eine Masterplatte
tiberimpft. Der Rest der entsprechenden Kolonie wurde in die Losung tberfiihrt. Die
Losung sollte hierbei nur leicht triibe werden, da eine zu grofle template-Menge die PCR
hemmen kann. Die Zellen wurden fiir 5 min bei 98°C aufgeschlossen.

Dann wurde eine Mischung aus Taq-DNA-Polymerase (2 u pro Ansatz), Desoxy-
ribonukleotiden (0,2 mM pro Nukleotid und Ansatz), beide benétigter Primer (0,5-1 M
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pro Ansatz), Taqg-DNA-Polymerasepuffer (10 x) und Wasser zugegeben und ein fir die
Amplifikation des gewiinschten Fragments addquates PCR-Programm gestartet.

Lésungen

10 x Tag-DNA-Polymerasepuffer: KCl 500 mM, Tris-HCl 100 mM (pH 9,0), MgCl, 15 mM,
1% Triton X-100.

Mini-Praparation von Plasmid-DNA

Bei der Mini-Prdparation von Plasmid-DNA werden E. coli-Zellen zundchst mit Hilfe von
NaOH und SDS aufgeschlossen und durch den hohen pH-Wert die DNA denaturiert.
Anschlieflend wird durch die Zugabe von Kaliumacetat die Losung schlagartig neutra-
lisiert. Durch die schnelle Neutralisation kann ein Grof3teil der kleinen Plasmide renatu-
rieren. Die vorhandene chromosomale DNA renaturiert aufgrund der Grofle weitaus
weniger vollstindig als die Plasmide. Es kommt hingegen zur partiellen Renaturierung
nicht zusammengehoriger Chromosomen und somit zu einer Vernetzung der Chromo-
somen. Zusétzlich wird durch die Zugabe von Kaliumacetat in die SDS-haltige Losung
schwerlosliches Kaliumlaurylsulfat gebildet, welches zusammen mit einem Grofiteil der
vorhandenen Proteine und der vernetzten chromosomalen DNA ausfillt (sieche auch Seite
49), wahrend die vollstindig renaturierten Plasmide in Losung bleiben und durch eine
Ethanolfillung konzentriert und gereinigt werden konnen.

Fiir die Préparation kleinerer Mengen Plasmid-DNA aus E. coli wurden 3 ml Kultur
tiber Nacht bei 37°C angezogen. Hiervon wurden 800 pl abgenommen, mit 200 pl
autoklaviertem Glycerin griindlich vermischt und bei -80°C als Stock-Kultur einge-
froren.

Die restlichen 2 ml wurden fiir 10 min zentrifugiert (Hettich Rotanta/RPC, 4000 rpm,
20°C), der Uberstand verworfen, das Pellet in 100 ul E1-Puffer (JetStar® Plasmid Kit,
Genomed, Bad Oeynhausen) aufgenommen und in ein 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefif3
tiberfithrt. Anschlieflend wurden 200 ul E2-Puffer zugesetzt, griindlich gemischt und die
Proben fiir 5 min bei Raumtemperatur inkubiert.

Nach Zusatz von 150 ul E3-Puffer wurde die Probe gut gemischt und fiir 20 min
zentrifugiert (Hettich Mikro Rapid/K, 12000 rpm, 4 °C). Der Uberstand wurde in frische
Eppendorf-Reaktionsgefifie tiberfithrt und erneut fiir 10 min zentrifugiert und wiederum
in ein frisches Gefaf3 tiberfiihrt.

Fiir die Fallung wurden 1,5 ml 96 %iges Ethanol (eiskalt; etwa das dreifache Volumen)
zugesetzt und bei Raumtemperatur fiir 10-15 min inkubiert. Durch erneute Zentrifu-
gation (Hettich Mikro Rapid/K, 12000 rpm, 4°C, 12 min) wurde die DNA pelletiert. Das
Ethanol wurde entfernt, das Pellet mit Ethanol (70 %) gewaschen (5 min) und erneut fiir
12 min zentrifugiert. Das Ethanol wurde vorsichtig abgenommen, die DNA bei 37°C fiir
15 min getrocknet und anschliefend in 200 pl TE-Puffer griindlich resuspendiert.
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Lésungen

TE-Puffer: siehe Seite 40.
E1-E3: siehe Seite 47.

Préparation von Plasmid-DNA mit Hilfe von JETStar™-Sdulen

Fiir die Praparation grof3erer Plasmidmengen wurden Kulturen in 50 ml dyt tiber Nacht
angezogen und die DNA gemdfl Herstellerangaben (JETStar™ plasmid preparation kit,
Genomed, Bad Oeynhausen) prdpariert. Fiir die Erhohung der Reinheit z.B. fiir eine
Sequenzierung wurde an die Isopropanolfillung eine Ethanolfillung (siehe Seite 39) an-
geschlossen. Die DNA wurde in 250-300 ul TE-Puffer resuspendiert.

Lésungen

E1: 50 mM Tris-HCI, pH 8,0; 10 mM EDTA; 100 pg - mI~' RNAseA.
E2: 200 mM NaOH; 1% (v/w) SDS.

E3: 3,2 M Kaliumacetat-Essigsaure, pH 5,5.

E4: 600 mM NaCl; 100 mM Natriumacetat-Essigsaure, pH 5,0.
E5: 800 mM NaCl; 100 mM Natriumacetat-Essigsaure, pH 5,0.
E6: 1,25 M NaCl; 100 mM Tris-HCl, pH 8,5.

TE-Puffer: siehe Seite 40.

Transformation von Saccharomyces cerevisiae

Protokoll fiir die Transformation zur chromosomalen Integration linearer DNA-Fragmente

Fir die Erzeugung kompetenter Saccharomyces cerevisiae-Zellen wurden jeweils 50 ml
autoklaviertes YPD mit 1 ml einer Ubernachtkultur des zu transformierenden Stammes
angeimpft und fiir 2,5 bis 3 h bei 30°C unter Schiitteln inkubiert. Die Zelldichte sollte
1-107 Zellen - ml™" betragen. Die Zellen wurden abzentrifugiert (Hettich Rotanta/RPC,
4000 rpm, 20°C), mit 20 ml Aktivkohlewasser gewaschen, erneut zentrifugiert und in
1,5 ml TE- Lithiumacetat-Puffer aufgenommen. Dieser wurde frisch vor jeder Transfor-
mation aus entsprechenden Stocklosungen hergestellt (1 ml 10 x TE sowie 1 ml 10 x
Lithiumacetat mit Aktivkohlewasser auf 10 ml aufgefiillt).

Anschlieflend wurde die Zellsuspension in ein Eppendorf-Reaktionsgefif$ iiberfiihrt,
zentrifugiert (Hettich Tischzentrifuge, 5-10 s, Raumtemperatur) und das Zellpellet in
300 ul TE-Lithiumacetat-Puffer aufgenommen. Die Proben wurden fiir 60 min bei 30°C
unter gelegentlichem Schiitteln inkubiert.

In sterile Eppendorf-Reaktionsgefifie wurden rund 1 pg DNA fiir die Transformation
sowie 100 ug denaturierte Lachssperma-DNA gegeben. Zu dieser Mischung wurden
200 pl der Zellen zugesetzt, gut gemischt und erneut fiir 30 min bei 30°C inkubiert.

Nach der Inkubation wurden die Zellen vorsichtig aufgeschiittelt und 1 ml TE-
Puffer/Lithiumacetat/PEG-Losung zugesetzt. Auch diese wurde frisch vor jeder Transfor-
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mation aus den entsprechenden Vorratslosungen hergestellt (1 ml 10 x TE-Puffer sowie
I ml 10 x Lithiumacetat-Losung wurden mit einer 50%igen PEG-4000-Aktivkohle-
wasser-Losung auf 10 ml aufgefiillt). Wichtig ist hierbei, daf3 vor der Zugabe der PEG-
Losung kein Zellpellet mehr vorhanden ist, da sich dieses nach der Zugabe von PEG nicht
mehr resuspendieren 1af3t.

Die Zellsuspension wurde durch Umschiitteln vorsichtig aber griindlich mit der PEG-
Losung vermischt und die Ansitze fiir 30 min bei 30°C inkubiert. Anschliefend wurden
die Losungen und fir 45 min bei 42°C inkubiert. Nach dem Hitzeschock wurden die
Zellen sehr kurz pelletiert (maximal 10 s), der Uberstand entfernt und die Zellen vor-
sichtig in 1 ml 1 x TE-Puffer gewaschen, erneut zentrifugiert und in 1 ml autoklaviertem
YPD resuspendiert. Die Suspension wurde zu 9 ml YPD gegeben und die Zellen fiir 3 h
bei 30°C gerollt. Dann wurden die Kulturen zentrifugiert (Hettich Rotanta/RPC,
4000 rpm, 20°C), in 300 ul 1 x TE-Puffer resuspendiert und jeweils 150 pl auf einer
Selektivplatte plattiert. Die Anzucht erfolgte normalerweise 2 -3 Tage bei 30°C.

Lésungen

Aktivkohle-behandeltes Wasser: fiir die Herstellung von mit Aktivkohle gereinigtem
Wasser wurden 5 g Aktivkohle pro Liter Aqua dest. zugegeben und tiber Nacht
gerlhrt. Anschlieend wurde das Wasser zunachst durch einen Papierfilter
filtriert, sterilfiltriert und in bereits vorautoklavierten Flaschen (um
Losungsmittelreste zu entfernen) autoklaviert.

Lachssperma-DNA: zur Praparation von carrier-DNA wurde DNA Sodium Salt form Salmon
Testes (Sigma, Deisenhofen) in TE-Puffer mit einer Konzentration von 5 mg - ml™
gelost (Uber Nacht). Die Losung wurde sonifiziert (Branson Sonifier 250, Schall-
abgabe 40 W, Pulsabgabe 30%, 20 s, etwa 20 Impulse) und je einmal mit Phenol,
Phenol/Chloroform und Chloroform extrahiert. Nach der sich anschlieBenden
Ethanolféllung wurde die DNA in TE-Puffer aufgenommen (5 mg - ml="), 20 min
im Wasserbad gekocht und sofort bei —20°C eingefroren. Die DNA sollte zur
Sicherheit in regelmaBigen Abstanden denaturiert werden.

TE-Puffer (10 x): Tris-HCl 100 mM; EDTA 10 mM, pH 7,5, in Aktivkohlewasser.

Lithiumacetat (10 x) : LiAcetat 1 M in Aktivkohlewasser, pH 7,5.

PEG-L6sung: 50% PEG 4000 (w/v) in Aktivkohlewasser, pH 7,5.

Protokoll fiir die Transformation von Saccharomyces cerevisiae mit Plasmiden

Die Vorbereitung der Zellen erfolgt wie beschrieben (siehe Seite 47). Da die Transfor-
mation der Zellen mit Plasmid-DNA wesentlich effizienter ist, kann die Inkubation der
Zellen mit den Plasmiden und der Lachsspermien-DNA auf 10 min verkiirzt werden. Der
anschlieflende Inkubationsschritt mit der TE-Puffer/Lithiumacetat/PEG-Losung sollte
beibehalten werden. Allerdings kann der Hitzeschock bei 42°C auf 15 min verkiirzt
werden. Eine anschlieffende Kur der Zellen in Vollmedium kann entfallen; die Zellen
konnen direkt mit TE-Puffer gewaschen und auf Selektivmedium plattiert werden.
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Lésungen

Siehe Seite 48.
Anlage von Gefrierkulturen

Die Anlage von Gefrierkulturen erfolgte entweder durch Zusatz von DMSO oder Gly-
cerin. Fir die Anlage von DMSO-Kulturen wurden 1,86 ml einer iiber Nacht angezo-
genen Kultur (Kulturvolumen 5 ml) wurden mit 140 ul DMSO versetzt, griindlich ge-
mischt und bei —80°C eingefroren.

Fir die Anlage von Glycerin-Kulturen wurden autoklaviertes Glycerin 1:2 mit einer
tiber Nacht angezogenen Kultur (Kulturvolumen 5 ml) vermischt, griindlich gemischt
und bei -80°C eingezogen.

Prédparation chromosomaler DNA aus Saccharomyces cerevisiae
(nach Philippsen et al., 1991)

Zur Isolierung chromosomaler DNA aus Saccharomyces cerevisiae wurden Zellen einer
5 ml Ubernachtkultur des entsprechenden Stammes sedimentiert (Hettich Rotanta/RPC,
2min 12000 rpm, 20°C) und die Zellen mit 1 ml Wasser gewaschen. Nach erneuter
Zentrifugation wurden die Zellen in 0,5 ml SCE-Puffer, der 50 mM DTT enthielt, resus-
pendiert. Durch die Zugabe von DTT werden Disulfidbriicken aufgeschlossen, wodurch
eine Spheroblastierung erleichtert wird (PaILIPPSEN et al.,1991).

Zu den Zellen wurden 0,1 mg Zymolyase zugegeben. Fiir die Spheroblastierung
wurden die Ansitze fiir etwa 1,5h bei 30°C inkubiert. Zur Kontrolle der Sphero-
blastierung wurde auf einem Objekttrager 5 pl Suspension mit 5 ul SDS 10% (w/v) ver-
mischt und unter dem Mikroskop betrachtet. Bei Abschluf8 der Spheroblastierung diirfen
nur noch sehr wenig intakte Zellen (< 10 %) zu erkennen sein (PHILIPPSEN et al.,1991).

Anschlieflend wurden die Spheroblasten abzentrifugiert (Hettich-Tischzentrifuge,
6000 rpm fiir 1 min bei Raumtemperatur) und der Uberstand verworfen. Das Pellet
wurde in 500 ul Zellysis-Puffer (Tris-HCI, 50 mM; EDTA, 50 mM; 1% SDS; pH 8,0) resus-
pendiert und fiir 30-60 min bei 60°C inkubiert (PHILIPPSEN ef al., 1991). Durch das SDS
werden Proteinkomponenten sowie die Phospholipide der Membran gelost, so dafi es zu
einer Auflosung der Spheroblasten kommt (LOTTSPEICH & ZORBAS,1998).

Zur Entfernung eines Grofiteils der Proteinkomponenten wurden 170 pl einer
Kaliumacetat-Losung (5 M) zugesetzt. Durch die Zugabe einer Kaliumacetat-Losung
erfolgt eine Metathese-Reaktion, bei welcher Kaliumdodecylsulfat gebildet wird. Dies ist
in Wasser schwer 16slich und bildet zusammen mit den denaturierten Proteinen einen
unloslichen Niederschlag (LoTTsPEICH & ZORBAS, 1998), welcher durch eine an-
schlieBende Zentrifugation sedimentiert werden kann (Hettich MikroRapid/K,
30 miniitige Zentrifugation bei 12000 rpm und 4°C). Der Uberstand, welcher chromoso-
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male DNA, Plasmid-DNA und auch RNA enthilt, kann weiter verarbeitet werden
(PHILIPPSEN et al.,1991).

Zur weiteren Verarbeitung reichte in vielen Fillen eine Féillung der DNA mit Ethanol
oder Isopropanol mit anschliefendem mehrmaligem Waschen aus. Im Gegensatz zur
Féllung kleinerer DNA-Fragmente oder Plasmide ist die Zugabe von Natrium- oder
Ammoniumacetat nicht unbedingt erforderlich, da bereits die Zugabe von zwei bis drei
Volumina eiskaltem Ethanol (96 %) zur Féllung der chromosomalen DNA ausreicht. Der
Ansatz wurde mindestens 30 min auf Eis inkubiert (LOTTSPEICH & ZORBAS,1998).

Die DNA wurde schliefflich durch Zentrifugation sedimentiert (Hettich
MikroRapid/K, 15 min bei 12000 rpm und 4 °C). Nach Entfernen des Uberstandes wurde
das Pellet mit 70 % Ethanol gewaschen, da sich viele Salze in 70 % Ethanol 16sen, was auf
die gefillte DNA niherungsweise nicht zutrifft. Das Nukleinsaurepellet wurde 15 min bei
37°C getrocknet. Die DNA darf nicht zu lange getrocknet werden, da sie ansonsten nur
sehr schwer wieder zu 16sen ist (LOTTSPEICH & ZORBAS,1998).

Die DNA wurde normalerweise in 250 pl TE-Puffer (pH 8,0) geldst. Das Volumen darf
hierbei zum Losen der DNA nicht zu klein gewéhlt werden, da gerade bei chromosomaler
DNA oftmals Klumpen ungeloster DNA in der Losung erhalten bleiben. Es hat sich eben-
falls gezeigt, dafd sich das Pellet wesentlich effizienter 16ste, wenn die Probe nach Zugabe
des TE-Puffers fir 10 min bei 60°C inkubiert wurde. Anschlieflend wurde sie kurz ge-
schiittelt und erneut fiir 10 min bei 60 °C inkubiert.

Nach dem Losen der Nukleinsduren erfolgt die Zugabe von etwa 20 pg RNAse A. Die
Proben wurden dann entweder 1-2 h bei 37°C oder iiber Nacht bei 4 °C inkubiert. Durch
den Zusatz von RNAse soll die vorhandene RNA degradiert werden. Durch eine zweite
Fillung konnen dann bei Bedarf die RNAse sowie RNA-Bruchstiicke entfernt werden
(PHILIPPSEN ef al., 1991). Um mit der DNA eine PCR durchzufiihren, ist eine zweite
Fillung aber nicht unbedingt notwendig, da es zu keiner merklichen Beeintrichtigung
durch die Ribonukleotide und die RNAse kommt.

Lésungen

Zymolyase-Stockl6sung: Yeast Lytic Enzyme wurde mit einer Endkonzentration von
5mg - ml™" in Wasser geldst und bei —20°C gelagert.

SCE-Puffer: Sorbitol 1,2 M, NaCl 40 mM, tri-Natriumcitrat 50 mM, EDTA (pH 5,6) 60 mM.

Zellysispuffer: Tris-HCI (pH 8,0) 50 mM, EDTA (pH 8,0) 50 mM, SDS 1 %.

TE-Puffer: siehe Seite 40.

RNAse A: Fiir die Herstellung einer RNAse-Losung wurde das Protein mit einer End-
konzentration von 5 mg - ml™" in Wasser gel6st.. Sofern die RNAse nicht DNAse
frei ist, kdnnen Verunreinigungen durch Kochen der Lésung fiir 15 min im
Wasserbad und anschlieBendem abschrecken inaktiviert werden. Die Lésung
wurde bei —20°C gelagert.
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Chromosomale Integration des KanKanMX4-Moduls
in Wildtyp und mphl-Deletionsmutante

Umklonierung des KanKanMX4-Moduls in den Integrationsvektor YIplac211

Fir die Umklonierung des KanKanMX4-Moduls in den Integrationsvektor YIplac211
wurden sowohl der Integrationsvektor als auch der Vektor pRS316-KanKanMX4 (siehe
Seite 71) mit EcoRI und Sall geschnitten. Das geschnittene Plasmid sowie das
KanKanMX4-Modul wurden mit Hilfe von Agarosegelelektrophorese aufgetrennt und die
entsprechenden Banden aus dem Gel mit Hilfe des Nucleotrap-Kits (siehe Seite 42) auf-
gereinigt.

Fir die Ligation wurde etwa die fiinffache molare Menge des KanMX4-Moduls mit
einem Teil Vektor gemischt und ligiert und mit dem Ligationsansatz chemisch kompe-
tente DH5a-Zellen transformiert (siehe Seite 44). Transformanten mit dem Plasmid
YIplac211-KanKanMX4 konnten mit Hilfe von Kolonie-PCR (siehe Seite 45) identifiziert
werden. Ein geeigneter Klon wurde iiber Nacht in 50 ml dyt angezogen und die Plasmid-
DNA mit Hilfe von JETStar™-Saulen aufgereinigt (siehe Seite 47).

Rund 1 ug des Integrationsplasmids wurde mit EcoRV linearisiert und dieser Ansatz
direkt fiir die Transformation von Saccharomyces cerevisiae eingesetzt (siehe Seite 47). Das
Integrationsplasmid wird iiber homologe Rekombination in das defekte ura3-52-Gen
integriert. Es entsteht hierbei eine Duplikation mit einem funktionsfihigen URA3-Gen,
dem zu integrierenden Abschnitt und einem funktionsunfihigen ura3-Allel. Die Selektion
von Integranten kann daher iiber SD™""*-Medium erfolgen.

Zusitzlich kann auch die Integration des KanKanMX-Moduls auf Medium mit G418
tiberpriift werden. Da das KanKanMX4-Modul etwa mit einer Rate von 1 - 10™* revertiert,
sollten auf einer YPD-Platte mit G418 bei rund 1 - 10° plattierten Zellen etwa 100 Einzel-
kolonien entstehen. Es hat sich gezeigt, dal spontan immer wieder Mutanten entstehen,
welche mit einer deutlich hoheren Frequenz revertieren. Diese konnten durch die Selek-
tion auf G418 aussortiert werden.

PCR-Amplifikation von recG aus E. coli

Fir die Klonierung von recG aus E. coli sollte das Gen zunidchst mit Hilfe von PCR
amplifiziert werden (siehe ergdnzend auch Seite 111). Problematisch ist die Lange des mit
rund 2,1 kb relativ langen zu amplifizierenden Gens. Es besteht die Gefahr, daf3 durch die
Tag-Polymerase, welche keine 3’-5’-Exonukleaseaktivitdt besitzt, Mutationen eingefiihrt
werden. Andererseits war eine Amplifikation mit Polymerasen mit einer 3’-5’-Exo-
nukleaseaktivitit nur in sehr geringen Ausbeuten moglich. Aus diesem Grund wurde fiir
die Amplifikation, ausgehend von chromosomaler DNA von DH5a, ein Gemisch aus Tag-
(1 pl pro Ansatz) und Vent-Polymerase (0,1 pl pro Ansatz) gewéhlt. Als Puffer wurde Tag-
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DNA-Polymerasepuffer gewihlt. Auf diese Weise konnten mit einem Standard-PCR-
Ansatz und einem Standard-PCR-Programm gute Ausbeuten des zu klonierenden Gens
erhalten werden.

Klonierung des amplifizierten recG-Gens

Klonierung iiber die mittels der Primer eingefiihrten Schnittstellen

Um die Klonierung in den Zielvektor zu vereinfachen, wurden die Primer fiir die PCR-
Amplifikation dergestalt definiert, dafy passende Schnittstellen (BamHI und Xhol) fiir die
Klonierung in den Zielvektor an den Enden des Gens eingefithrt wurden. Es wurden
hinter den Schnittstellen jeweils 6 Basen eingefithrt, um zu vermeiden, dafl die
Restriktionsendonukleasen aufgrund zu kurzer Enden das PCR-Produkt nicht schneiden
konnen.

Fiir die Klonierung wurde das PCR-Produkt mit BamHI und Xhol gespalten und an-
schlieflend mittels Agarosegelelektrophorese aufgereinigt, um insbesondere unspezifische
Produkte zu entfernen. Im weiteren Verlauf zeigte sich, daf} sich das PCR-Produkt nicht
in den Zielvektor ligieren lief. Da sich das geschnittene PCR-Produkt auch nicht zu
Multimeren aufligieren lief3, liegt die Vermutung nahe, daf3 das PCR-Produkt - trotz der
Uberhinge nach den Schnittstellen — durch die Restriktionsenzyme nicht geschnitten
wurde.

Erzeugung stumpfer Enden mit Hilfe von T4-DNA-Polymerase

und anschliefSfende Klonierung

Als Alternative wurde versucht, dafl PCR-Produkt iiber stumpfe Enden in einen Vektor zu
klonieren. Problematisch ist hierbei, daff Polymerasen ohne eine proof-reading-Funktion
wie die Taq-Polymerase oftmals mehr oder weniger unspezifisch am Ende eine zusitz-
liche Base einfiigen, so daf8 sich die Fragmente nicht einfach in einen Vektor mit stumpfen
Enden ligieren lassen (MULHARDT, 1999). Diese Problematik kann man umgehen, indem
mit Hilfe von T4-DNA-Polymerase, welche eine 3'—>5' Exonukleaseaktivitit besitzt, die
tiberhdngenden Enden entfernt werden.

Um zu vermeiden, daf§ durch die Exonukleaseaktivitit zu viele Basen entfernt werden,
wurde das PCR-Produkt mit T4-DNA-Polymerase sowie Desoxyribonukleotiden inku-
biert, so daf} entstehende 5’-Uberhinge durch die Polymerasefunktion wieder aufgefiillt
werden koénnen. Die Reaktion wurde fiir 20 min bei 10°C durchgefiihrt und das Enzym
durch einen Hitzeschritt (20 min bei 70 °C) inaktiviert.

Da bei einer Klonierung iiber stumpfe Enden die Gefahr grofer ist, dafd unspezifische
Fragmente in den Zielvektor kloniert werden, wurde das PCR-Produkt mit den stumpfen
Enden tiber Agarosegelelektrophorese aufgetrennt und aufgereinigt (siehe Seiten 41 & 42).

Der Zielvektor pBluescript SK II (=) wurde mit Smal geschnitten, und das PCR-Pro-
dukt hineinligiert. Mit 10 ul des Ligationsansatzes wurden DH5a-Zellen mittels Hitze-
schock (siehe Seite 44) transformiert.
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Die Platten fiir die Anzucht wurden mit einem Gemisch aus 50 pl X-Gal und 50 pl
IPTG bestrichen und anschlieflend die Transformationsansitze plattiert. Da der Ziel-
vektor pBluescript SK II (-) eine Blau-Weif3-Selektion zulief3, konnte zwischen Vektoren
mit insert und Religanten unterschieden werden. Von mehreren weiflen Kolonien wurde
Plasmid-DNA prépariert und die Anwesenheit des recG-Gens mittels einer Restriktions-
spaltung tiberpriift.

Lésungen

X-Gal: 4% (w/w) X-Gal, geldst in Dimethylformamid (DMF).
IPTG: 1 M, gel6st in Wasser.

Umbklonierung des recG-Gens in den Hefe-Expressionsvektor pYGET

Interessanter Weise lief} sich das recG-Gen iiber die mittels der Primer eingefithrten
Schnittstellen, welche sich im PCR-Produkt nicht schneiden lieflen, nach der Ligation in
den Vektor pBluescript SK II () problemlos herausschneiden. Die Erkennungssequenz
fir die Restriktionsenzyme waren demnach vorhanden und intakt.

Der Zielvektor pYGET konnte somit ebenfalls mit BamHI und Xhol geschnitten und
das recG-Gen hineinliegiert werden. Mit dem Ligationsansatz wurden chemisch kompe-
tente DH5a-Zellen transformiert. Von mehreren Transformanten wurde Plasmid-DNA
prapariert und die Anwesenheit des recG-Gens mit Hilfe von Restriktionsspaltungen
nachgewiesen. Vektoren mit recG-Gen konnten anschlief}end fiir die Transformation von
Saccharomyces cerevisiae eingesetzt werden (siehe Seite 48).

Elektronenmikroskopie

Tragernetze (Grids)

Es wurden Grids der Typen G300 und G400 aus Nickel mit quadratischen Fenstern (Fa.
Plano, W. Plannet GmbH, Wetzlar) verwendet. Alle Grids wurden zunéchst, wie im folgen-
den beschrieben, mit Formvarfolie befilmt.

Herstellung von Kunststoffolie (modifiziert nach Mahl & Moldner, 1973)

Es wurde eine Losung von 0,5% (w/v) Formvar (Polyvinylformaldehyd) in wasserfreiem
Chloroform hergestellt. Die Losung wurde durch ein Papierfilter in einen Tropftrichter
gegeben. Ein entfetteter und staubfreier Glasobjekttrager wurde in den Tropftrichter ge-
stellt, wobei die Fiillhohe im Tropftrichter etwa so gewdhlt wurde, dafl der Objekttriger
zu ca. 2/3 mit Formvarlésung bedeckt war. Die Formvarlosung wurde dann abgelassen,
der Objekttrager aus dem Tropftrichter entnommen und etwa 1 min zum Trocknen in ein
staubfreies Becherglas gestellt, welches wihrend der Trocknungszeit abgedeckt wurde.
Durch diese Prozedur verbleibt nach dem Verdunsten des Chloroforms ein diinner Film
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aus Formvar auf dem Objekttriger haften. Die Dicke des Films kann durch die Ablauf-
geschwindigkeit der Formvarlosung gesteuert werden.

Um den Film abzulésen wurde ein Becherglas (21) bis zum Rand mit destilliertem
Wasser gefiillt und die Oberfliche des Wassers mit einem Filterpapier von schwim-
menden Schmutzpartikeln befreit. Der Objekttrager wurde ohne vorheriges Anritzen der
Kanten senkrecht in das Wasser abgetaucht, wobei sich der Formvarfilm von dem Objekt-
trager loste und auf der Wasseroberfliche schwamm. Schwimmende Formvarfilme
wurden dann moglichst dicht mit Nickelgrids belegt, wobei die Arbeitsseite der Grids
nach unten, zur Folie hin, orientiert war. Vollstindig belegte Folien wurden mit einem
Stiick Parafilm-Deckpapier bedeckt, von der Wasseroberfliche abgenommen und mit den
Grids nach oben zeigend zum trocknen auf ein Filterpapier gelegt. Anschlieflend wurden
die Grids in einer Petrischale staubfrei verwahrt.

Anzucht und Einbettung der Zellen

Anzucht und Vorbereitung

Fir die Einbettung wurden 5 ml einer iiber Nacht angezogenen Kultur abzentrifugiert
(Hettich Rotanta/RPC, 4000 rpm, 20°C), mit 1 x PBS gewaschen und anschlief}end in
1 ml PBS resuspendiert. Der Losung wurden zum Zwecke der Fixierung 0,5% (v/v)
Glutaraldehyd sowie 0,5% Formaldehyd (10%ige Stammlosung hergestellt aus Para-
formaldehyd) zugesetzt und 90 min auf Eis inkubiert. Anschlieflend wurden die Proben
dreimal mit eiskaltem PBS-Puffer gewaschen und in 150 pl PBS-Puffer aufgenommen.
Den Proben wurden etwa 150 pl 1,5%iger Agar (in PBS) mit einer Temperatur von rund
50°C zugesetzt, zligig gemischt und auf Eis abgekiihlt. Nach dem abkiihlen wurde das
Agar-Klotzchen in etwa 1 mm grof3e Blocke zerschnitten.

Lésungen

PBS: NaCl 140 mM, KCI 2,7 mM, Na,HPO, 10 mM, KH,PO4 1,8 mM, pH 7,4.

Tieftemperatur-Einbettung von Zellsuspensionen in Lowicryl-K4M-Harz (nach Hoppert,

2003)

Fir die Einbettung wurde den Agarwiirfeln zunichst durch Behandlung mit Methanol
das Wasser entzogen und dann das Methanol gegen fliissiges Harz ausgetauscht.

Zu diesem Zweck wurden die Agarblocke in ein Schraubdeckelglas iiberfiihrt.
Anschlieflend erfolgte eine Inkubation mit je 1ml der in Tabelle 2 aufgefithrten
Losungen, wobei nach jedem Schritt die Losung so quantitativ wie moglich abgenommen
und durch die folgende ersetzt wurde.

Tabelle 2: Inkubationsschritte und Temperaturangaben fiir den sukzessiven Austausch des
Wassers in den einzubettenden Agarblocken gegen Methanol bzw. anschlieBend gegen

Lowicryl-K4M-Harz. Die Temperaturen sind moglichst tief gewdhlt, ohne dal3 die Proben ein-
frieren. Die Temperatur sollte bei dem Wechsel der Ldsungen méglichst nicht ansteigen.
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Schritt Losung Inkubationszeit [min] Temperatur [°C]
1 15% (w/v) Methanol in Aqua dest. 15 0
2 30% Methanol 30 0
3 50 % Methanol 30 -20
4 70 % Methanol 30 -35
5 95 % Methanol 30 -35
6 100 % Methanol 30 -35
7 100 % Methanol 30 -35
8 50 % Methanol/50 % Lowicryl-K4M-Harz 60 -35
9 33 % Methanol/66 % Lowicryl-K4M-Harz 120 -35
10 100 % Harz 1 -35
11 | 100% Harz Uber Nacht -35

Zur Vereinfachung der Prozedur wurde von Schritt 7 zu 8 das Methanol nicht entfernt,
sondern zusitzlich 1 ml 100% Lowicryl-K4M-Harz zugesetzt. Von Schritt 8 zu Schritt 9
wurde dann erneut in die Mischung 1 ml des 100 %igen Harzes zugesetzt. Es ist bei allen
Schritten wichtig, daf$ die Temperatur beim Wechseln der Losungen nicht ansteigt.

Die Agarblockchen wurden dann in mit frischem Harz gefiillte Gelatinekapseln
(BEEM-Kapseln, Plano, W. Plannet GmbH, Wetzlar) tiberfiithrt. Die Polymerisation er-
folgte zunéchst 24 h bei —35°C und dann 24 h bei Raumtemperatur (UV-Lichtschrank
RTP 010, Balzers Union, Liechtenstein), jeweils unter UV-Licht (366 nm). Die Inkuba-
tionen bei —35°C wurden in einer Tiefkiihltruhe mit Kiihlfalle (TPP 010, Balzers Union,
Liechtenstein) durchgefiihrt.

Trimmen der Proben

Fertig auspolymerisierte Harzblocke wurden in einer Diamantfriase (TM 60, Reichert,
Wien, Osterreich) angespitzt. Es wurde eine Pyramide geformt, deren Spitze waagerecht
zur Lingsachse des Harzblocks so abgeflacht wurde, daf$ eine quadratische Fliche von
etwa 1 mm?® entstand. Die im Harzblock eingebettete Probe wurde dabei teilweise frei-
gelegt, so daf} sie in dieser Flache zum Vorschein kam.

Herstellung von Glasmessern

Fiir die Herstellung von Glasmessern wurden von 25 mm breiten und 6,5 mm dicken
Tafelglasstreifen (LKB, Broma, Schweden) Quadrate mit Hilfe eines Messerbrechers
(Knifemaker II, LKB, Broma, Schweden) abgebrochen. Aus diesen Glasquadraten konnten
im Idealfall durch diagonales Anritzen (45°-Winkel) und Brechen zwei Messer gewonnen
werden, deren Schnittfliche einen realen Winkel von 55° bei einem Gegenstiick von ca.
0,5 mm besafen.

Verwendbare Glasmesser wurden mit einem Kunststofftrog (Plano, W. Plannet GmbH,
Wetzlar) versehen. Dieser wurde mit fliissigem Dentalwachs an die Messer geklebt und
abgedichtet. Auf diese Weise fertiggestellte Glasmesser wurden bis zu ihrer Benutzung
staubfrei verwahrt.
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Herstellung von Ultradiinnschnitten

Nach Einspannen eines Glasmessers und einer getrimmten Probe in das Ultramikrotom
(FC 4, Reichert-Jung, Osterreich) wurden Schnittfliche und Messerkante parallel zuein-
ander ausgerichtet. Der Trog des Messers wurde mit filtriertem Aqua bidest. aufgefiillt. An
der Messerkante ergab sich dabei eine konkave Oberfliche. Es wurden dann zunachst
einige Semidiinnschnitte angefertigt. Sobald diese regelmaf3ig auf die Wasseroberfldche
abflottierten, wurde die Schnittdicke auf 70 nm eingestellt. Die entstehenden Ultra-
diinnschnitte wurden anhand ihrer Interferenzfarbe beurteilt. Schnitte mit grauer
Farbung wurden mit einer Wimper auf der Wasseroberfliche zusammengetrieben und
mit einem mit Formvar beschichteten Nickelgrid von der Wasseroberfliche so abge-
nommen, dafl die Schnitte auf der beschichteten Seite des Grids lagen. Uberschiissiges
Wasser wurde mit Filterpapier vom Grid abgesaugt. Grids mit Schnitten, an denen
Immun-Gold-Markierungen durchgefiihrt werden sollten, wurden bis dahin mit den
Schnitten nach unten weisend auf PBS schwimmend aufbewahrt. Sonstige Grids wurden
sofort kontrastiert.

Lésungen

PBS: siehe Seite 54.

Immunelektronenmikroskopie

Immun-Gold-Markierungen an Ultradiinnschnitten

Fiir die Immun-Gold-Markierung wurden jeweils spezifisch gegen das zu untersuchende
Protein gerichtete Primérantikérper an den Schnitt gebunden. An diese wurden im
néachsten Schritt Sekundarantikérper gebunden, welche gegen den F.-Teil des Primir-
antikorpers gerichtet waren. Der Sekundérantikérper war mit kolloidalen Goldpartikeln
gekoppelt. Diese konnen im elektronenmikroskopischen Bild als elektronendichte Punkte
erkannt werden.

Fir die Markierung (nach Hoppert, 2003) wurden Ultradiinnschnitte von in
Lowicryl-K4M eingebetteten Zellen hergestellt. Diese wurden mit formvarbeschichteten
Nickelgrids aufgenommen und bis zur Verwendung auf PBS-Tropfen flottierend aufbe-
wahrt (max. 2 h). Die Fliissigkeit wurde mit Filterpapier moglichst komplett abgesaugt
und die Grids anschlieflend fiir 3 h auf Tropfen einer Verdiinnungsreihe des primaren
Antikorpers gelegt. Die Verdiinnung des primdren Antikorpers erfolgte in PBS. Um Aus-
trocknung zu vermeiden, erfolgte die Inkubation in einer Petrischale mit einem feuchten
Tuch.

Die Grids wurden zweimal fiir je 10 s mit PBS-Tween 20 mit einer Spritzflasche ge-
waschen, indem der Fliissigkeitsstrahl auf die Diinnschnitte gerichtet wurde (»jetwash«).
Der Flussigkeitsstrahl sollte hierbei nicht von der Riickseite auf die Proben treffen, da
ansonsten die Gefahr besteht, daf} die Diinnschnitte abgelost werden.
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Die Grids wurden zweimal hintereinander fiir je 5 min auf Tropfen mit PBS-Tween
und anschlieflend fiir 5 min auf Tropfen mit PBS gelegt. Die Fliissigkeit wurde mit Filter-
papier moglichst komplett abgesaugt und die Grids anschlieffend fiir 1 h auf 40 pl grofle
Tropfen von goldgekoppeltem Sekundérantikorper gelegt (verdiinnt 1:60 in PBS). An-
schlieflend wurden die Proben erneut mit PBS-Tween gewaschen.

Die Grids wurden zweimal hintereinander fiir je 5 min auf Tropfen mit PBS-Tween,
anschlieflend fiir 5 min auf Tropfen mit PBS und dann fiir 5 min auf Tropfen mit Aqua
bidest. gelegt. Danach wurde die Flissigkeit mit Filterpapier moglichst komplett abge-
saugt. Die derart behandelten Proben wurden abschlieflend mit Uranylacetat und
Reynolds-Bleicitrat kontrastiert.

Lésungen

PBS: siehe Seite 54.
PBS-Tween: PBS mit 0,05 % Tween-20.

Kontrastierung mit Bleicitrat und Uranylacetat

Fir Diinnschnitte ganzer Hefezellen hat sich gezeigt, dafy eine Kontrastierung mit Blei-
citrat nach REynoLDs (REyNOLDS, 1963) und Uranylacetat die besten Ergebnisse lieferte.

Zur Herstellung von Bleicitrat-Kontrastierlosung nach ReynoLps wurden 1,33 g Blei-
citrat und 1,76 g Natriumcitrat in 30 ml Wasser 30 min geschiittelt. Anschlieflend wurden
8 ml NaOH-Losung (1 M) und 12 ml Wasser zugesetzt. Die Losung ist haltbarer als eine
reine Bleicitratlosung, da die hohe Citrat-Ionenkonzentration zu einer Stabilisierung
tithrt. Trotzdem muf3 sie nach 2-3 Tagen erneuert werden, da schwerlosliches Blei-
carbonat auszufallen beginnt.

Fiir die Kontrastierung wurden die Nickelgrids fiir 3 min auf einen Tropfen Urany-
lacetat-Losung (4 %) gelegt, welche zuvor zentrifugiert worden war (Hettich Tischzentri-
fuge, 5 min), um Kristalle aus der Losung zu entfernen. Da Uranylacetat lichtempfindlich
ist, muf$ die Vorratslosung in Braunglasflaschen aufbewahrt werden. Anschlieflend er-
folgte die Kontrastierung mit Bleicitrat-Losung nach REyNoLDs.

Problematisch bei der Kontrastierung mit Bleicitrat ist das leicht in der Losung aus-
fallende Bleicarbonat, welches als Prizipitat den Schnitt bedecken und damit fir die
elektronenmikroskopische Analyse unbrauchbar machen kann. Um diesen Effekt zu ver-
meiden wurden die Grids in einer CO,-freien Atmosphire inkubiert. Zu diesem Zweck
wurden in einer Petrischale einige NaOH-Pldtzchen mit etwas Wasser versetzt. Die Grids
wurden in dieser Petrischale auf Tropfen der frisch angefertigten Bleicitrat-Losung gelegt
und fiir 3 min inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Schnitte griindlich mit Wasser
gewaschen, welchem durch Abkochen das CO, ausgetrieben wurde. Die Proben wurden
auf Filterpapier getrocknet und anschliefSend elektronenmikroskopisch untersucht.
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Fluoreszenzmikroskopie

Anzucht und Priparation der Zellen

Anzucht und Vorbereitung

Der zu untersuchende Stamm wurde tiber Nacht angezogen. Zu dieser Kultur wurde
Formaldehydlésung mit einer Endkonzentration von 4% gegeben (0,66 Volumen einer
10 %igen Losung). Die Probe wurde 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Anschliefend
wurden die Zellen abzentrifugiert (Hettich Rotanta/RPC, 4000 rpm, 20°C), in 1 x PBS mit
4% Formaldehyd resuspendiert und bei Raumtemperatur fiir 1 h inkubiert.

Nach der Fixierung wurden die Zellen erneut zentrifugiert, zweimal mit 5 ml PBS ge-
waschen und in 1 ml IFF-A resuspendiert. Zur Entfernung der Zellwand wurden 10 pl
B-Mercaptoethanol, 110 ul Glusulase sowie 35 ul Zymolyase (5 mg- ml™") zugesetzt und
die Kultur fiir 30 min bei 37°C unter gelegentlichem Schiitteln inkubiert.

Anschliefend wurden die Spheroblasten abzentrifugiert (Hettich micro rapid/k,
1500 rpm, 2 min), in 1 ml IFF-A vorsichtig resuspendiert, erneut zentrifugiert und in
250-500 ul IFF-A aufgenommen. Die Zellen konnen in diesem Zustand fiir mehrere Tage
im Kiihlschrank gelagert werden.

Lésungen

[IF-A: 40 mM Kaliumphosphatpuffer, pH 6,5, 0,5 mM MgCl,, 1,2 M Sorbitol.

[IF-B: 200 mM Tris-HCl, pH 9,0, 20 mM EDTA (pH 8,0), T M NaCl; direkt vor Gebrauch
Zugabe von 60 pl B-Mercaptoethanol/10 ml.

IFF-C: Phosphat/Citrat-Puffer, pH 5,8 (22,32 g KH,PO, und 9,41 g tri-Natriumcitrat pro Liter
Wasser); 1:2 mischen mit 2 M NaCl.

IFF-D: 180 g Sorbitol in 250 ml Phosphat/Citrat-Puffer pH 5,8 (22,32 g KH,PO, und 9,41 g
tri-Natriumcitrat pro Liter Wasser) |6sen.

IFF-E: 10 mg KH,PO, in 90 ml Wasser [6sen, mit 0,1 N KOH auf pH 7,4 einstellen und auf
100 ml auffiillen. Dann Zusatz von 850 mg NaCl, 100 mg BSA und 100 mg NaNs.

Immobilisierung der Spheroblasten auf multiwell slides

Fir die Immobilisierung der Spheroblasten wurden 10 ul Polylysin-Losung in die Ver-
tiefungen der Objekttrager gegeben und nach 10 min wieder abpipettiert. AnschliefSend
wurde die Restfliissigkeit luftgetrocknet. Die Vertiefungen werden dreimal mit 10 ul
Wasser gewaschen und anschlieflend erneut an der Luft getrocknet.

In die Vertiefungen wurden etwa 10 ul der vorbereiteten Zellsuspension pipettiert und
nach 10 s wieder entfernt. Durch Verdunsten wurde die Restfliissigkeit entfernt. Anschlie-
end wurde kontrolliert, ob geniigend Spheroblasten in der Vertiefung lagen und ob sie
eine ovale Form aufwiesen. Runde Spheroblasten deuten auf eine ungeniigende Fixierung
oder auf einen zu grofen mechanischen Stref§ hin.
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Anschlieflend wurden die Objekttrager 6 min in kaltem Methanol und dann fiir 30 s
in kaltem Aceton (beides —-20°C) gebadet und an der Luft getrocknet. Danach erfolgte der
Zusatz von 10 pl des anti-Sendai-Antikorper aus Maus in den Verdiinnungen 1:2, 1:10
und 1:100. Die Verdiinnung des Antiserums erfolgte in IFF-E. Die Inkubation erfolgte fiir
1 h in einer Petrischale mit einem angefeuchteten Tuch, um die Austrocknung zu ver-
meiden. Nach der Inkubation wurde das Serum entfernt und die Vertiefungen zehnmal
mit IFF-E gewaschen (bei den letzten drei Waschschritten wurden die Tropfen erst nach
etwa 10 s wieder entfernt).

Direkt anschlieflend wurden 10 pl anti-Maus-Antikorper aus Ziege, konjugiert mit
Fluorescin (Verdiinnung: 1:1000), in die Vertiefungen gegeben und fiir 1 h inkubiert. Die
Inkubation erfolgte zur Vermeidung von photobleaching bei Dunkelheit.

Nach dieser Inkubation wurden die Vertiefungen (bei verringerter Lichteinstrahlung)
erneut mit 10 ul IFF-E zehnmal gewaschen. In die Vertiefungen wurden 10 pl DAPI-
Losung gegeben und die Proben fiir 1 min inkubiert. Die Losung wurde entfernt, 12 pl
ProLong Antifade (Molecular Probes) zugesetzt und das Deckglas aufgelegt. Direkt an-
schlieflend wurden die Proben unter dem Fluoreszenzmikroskop untersucht.

Laflt man das ProLong Antifade eintrocknen, konnen die Objekttrager nach
Herstellerangaben problemlos iiber lingere Zeitraume bei —20°C gelagert werden.

Lésungen

IFF-A—IFF-E: siehe Seite 58.
DAPI: 1 ug - mI~" DAPI in Wasser.
Polylysin-Losung: 1 mg - ml~" Polylysin in Wasser.
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Experimente zur Induzierten Mutagenese

Die Mutationsfrequenz laf3t sich in mphl-Deletionsmutanten
durch die Behandlung mit Mutagenen steigern

mphl-Deletionsmutanten zeigen eine deutlich erhohte Mutationsrate im CANI-
Vorwirtsmutationssystem. Dieser Mutatorphdnotyp ist abhidngig von der Anwesenheit
der Transldsionspolymerase { (SCHELLER et al., 2000). Eine einfache Hypothese zur Er-
klarung dieses Befundes ist die Annahme, dafl durch Mphl Lasionen der DNA fehlerfrei
prozessiert werden, die in Abwesenheit von Mphl zumindest teilweise fehlerbehaftet
durch die Transldsionssynthese iiberlesen werden und auf diese Weise zu dem beobach-
teten Mutatorphanotyp fiithren.

Gemaif dieser Hypothese sollte man erwarten, dafl es in mphl-Deletionsmutanten zu

einer Erhhung der Mutationsfrequenzen kommt, wenn in der DNA Lisionen durch eine
Behandlung mit Mutagenen induziert werden.
Um dies zu untersuchen, wurde die Mutationsfrequenz unterschiedlicher Stimme nach
Behandlung mit einem Mutagen mit Hilfe des Canavanin-Vorwirtsmutationssystems
bestimmt. Die Zellen wurden mit Hilfe des Pheromons a-mating factor in der G,-Phase
des Zellzyklus arretiert. Nach Aufheben des Arrests wurden die Zellen in Medium mit
unterschiedlichen, subletalen Dosen des Mutagens 4-Nitrochinolin-1-oxid resuspendiert.
4-Nitrochinolin-1-oxid wird durch den Zellmetabolismus aktiviert und mit den
Nukleobasen kovalent verkniipft, so dafl replikationsarretierende Addukte entstehen
(TURrESKY, 1994). Um zu gewihrleisten, daf3 die Zellen eine vollstindige S-Phase in An-
wesenheit des Mutagens durchlaufen, wurden die Zellen fiir die Dauer eines Zellzyklus
inkubiert. Anschliefend wurden die Kulturen gewaschen und auf SD™%- und SD™®
+Canavanin-Platten zur Bestimmung des Lebendtiters sowie der Mutationsfrequenz
durch Plattierung die Lebendzellzahl und die Zahl der canavaninresistenten Zellen be-
stimmt. Die Berechnung der Mutationsfrequenzen erfolgte wie beschrieben (siehe
Seite 37).

Aus Abb. 3 lafit sich entnehmen, dafl im Wildtyp durch die Behandlung mit 4-NQO
die Mutationsfrequenz leicht erhoht werden kann. Diese Erhohung kann durch die
zusitzliche Deletion von REV 3 verringert werden. Offenbar wird also im Wildtyp ein Teil
der auftretenden, durch 4-NQO hervorgerufenen Lisionen von Pol ( iiberlesen, wobei
vermehrt Mutationen entstehen.
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Abb. 3: Beeinflussung der Mutationsfrequenz durch Behandlung der Stdmme CEN.PK 2-1C,
CEN.PK 2-1C mph1, CEN.PK 2-1C rev3 und CEN.PK 2-1C rev3 mph1 mit 4-Nitrochinolin-1-oxid.
Die Stamme wurden bei Erreichen einer Zelldichte von 1- 107 Zellen - mI~' mit a-mating factor
in der Gi-Phase des Zellzyklus arretiert. AnschlieBend wurden die Zellen in Medium mit den
angegebenen Konzentrationen 4-Nitrochinolin-1-oxid resuspendiert und fiir die Dauer eines
Zellzyklus bei 30°C inkubiert. Die Zellen wurden gewaschen und Verdinnungen auf
SD-*9-Selektivmedium zur Bestimmung der Lebendzellzahl sowie auf Medium mit Canavanin
zur Bestimmung der Mutationsfrequenz plattiert. Gezeigt sind Datensatze aus drei bis sechs
Experimenten. Fir die mph7-Mutante wurden die Datenpunkte aller sechs Experimente
gezeigt. Bei allen anderen Stammen entsprechen die Fehlerbalken der Standardabweichung.

In der mphl-Deletionsmutante ist die Erhohung der Mutationsfrequenz erheblich starker
als im Wildtyp. Hier fithrt die Behandlung der Zellen mit 4-NQO zu deutlich mehr
Mutationsereignissen. Ahnlich wie bereits fiir die Mutationsrate beobachtet ist diese
Erh6hung der Mutationsfrequenz abhéngig von Pol (. Die Mutationsfrequenzen der mphl
rev3-Doppelmutante unterscheiden sich nur sehr geringfiigig von den Mutationsfre-
quenzen der rev3-Einzelmutante.

Diese Befunde unterstiitzen die Hypothese, dafs Mph1 an der Prozessierung von DNA-
Lasionen beteiligt ist, die in Abwesenheit von Mphl zumindest zu einem nicht unerheb-
lichen Teil durch die Transldsionspolymerase { prozessiert werden. Es ist also zu ver-
muten, daf es sich um kleinere DNA-Lisionen handelt, welche vermutlich eher zu einem
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Arrest der replikativen Polymerasen fiithren, da Sekundarstrukturen, DNA-Protein-Kom-
plexe etc. aller Wahrscheinlichkeit nach nicht durch die Transldsionssynthese prozessiert
werden.

Da die Mutationsrate in mphl-Deletionsmutanten auch unter Normalbedingungen
(also ohne exogene Chemikalienzugabe) erhoht ist (SCHELLER et al., 2000), mufy Mphl
offenbar an der Prozessierung von Lasionen beteiligt sein, welche auch wihrend des
normalen Zellmetabolismus entstehen. Hierbei handelt es sich vor allem um Basenver-
dnderungen, welche durch reaktive Sauerstoffspezies oder spontane Hydrolyse entstehen,
oder um abasische Stellen, welche (insbesondere durch die spontane Hydrolyse an
Purinen) mit hoher Rate auftreten (LINDAHL & WoOOD, 1999; BERNSTEIN & BERNSTEIN,
1991). Diese einzelnen Formen werden z.T. auch ineinander umgewandelt. So werden
verdnderte Basen wie zu U desaminiertes C normalerweise durch die Basenexcisions-
reparatur repariert. Hierbei wird die veranderte Base unter Verwendung einer speziellen
Glycosylase aus der DNA unter Verbleib einer abasischen Stelle (AP-Stellen) heraus-
geschnitten. Diese AP-Stellen werden dann durch Endonukleasen geschnitten und
konnen beseitigt werden (LINDAHL & WooOD, 1999; MARNETT & PLASTARAS, 2001). Aber
auch Methylierungen insbesondere an Position N’ der Purine konnen zur Bildung von
AP-Stellen fithren. Es ist aus diesen Griinden anzunehmen, dafy AP-Stellen eine der
hauptsdchlichen Schadensarten in Zellen reprasentieren.

In diesem Zusammenhang ist der Befund interessant, daf} sich in einer apnl mphi-
Doppelmutante, in welcher zusétzlich zu Mphl das Gen fiir eine der Endonukleasen zur
Prozessierung von AP-Stellen deletiert wurde, eine im Vergleich zu den Einzelmutanten
synergistische Erhohung der Mutationsrate zeigen 14f3t (SCHURER et al., in Vorbereitung).
Dieser Effekt wird durch die Deletion eines Gens fiir eine weitere Endonuklease, APN2,
noch verstarkt, wobei die Erhohung der Mutationsraten auch hier wieder von Pol { ab-
héngt. Hieraus laf3t sich die Hypothese ableiten, dafy Mphl an der fehlerfreien Prozes-
sierung u.a. von AP-Stellen beteiligt ist.

Untersuchungen zur Stabilitit repetitiver Sequenzen
in mphl-Deletionsmutanten

Arretierte Replikationsgabeln fithren in E. coli zur Instabilitét
von direkten Sequenzduplikationen

Tandemartig angeordnete Sequenzwiederholungen finden sich in den Genomen sehr
vieler Organismen. Die Lange derartiger Sequenzwiederholungen ist sehr unterschiedlich
und reicht von wenigen Nukleotiden bis hin zu mehreren hundert Basenpaaren. Derar-
tige Sequenzwiederholungen sind anfillig fiir Verdnderungen wie Deletionen oder Er-
héhung der Kopienzahl, wobei eine solche Anderung innerhalb eines Gens oder auch in
der Nihe von Genen zu Anderungen der Expression, zur Verinderung des Genproduktes
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oder zum Ausfall von Genen fithren kann (AsHLEY & WARREN, 1995). Ein gutes Beispiel
ist die myotonische Dystrophie. Bei dieser Erkrankung kommt es zu einer Verlingerung
von polyCTG-Sequenzen in der 3’ untranslatierten Region des DMPK-Gens (ASHLEY &
WARREN, 1995). Zum besseren Verstindnis von Erkrankungen, welche mit einer Instabili-
tit von repetitiven Sequenzen einhergehen, wurden die Mechanismen, welche fiir der-
artige Veranderungen zustandig sein konnten, intensiv untersucht.

Eine Vielzahl genetischer Untersuchungen in E. coli deutet darauf hin, daf} eine Reihe
unterschiedlicher Prozesse an der Instabilitdt repetitiver Sequenzen beteiligt ist. Hierbei
beruht der groflere Teil aller Deletionsereignisse auf einem Mechanismus, welcher ab-
hingig von RecA ist, so daf} eine Beteiligung homologer Rekombination angenommen
wird. Allerdings ist ein signifikanter Anteil unabhingig von der An- bzw. Abwesenheit
von RecA (LoverT et al., 1993).

Die Untersuchung einer grofleren Zahl von Mutanten, in welchen Proteine des
Replikationsapparates verandert oder inaktiviert wurden, deutet darauf hin, dafl die
Replikation sowohl bei den RecA-abhingigen als auch bei den RecA-unabhingigen
Mechanismen eine Rolle spielt (LoverT et al., 1993; SAVESON & LOVETT, 1997; BIERNE et
al., 19974). So konnte u.a. in holD-Deletionsmutanten eine verstiarkte Deletion von Se-
quenzduplikationen nachgewiesen werden. holD codiert fiir die y-Untereinheit des
Pol III-Holoenzyms in E. coli. Es wird angenommen, daf3 es eine strukturelle Komponente
des clamp loader (y-Komplex) ist und dafl in holD-Deletionsmutanten der y-Komplex
destabilisiert wird, wodurch vermehrt Replikationsgabeln arretieren (FLORES et al., 2001).
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Abb. 4: Modell zur Erklarung der Instabilitat von Sequenzduplikationen aufgrund rekombina-
tiver Reinitiation arretierter Replikationsgabeln (vgl. auch Abb. 1). Die urspriinglichen Ab-
schnitte gleicher Sequenz sind in rot und griin dargestellt, die nach dem Arrest auftretenden
replizierten Bereiche in magenta und blaugrtin. Erfolgt der Arrest des leading strand im ersten
repeat, so kann es nach erfolgtem polymerase strand switching, Auflosung der Holliday junction
durch Resolvasen sowie der Bildung eines 3-Uberhanges durch RecBCD zu einer RecA-
vermittelten Stranginvasion kommen. Erfolgt diese Invasion versehentlich im hinteren repeat,
so wird der vordere deletiert.

Die Instabilitit der repetitiven Sequenzen beruht hierbei vermutlich darauf, daf3 die
Holliday junctions nach dem polymerase strand switching aufgelost werden. Das auf diese
Weise entstehende doppelstringige Ende kann durch RecBC degradiert und der 3'-
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Einzelstrangiiberhang RecA-vermittelt in das Chromosom eingefiihrt werden, um eine
Reinitiation der Replikation zu ermoglichen. Hierbei ist es moglich, daff das doppel-
strangige Ende versehentlich entweder im repeat vor oder auch nach dem Abschnitt, in
welchem der Arrest erfolgt ist, eingefithrt wird, so dafl es sowohl zu einer Insertion einer
zusitzlichen Kopie als auch zu einer Deletion einer Kopie kommen kann (FLores et al.,
2001). Die Deletion einer Duplikation durch diesen Mechanismus ist schematisch in Abb.
4 dargestellt.

Entwicklung eines Systems zur Untersuchung der Stabilitit
von Sequenzduplikationen in Saccharomyces cerevisiae

Fir die Untersuchung zur Stabilitit von Sequenzduplikationen in Saccharomyces
cerevisiae wurde ein dhnliches, plasmidbasiertes System entwickelt, wie es in LoverT ef al.
tir E. coli beschrieben wurde (LoverT et al., 1993). Im Plasmid pFA6a-KanMX4 (siehe
Abb. 5) befindet sich ein Kanamycin-Resistenzgen aus E. coli mit Promotor- und Termi-
natorsequenzen aus Ashbya gossypii (WacH et al., 1994). Dieses Kanamycin-Gen ver-
mittelt in Saccharomyces cerevisiae eine Resistenz gegen G418.

- 734

Notl - 6
— Nsil - 1000

— Nsil
— Notl - 1557

]

pFA6a-KanMX4
3941 bp

Abb. 5: Schematische Darstellung des Plasmids pFA-KanMX4 (Wach et al., 1994), welches fiir
als Grundlage fiir die Konstruktion des KanKanMX4-Moduls verwendet wurde. Die Nsil-Schnitt-
stellen, welche die Sequenzduplikation von 266 Basenpaaren ermdglichten, sind einge-
zeichnet; ebenso die Notl-Schnittstellen fiir die Umklonierung in das shuttle-Plasmid pRS316.
Flr weitere Details siehe Text sowie Seite 33.

An den Positionen 275 und 541 nach dem Start-Codon des Kanamycin-Gens befindet
sich jeweils eine NsiI-Schnittstelle. Fiir die Kreation der Duplikation wurde das Plasmid
mit Nsil geschnitten und das Fragment mit einer Lange von 266 Basenpaaren aufge-
reinigt. Das Plasmid pFA6a-KanMX4 wurde durch einen Partialverdau mit Nsil lineari-
siert und das gereinigte 266 Basenpaarfragment hineinligiert. Auf diese Weise wurde das
266 Basenpaar lange Nsil-Fragment direkt dupliziert. Durch die Duplikation ist das
Leseraster hinter der zweiten Nsil-Schnittstelle verschoben und endet an Position 588 in
einem Stop-Codon. Zellen mit diesem Plasmid sind nicht mehr gegen G418 resistent. Erst
durch spontane Deletionsereignisse wird die Sequenz des urspriinglichen Gens wieder
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hergestellt (sieche Abb. 7), so dafl das KanKanMX4-Konstrukt fiir die Bestimmung der
Reversionsraten und Reversionsfrequenzen genutzt werden kann.

Aufgrund der Duplikation wurde das Plasmid mit pFA6a-KanKanMX4 bezeichnet.
Fir die Untersuchungen in Hefe wurde das KanKanMX4-Modul schliellich mit NotI
vollstindig aus dem Plasmid herausgetrennt und in das shuttle-Plasmid pRS316
(S1korskI & HIETER, 1989) ligiert. Bei diesem Plasmid handelt es sich um ein Centromer-
Plasmid, so dafi es in der Regel als nur eine Kopie pro haploidem Genom vorliegt.

= =] a7
i & Egf =
2 g $2E 2
KanMX4-Modul mit CEN6/ARSHA
pRS316-KanKanMX4 Sequenzwiederholung

6704 bp

Abb. 6: Schematische Darstellung des Plasmids pRS316-KanKanMX4, welches fiir die Be-
stimmung der spontanen Reversionsraten sowie der Reversionsfrequenzen eingesetzt wurde.
Die Nsil-Schnittstellen, welche im MX4-Modul die Sequenzduplikation von 266 Basenpaaren
flankieren, sind eingezeichnet; ebenso die Notl-Schnittstellen, mit welchem das Konstrukt in
den Vektor kloniert wurde. Die offenen Leserahmen sind zwischen den Einzelstrangen ein-
gezeichnet. Der Leserahmen des Kan-Gens bricht direkt nach dem Beginn der Sequenz-
wiederholung ab. Fuir weitere Details siehe Text sowie Seite 33.

Mit dem resultierenden Plasmid pRS316-KanKanMX4 wurden sowohl die
Reversionsraten als auch die Reversionsfrequenzen bestimmt.

Abb. 7: Wachstum des Stammes CEN.PK 2-1C/pRS316-KanKanMX4 auf SD™Y%@ (links) sowie auf
Medium mit G418 (200 ug - ml"; rechte Seite). Nach der Plattierung gleicher Aliquots des
Stammes auf beiden Platten zeigt sich auf Vollmedium ein Zellrasen, wahrend auf der Platte
mit G418 distinkte Kolonien zu erkennen sind. Diese gehen vermutlich auf spontane
Reversionsereignisse des KanKanMX4-Moduls zu einem funktionellen kan"-Gen wahrend der
Anzucht der Zellen zuriick.
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Bestimmung von Reversionsrate und Reversionsfrequenzen
des KanKanMX4-Fragmentes in mphl-Deletionsmutanten

Die Reversionsrate des KanKanMX4-Moduls ist in mph1-Deletionsmutanten erniedrigt

Es wurden bereits Evidenzen fiir eine Beteiligung des Mph1-Proteins an der fehlerfreien
Umgehung von DNA-Lasionen gezeigt (siche auch Abb. 3). Eine mogliche Funktion des
Proteins wire eine Beteiligung an einem der beschriebenen Wege zur Reinitiation
arretierter Replikationsgabeln. Nimmt man hierbei an, dafl das Protein an einem Zweig
der Reinitiation beteiligt ist, in dessen Verlauf es auch vermehrt zu Rekombinations-
ereignissen kommen kann, dann sollten diese in mphl-Deletionsmutanten weniger auf-
treten. Bei einer Beteiligung des Mphl-Proteins z.B. an der Bildung von Holliday
junctions sollte man im Falle einer mphl-Deletionsmutante annehmen, daf3 hier weniger
Holliday junctions entstehen und aus diesem Grund auch die Wahrscheinlichkeit der Auf-
l6sung durch Resolvasen verringert ist. Es sollten in diesem Fall in mphl-Deletions-
mutanten weniger Doppelstrangbriiche auftreten.

Um diese Hypothese zu iiberpriifen, wurde die Stabilitit von Sequenzduplikationen
untersucht. Die Bestimmung der Reversionsrate des KanKanMX4-Moduls wurde analog
zur Bestimmung der Mutationsrate nach der Medianmethode durchgefithrt (LEa &
CouLsoN, 1948). Die Zellen wurden in Selektivmedium angezogen und auf Vollmediums-
platten mit G418 plattiert. Die Bestimmung des Lebendtiters erfolgte auf Vollmedi-
umsplatten. Die Ergebnisse sind in Tabelle 3 dargestellt.

Tabelle 3: Spontane Reversionsraten der Stamme CEN.PK 2-1C und CEN.PK 2-1C mph1, er-
mittelt mit dem KanKanMX4-Konstrukt gemaf der Medianmethode (Lea und Coulson, 1948).

Spontane Reversionsrate ~ Faktor
CEN.PK 2-1C 1,2-10*+0,1-10* 1
CEN.PK 2-1C mphl 6,5-10°+0,6-107 0,5

In mphl-Deletionsmutante ist ein Verminderung der spontanen Reversionsrate zu
beobachten. Problematisch ist bei diesem Experiment, dafl der Unterschied zwar signifi-
kant, aber nicht sehr grof8 ist. Andererseits wurde in einem vergleichbaren Versuchs-
system in E. coli-Mutanten, in welchen die Reinitiation arretierter Replikationsgabeln
gestort ist, ein dhnlich starker Riickgang beobachtet (MicHEL, personliche Kommu-
nikation).

Prinzipiell unterstiitzt diese beobachtete Verringerung der Reversionsrate die Hypo-
these, daf3 Mphl an einem Weg der Reinitiation arretierter Replikationsgabeln beteiligt
ist, durch welchen vermehrt Rekombinationsereignisse stattfinden. Bei Ausfall von Mphl
kann dieser Weg nicht mehr genutzt werden und es werden andere Wege wie die Trans-
lasionssynthese fiir die Reinitiation herangezogen, so daf8 in mphI-Deletionsmutanten die
Mutationsrate erhoht und die Reversionsrate erniedrigt ist.
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Die Reversionsfrequenz nach Behandlung mit 4-NQO

ist in mph1-Deletionsmutanten deutlich erniedrigt

Durch ARNAUDEAU et al. konnte gezeigt werden, daf} in Hamsterzellen durch Zugabe von
Mutagenen, welche mit der Replikation interferieren, die Reversionsfrequenz einer Dupli-
kation stark erhoht wurde (ARNAUDEAU et al., 2001). Man sollte annehmen, dafl auch in
Saccharomyces cerevisiae durch die Behandlung der Zellen mit Mutagenen, welche
replikationsarretierende Lasionen hervorrufen, vermehrt Replikationsarreste auftreten.
Resultieren diese verstirkt in Holliday junctions, dann sollten vermehrt doppelstriangige
DNA-Enden entstehen. In diesem Fall sollte im vorliegenden Versuchssystem ein dosis-
abhingiger Anstieg der Reversionsfrequenz mit erhohter Mutagenkonzentration be-
obachtet werden konnen. Sofern Mphl an einem Prozefy zur Reinitiation arretierter
Replikationsgabeln beteiligt ist, sollten in mphI-Deletionsmutanten hingegen weniger
doppelstrangige DNA-Enden auftreten. Dies sollte zu deutlich verringerten Reversions-
frequenzen nach Chemikalienbehandlung fithren, sofern Mphl vor bzw. an der Ein-
fadelung des 3’-Endes beteiligt ist (vergleiche Abb. 4).

Um die Reversionsfrequenzen von Wildtyp und mphl-Deletionsmutante zu unter-
suchen, wurden die Kulturen mit Hilfe von «a-mating factor in G, des Zellzyklus arretiert.
Nach dem Ende des Arrestes wurden die Kulturen unter Zusatz unterschiedlicher, nied-
riger Mengen 4-Nitrochinolin-1-oxid fiir 90 min in Selektivmedium inkubiert. Die Muta-
genkonzentrationen wurden derart gewéhlt, dafy zwischen 80 und 90% der Zellen nach
90 min Knospen ausbilden. Anschlielend wurden die Zellen gewaschen und auf Voll-
medium zur Bestimmung des Lebendetiters sowie auf Medium mit G418 zur Bestimmung
der Reversionsereignisse plattiert. Die Berechnung der Reversionsfrequenzen erfolgte wie
beschrieben (siehe Seite 38). Die Reversionsfrequenzen in Abhangigkeit von der Mutagen-
konzentration sind die Abb. 8 dargestellt.

Wie in Hamsterzellen (ARNAUDEAU et al., 2001) fithrt die Behandlung mit einem
Mutagen auch in Saccharomyces cerevisiae zu einer Erhohung der Reversionsfrequenz.
Fiir den Wildtyp zeigt sich eine eindeutige Korrelation zwischen der Reversionsfrequenz
und der 4-NQO-Konzentration. Warum die Frequenz bei der hochsten 4-NQO-
Konzentration im Falle des Wildtyps bei nahezu allen Experimenten erniedrigt ist, ist
nicht eindeutig geklért. Eine mogliche Erklarung wire ein zusitzlicher Prozef wie z.B. die
Auslosung eines checkpoints, welche erst ab einer bestimmten Schadensdichte erfolgt.
Durch den checkpoint wiirden dann andere Wege zur Reinitiation oder auch Reparatur
genutzt, welche nicht zu Reversionsereignissen fithren.

Dies ist im Falle der mphl-Deletionsmutante anders. Hier zeigt sich nur eine sehr
moderate Erhohung der Reversionsfrequenz und dies auch nur bei hoheren Chemikalien-
konzentrationen. Wie bereits bei der spontanen Reversionsrate (sieche Seite 66) sind deut-
lich weniger Reversionsereignisse zu verzeichnen.

Dieses Ergebnis steht im Einklang mit der Hypothese, daf Mphl an einem rekom-
binativen Prozef3 zur Reinitiation arretierter Replikationsgabeln beteiligt ist. In Abwesen-
heit von Mphl kann dieser Weg nur noch partiell genutzt werden, so daf3 weniger doppel-

67



ERGEBNISSE

strangige DNA-Enden und somit weniger Reversionsereignisse entstehen. Statt dessen
wird mindestens ein Teil der Reinitiationen durch die Transldsionssynthese ermoglicht.

14
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L —&— Wildtyp
10 £ —O— mphl
8l T T
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Reversionsfrequenz [x 107
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Abb. 8: Beeinflussung der Reversionsfrequenz des KanKanMX4-Moduls in den Stammen
CEN.PK 2-1C und CEN.PK 2-1C mph1 nach Behandlung mit 4-Nitrochinolin-1-oxid. Die Zellen
wurden bei Erreichen einer Zelldichte von 1-107 Zellen-ml~" mit a-mating factor in der G-
Phase des Zellzyklus arretiert. AnschlieBend wurden die Zellen in Medium resuspendiert,
welches die angegebenen Konzentrationen 4-Nitrochinolin-1-oxid enthielt und fir die Dauer
eines Zellzyklus bei 30°C inkubiert. Die Zellen wurden gewaschen und Verdiinnungen auf Voll-
medium zur Bestimmung der Lebendzellzahl sowie auf Medium mit G418 zur Bestimmung der
Reversionsfrequenz plattiert. Gezeigt sind die Mittelwerte von drei bis sechs Datensétzen.

Die Reversionsfrequenz nach Behandlung mit Camptothecin
ist in mph1-Deletionsmutanten nur leicht erniedrigt

Es wurde bereits darauf hingewiesen, dafl zumindest ein Teil der durch Mphl prozes-
sierten Lésionen dergestalt sein muf3, daf$ sie durch die Transldsionssynthese tiberlesen
werden konnen. Zu dieser Annahme paf3t, dafl die Behandlung der Zellen mit 4-NQO in
mphl-Mutanten einen im Vergleich zum Wildtyp deutlichen Effekt beziiglich der Rever-
sions- bzw. Mutationsfrequenzen zeigt. Mutagene, welche zu Schéden fiithren, die nicht
mit Hilfe der Translasionssynthese prozessiert werden, sollten dann jedoch zu einem
deutlich weniger ausgeprégten Effekt fithren.
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Um diese Hypothese zu untersuchen, wurden die Reversionsfrequenzen nach Behand-
lung der Zellen mit Camptothecin bestimmt. Camptothecin ist ein Molekiil, welches
DNA-Topoisomerasen I hemmt (PoMMIER et al., 1998).

Die durch DNA-Topoisomerase I katalysierte Reaktion 14df3t sich in mehrere Schritte
unterteilen. Zunéchst bindet ein Monomer an die DNA und es kommt zu einer partiellen
Entwindung des Doppelstranges. Im einzelstrangigen Bereich findet eine Transesterifi-
kation statt, bei welcher die Hydroxylgruppe eines Tyrosins kovalent mit einem 3’-Phos-
phat reagiert. Es entsteht hierbei ein freier 5’-Hydroxylterminus der DNA. Die den nick
flankierenden Enden konnen nun rotieren und auf diese Weise eine Entspannung der
DNA erreichen. Anschlieflend wird das 5-Hydroxylende wieder mit dem 3’-Phos-
phatende verkniipft, so dafd die kovalente Bindung zum Enzym aufgelost und der nick in
der DNA geschlossen wird (WANG, 2002).

Camptothecin stabilisiert den Zustand, in welchem die Topoisomerase kovalent mit
der DNA verkniipft ist, so dafy die Religation nicht stattfinden kann (WaNG, 2002). In
Saccharomyces cerevisiae mufl dieser Komplex degradiert werden, wobei an Degradation
mehrere Proteasen beteiligt sind. Der Abbau des Tyrosyl-DNA-Phosphodiesters hierbei
durch das TdpI-Protein (Tyrosyl-DNA phosphodiesterase-1) erfolgt (DEBETHUNE et al.,
2002), wobei voriibergehend Einzelstrangbriiche in der DNA verbleiben.

Erreicht eine Replikationsgabel einen DNA-Topoisomerasekomplex, so sind unter-
schiedliche Intermedidrstrukturen der Replikation denkbar. Durch in-vivo-Experimente
konnte gezeigt werden, daf3 es im Falle eines Komplexes auf der leading strand Matrize zu
einem glatten Doppelstrangbruch kommt. Es entsteht vermutlich ein sogenanntes run-
off-Produkt, bei welchem gegeniiber der letzten Base noch ein Nukleotid inkorporiert
wird (STRUMBERG et al., 2000).

Prinzipiell kann dieses doppelstringige DNA-Ende ebenfalls von den Enzymen der
Doppelstrangbruch-Reparatur prozessiert und das entstehende 3’-Ende unter Ausbildung
eines D-loops in das vollstaindige Schwesterchromatid eingefithrt werden (Cox et al.,
2000). In diesem Fall sind allerdings alle Schritte zur Bildung einer Holliday junction
(sieche Abb. 2) formal nicht notwenig. Nimmt man an, dafl Mph1 an einem Prozef} vor der
Prozessierung doppelstrangiger DNA-Enden beteiligt ist, dann sollte die Reversions-
frequenz durch die Behandlung mit Camptothecin, welches auch Einzelstrangbriiche
hervorruft, in mphI-Mutanten deutlich weniger als im Falle von 4-Nitrochinolin-1-oxid
erniedrigt werden.

Anders ist dies bei einem Komplex auf der Matrize des lagging strand. Hier konnten
keine doppelstringigen DNA-Enden nachgewiesen werden. Eine mogliche Deutung ist,
daf} die kovalenten Topoisomerase-DNA-Komplexe eine Barriere fiir die replikativen
Helikasen sind und auf diese Weise auch die Replikation des lagging strand zum Erliegen
bringen (STRUMBERG et al., 2000).

Camptothecin fithrt also offenbar sowohl zu kollabierten Replikationsgabeln, sofern
sich der Komplex auf der Matrize des leading strand befindet, als auch zu Polymerase-
arresten der den lagging strand bildenden Polymerasen. Nach Behandlung der Zellen mit
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Camptothecin sollten also in mphl-Mutanten im Vergleich zu 4-NQO, welches sowohl
auf dem leading als auch auf dem lagging strand die Polymerasen zu inhibieren vermag,
eine geringere Erhohung der Reversionsfrequenz zu beobachten sein, sofern Mphl an
einen enzymatischen Prozef3 vor der Bildung des doppelstringigen DNA-Endes beteiligt
ist.

Die Durchfithrung der Experimente sowie der Auswertung erfolgte analog zur Be-
handlung mit 4-NQO (siehe Seite 67). Die Daten sind in Abb. 9 dargestellt.

—o— Wildtyp
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Abb. 9: Beeinflussung der Reversionsfrequenz des KanKanMX4-Moduls in den Stdmmen
CEN.PK 2-1C und CEN.PK 2-1C mph1 nach Behandlung mit Camptothecin. Die Zellen wurden
bei Erreichen einer Zelldichte von 1-107 Zellen-ml~" mit a-mating factor in der Gi-Phase des
Zellzyklus arretiert. AnschlieBend wurden die Zellen in Medium resuspendiert, welches die an-
gegebenen Konzentrationen Camptothecin enthielt und fiir die Dauer eines Zellzyklus bei
30°C inkubiert. Die Zellen wurden gewaschen und Verdiinnungen auf Vollmedium zur Be-
stimmung der Lebendzellzahl sowie auf Medium mit G418 zur Bestimmung der Reversions-
frequenz plattiert. Gezeigt sind die Mittelwerte dreier Datensatze.

Wie bereits im Fall von 4-Nitrochinolin-1-oxid fithrt auch die Behandlung der Zellen mit
Camptothecin zu einer kriftigen Erhohung der Reversionsfrequenzen im Falle des Wild-
typs. Daf3 bei 50 und 100 pg keine weitere Erhohung zu beobachten ist, mag daran liegen,
daf} Camptothecin in Wasser nur begrenzt 16slich ist und dementsprechend bei diesen
Konzentrationen eine Sittigung vorlag (www.chemfinder.com).

Im Falle der mphl-Deletionsmutante zeigt sich ebenfalls eine deutliche Erhéhung,
wobei diese aber geringer als die des Wildtyps ist. Dieses Ergebnis unterstiitzt in erster
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Néherung die Eingangs aufgestellte Hypothese, dafy Mphl vor der Generierung doppel-
strangiger DNA-Enden agiert und dementsprechend nicks, welche wihrend der Replika-
tion in doppelstrangige DNA-Enden tiberfithrt werden, einen deutlich geringeren Einfluf}
auf die Reversionsfrequenz der mphl-Mutante haben als DNA-Lasionen, welche die repli-
kativen Polymerasen blockieren.

Die Reversionsfrequenz eines chromosomal integriertem KanKanMX4-Moduls
ist nach Behandlung mit 4-NQO in mph1-Deletionsmutanten deutlich erniedrigt

Obwohl es sich bei dem Plasmid pRS316-KanKanMX4 um ein Centromer-Plasmid
handelt, kann nicht ausgeschlossen werden, dafi es in einer Kultur einen Anteil von Zellen
gibt, welche zwei oder mehr Kopien das Plasmids enthalten und in welchen es zu einer
Deletion einer Duplikation aufgrund von Rekombinationsereignissen kommt, welche
nicht durch einen Arrest der Replikation induziert wurden. Um diese Moglichkeit auszu-
schlieffen, wurde das KanKanMX4-Modul mit Notl aus dem Plasmid pFA6a-
KanKanMX4 herausgeschnitten und in das mit Notl linearisierte Integrationsplasmid
YIplac211 ligiert. Das Integrationsplasmid wurde mit EcoRV linearisiert und Wildtyp und
mphl-Deletionsmutante mit dem linearen Konstrukt transformiert. Die Integration des
Plasmids erfolgt im wura3-52-Gen und Transformanten mit integriertem Konstrukt

Ura_Medium selektiert werden.

koénnen auf SD~

Die Durchfithrung der Experimente erfolgte wie beschrieben (siehe Seite 67). Die
Reversionsfrequenzen von Wildtyp und mphI-Deletionsmutante sind in Abb. 10 gezeigt.

Wie bereits bei den plasmidbasierten Experimenten zeigt sich, dafl sich die
Reversionsfrequenz im Wildtyp in Abhangigkeit von der Mutagenkonzentration steigern
la3t. Die Reversionsfrequenz in der mphl-Deletionsmutante 1df3t sich hingegen wie zuvor
kaum steigern. Interessanterweise sind die Frequenzen bei der chromosomalen
Integration etwa vierfach geringer als in den plasmidbasierten Experimenten. Dieser
Effekt wurde auch in E. coli beobachtet (LoverT et al., 1993). Hier wurde die Hypothese
aufgestellt, dal diese Diskrepanz durch die hohere Kopienzahl des vom Plasmid pBR322
abgeleiteten Systems zuriickzufiihren ist.

Ein Einfluf§ der Kopienzahl erscheint in Anbetracht der Verwendung eines Centro-
mer-Plasmids als eher unwahrscheinlich, wobei die Diskrepanzen auch nicht so grof3 sind
wie im E. coli-System. Allerdings kann angenommen werden, dafy die Replikation von
Plasmiden z.B. aufgrund der Grofe durchaus anders ist als die Replikation der Chromo-
somen. In der Arbeit von LoveTrT et al. wurde postuliert, dal auch bestimmte Sequenz-
kontexte eine Anderung der Reversionsfrequenzen zur Folge haben (LovetT ef al., 1993).
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Abb. 10: Beeinflussung der Reversionsfrequenz durch Behandlung der Stamme CEN.PK 2-1C
und CEN.PK 2-1C mph1, bei welchen das KanKanMX4-Modul chromosomal integriert wurde,
mit 4-Nitrochinolin-1-oxid. Die Zellen wurden bei Erreichen einer Zelldichte von
1:107 Zellen-mI™" mit a-mating factor in der Gi-Phase des Zellzyklus arretiert. AnschlieBend
wurden die Zellen in Medium resuspendiert, welches die angegebenen Konzentrationen 4-
Nitrochinolin-1-oxid enthielt und fiir die Dauer eines Zellzyklus bei 30°C inkubiert. Die Zellen
wurden gewaschen und Verdiinnungen auf Vollmedium zur Bestimmung der Lebendzellzahl
sowie auf Medium mit G418 zur Bestimmung der Reversionsfrequenz plattiert. Gezeigt sind
die Mittelwerte aus drei Datensatzen.

Die Reversionsfrequenz eines chromosomal integriertem KanKanMX4-Moduls

ist nach Behandlung mit Camptothecin in mphl-Deletionsmutanten nur leicht erniedrigt

Um zu untersuchen, ob die Unterschiede zwischen der Behandlung mit 4-Nitrochinolin-
1-oxid und Camptothecin auch fiir die chromosomale Integration zu beobachten sind,
wurden die Experimente ebenfalls mit Camptothecin durchgefiihrt. Hierbei ergaben sich
die in Abb. 11 gezeigten Ergebnisse.

Auch hier zeigt sich die gleiche Tendenz wie bei den plasmidbasierten Experimenten.
Der Wildtyp zeigt eine kriftige Erhohung der Reversionsfrequenz, wahrend die mphl-
Deletionsmutante eine deutliche, aber weniger stark ausgeprigte Erhohung erkennen laf3t.

Auch bei diesen Experimenten liegen die Reversionsfrequenzen (vermutlich aus den
gleichen Griinden wie bei 4-NQO) unter den Reversionsfrequenzen des plasmidbasierten
Systems.
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Obwohl die chromosomale Integration des KanKanMX4-Konstruktes etwas niedri-
gere Reversionsfrequenzen liefert, sind die Aussagen des plasmidbasierten Systems so
ahnlich, daf} im Folgenden aufgrund der einfacheren experimentellen Handhabbarkeit
das plasmidbasierte System verwandt wurde.

Reversionsfrequenz [x 107°]
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Abb. 11: Beeinflussung der Reversionsfrequenz durch Behandlung der Stamme CEN.PK 2-1C
und CEN.PK 2-1C mph1, bei welchen das KanKanMX4-Modul chromosomal integriert wurde,
mit Camptothecin. Die Zellen wurden bei Erreichen einer Zelldichte von 1-107 Zellen-ml" mit
o-mating factor in der Gi-Phase des Zellzyklus arretiert. AnschlieBend wurden die Zellen in
Medium resuspendiert, welches die angegebenen Konzentrationen Camptothecin enthielt
und fiir die Dauer eines Zellzyklus bei 30°C inkubiert. Die Zellen wurden gewaschen und Ver-
diinnungen auf Vollmedium zur Bestimmung der Lebendzellzahl sowie auf Medium mit G418
zur Bestimmung der Reversionsfrequenz plattiert. Gezeigt sind die Mittelwerte aus drei Daten-
satzen.

Untersuchungen zur Beteiligung der homologen Rekombination
an den Reversionsereignissen in Saccharomyces cerevisiae

In E. coli ist das RecA-Protein eines der Schliisselproteine fiir die homologe Rekombina-
tion. In recA™-Stimmen sind rekombinante Zellen nach bakterieller Konjugation nicht
mehr nachweisbar (KowaLczykowsk1 et al., 1994).

Fiir das plasmidbasierte System zur Bestimmung der Stabilitidt von Sequenzwieder-
holungen in E. coli (siehe Seite 64) wurde gezeigt, daf ein grofier Anteil aller Ereignisse
von RecA abhingt. Allerdings wurde ebenfalls nachgewiesen, daf3 ein signifikanter Anteil
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an Revertanten auch bei Abwesenheit von RecA gebildet wird. Erklart wurde dieses
Phianomen durch die Annahme, daf3 diese Reversionsereignisse auf primer template
slippage zuriickzuftihren sind (LoveTT et al, 1993).

Um diesen Sachverhalt in Saccharomyces cerevisiae zu untersuchen, wurde die spon-
tane Reversionsrate in einer rad52-Deletionsmutante bestimmt. Rad52 gilt in Saccharo-
myces cerevisiae als ein essentielles Protein fiir fast alle Rekombinationsprozesse
(AGUILERA, 2001). In rad52-Deletionsmutanten sollte daher die homologe Rekombination
nahezu vollstindig ausgeschaltet sein.

Die Bestimmung der Reversionsrate des KanKanMX4-Moduls in rad52-Deletions-
mutanten wurde analog zur Bestimmung der Mutationsrate nach der Medianmethode
durchgefithrt (LEa & CouLsoN, 1948). Die Zellen wurden in Selektivmedium angezogen
und auf Vollmediumsplatten mit G418 plattiert. Die Bestimmung des Lebendtiters er-
folgte auf Vollmediumsplatten. Die Ergebnisse sind in Tabelle 4 dargestellt.

Tabelle 4: Spontane Reversionsraten der Stamme CEN.PK 2-1C, CEN.PK 2-1C rad52 und CEN.PK

2-1C rad52 mph1, ermittelt mit dem KanKanMX4-Konstrukt gemaR der Medianmethode (Lea &
Coulson, 1948).

Spontane Reversionsrate Faktor

CEN.PK 2-1C 1,2-10*+0,11-10™* 1
CEN.PK 2-1C rad52 23-10°+0,3-10°° 0,024
CEN.PK 2-1C rad52 mphl  1,2-10°+0,2-107 0,016

Aus Tabelle 4 geht hervor, daf$ die Deletion von RAD52 die Reversionsrate etwa um den
Faktor 40 erniedrigt. Dieser Befund deutet darauf hin, daff die meisten Reversions-
ereignisse auf eine direkte oder indirekte Prozessierung durch Rad52 zuriickgehen,
welches nach allen bisherigen Evidenzen fiir ein primer template slippage nicht erforder-
lich sein sollte. Daher kann man plausiblerweise annehmen, daf} der grofite Teil der be-
obachteten Reversionsereignisse homologe Rekombinationsereignisse erfordert. Diese
erfolgen vermutlich ausgehend von Doppelstrangbriichen, da fiir Rad52 biochemisch
nachgewiesen wurde, daf es doppelstrangige DNA-Enden bindet (van Dyck et al, 1999).

Zusitzlich zeigt sich allerdings in der rad52 mphl-Doppelmutante eine weitere
Erniedrigung der Reversionsrate um den Faktor 63, wobei diese Erniedrigung formal
synergistisch ist. Dies wiirde bedeuten, dafl, zumindest beziiglich der Reversions-
ereignisse, Rad52 und Mphl in unterschiedlichen, tiberlappenden Prozessen beteiligt
sind.

Fiir diese weitere Erniedrigung der spontanen Reversionsrate in mphl rad52-Doppel-
mutanten sind mehrere Moglichkeiten denkbar. Prinzipiell sollte eine zusétzliche Ernied-
rigung durch einen Prozefl ausgelost werden, an welchem Mphl, nicht aber Rad52 be-
teiligt ist. Dies konnen unterschiedliche Prozesse sein.

Eine Moglichkeit ist, dafy es sich um einen Prozefl handelt, in dessen Verlauf keine
doppelstrangigen DNA-Enden gebildet werden. Es wire z.B. formal denkbar, daf$ Mphl
auch an der Vermeidung des primer template slippage beteiligt ist.
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Andererseits deutet die erhohte Mutationsrate darauf hin, dafl in Abwesenheit von
Mphl die Mphl-Substrate durch die Transldsionssynthese prozessiert werden. Wire die
Aufgabe von Mphl ausschliefllich die Vermeidung von primer template slippage, so wire
es erstaunlich, dafl in der Abwesenheit von Mphl eine Transldsionspolymerase rekrutiert
wird.

Ein weiterer Prozef}, bei welchem es nicht unbedingt zur Bildung von Doppelstrang-
briichen kommen muf3, ist die Auflosung einer gebildeten Holliday junction durch branch
migration (vergleich Abb. 1). Kommt es nach der Ausbildung einer Holliday junction zu
einem polymerase strand switch, so kann durch eine Verschiebung der junction in
Richtung der Replikation die arretierende Lésion fehlerfrei tiberbriickt werden. Kommt es
aber wihrend dieser Auflosung der Holliday junction zu einer Fehlhybridisierung des
leading bzw. des lagging strand im Bereich einer Sequenzwiederholung, kénnen auch
durch diesen Prozef} Reversionsereignisse ausgelost werden. Hierbei wiirden keine
Doppelstrangbriiche entstehen, welche durch Rad52 prozessiert werden miifiten. In
mphl-Deletionsmutanten konnte die Reinitiation allerdings durchaus durch den Einsatz
von Polymerase  erfolgen.

Sofern diese Hypothese zutrifft, miiite man allerdings annehmen, dafy nicht nur
doppelstringige DNA-Enden zu Anderungen der Reversionsraten bzw. Reversions-
frequenzen beitragen, sondern auch die beschriebenen Fehlhybridisierungen bei der Auf-
16sung von Holliday junctions.

Eine weitere Erklarungsmoglichkeit sind rekombinative Prozesse, an denen Rad52
nicht beteiligt ist. Diese Hypothese wird durch den Befund unterstiitzt, dafl in sgsI-Dele-
tionsmutanten (sieche auch Seite 94) die mitotische Rekombinationsrate sowohl bei
homeologen (MyUNG et al., 2001) als auch bei homologen Substraten erhoht ist (WarT et
al., 1996; MYUNG et al., 2001). Diese erhohte Rate homologer mitotischer Rekombination
ist dabei jedoch nur teilweise von der Anwesenheit von Rad52 abhingig (Warr et al,
1996). Es ist also durchaus moglich, dafl es rekombinative Prozesse gibt, welche nicht von
Rad52 abhingig sind. Durch die Annahme, daff Mphl an einem solchen Prozef3 beteiligt
ist, liefle sich die beobachtete synergistische Interaktion der Doppelmutante ebenfalls er-
kldren.

Untersuchungen zum Zusammenspiel von Transldsionssynthese
und fehlerfreier Umgehung replikationsarretierender Lésionen

In nahezu allen Organismen findet man Polymerasen, welche zur sogenannten Y-Klasse
gehoren. Die Mitglieder dieser Polymerasenfamilie besitzen im Vergleich zu den replika-
tiven Polymerasen eine geringere Genauigkeit und sind in der Lage, DNA-Lasionen zu
iiberlesen (OrMORI et al., 2001), wobei dies sowohl fehlerfrei als auch fehlerbehaftet er-
folgen kann (FRIEDBERG et al., 2000). Aus der geringeren Genauigkeit ergibt sich die Not-
wendigkeit im Interesse einer moglichst genauen Replikation, dafl der Einsatz derartiger
Polymerasen genau reguliert sein muf3, wobei bisher tiber die genauen Regulations-
mechanismen noch wenig bekannt ist.
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In E. coli gibt es mittlerweile recht eindeutige Hinweise, dafl es eine Hierarchie der
Schadenstoleranzmechanismen gibt. Es wurde durch Hybridisierung eines zirkuldren
Einzelstranges, welcher eine Lasion enthielt, mit einem linearen Einzelstrang ein Plasmid
generiert, welches gegentiber der Lasion eine Liicke enthielt. Durch Transformation von E.
coli mit diesem Plasmid sowie Cotransformation mit einem ungeschadigten Plasmid
wurde gezeigt, dafl fiir die Reparatur des einzelstringigen DNA-Bereiches gegeniiber
einer Lasion die rekombinative Reparatur deutlich iiber die Transldsionssynthese domi-
niert. Zusdtzlich konnte in vitro gezeigt werden, daf3 dieser Effekt u.a. darauf beruht, dafl
die Translasionssynthese aktiv durch die rekombinative Reparatur verhindert wird. Die
Transldsionssynthese wurde hingegen durch eine hohe PolV-Konzentration stimuliert.
Offenbar wird in E. coli die Transldsionssynthese erst im Zuge der SOS-Antwort oder aber
bei Schiden eingesetzt, welche durch die rekombinative Reparatur nicht umgangen
werden konnen (BERDICHEVSKY et al., 2002) und scheint somit in E. coli tatsichlich als
eine der letzten Moglichkeiten eingesetzt zu werden.

In Eukaryonten wurden mittlerweile eine grofie Zahl unterschiedlicher Polymerasen
beschrieben, welche z.T. an sehr spezialisierten Prozessen im Zellmetabolismus beteiligt
sind (GoopMmAN, 2002). Dies deutet darauf hin, daf} es in eukaryontischen Zellen noch
weitaus diffizilere Regulationsmechanismen fiir den Einsatz der Transldsionssynthese
geben mag.

Ein Beispiel fiir eine Polymerase, fiir welche angenommen werden kann, daf} sie nicht
nur als letzte Moglichkeit von den Zellen eingesetzt werden kann, ist Pol 1, welche in
humanen Zellen durch das XPV-Gen codiert wird. Patienten mit einem XP-V-Phinotyp
(fiir Xeroderma pigmentosum variant) zeigen eine erhohte Sensitivitit gegeniiber UV-
Licht sowie eine hohe Inzidenz fiir Hauttumore. In Saccharomyces cerevisiae wird Polyme-
rase 1] durch RAD30 codiert und gehort in die RAD6-Epistasisgruppe (GooDMAN, 2002).

In vitro konnte nachgewiesen werden, daf Polymerase 1 in der Lage ist, fehlerfrei
insbesondere iiber Thymin-Dimere hinweg zu synthetisieren (JounsonN et al, 1999;
WASHINGTON et al., 2000). In XP-V-Zellinien fithrt die Bestrahlung mit UV in Abhingig-
keit von DNA-Replikation zur Bildung von Doppelstrangbriichen, wiahrend in Wildtyp-
zellinien keine Doppelstrangbriiche nach UV-Bestrahlung zu beobachten sind. Dieser
Befund unterstiitzt die Hypothese, dafl in Wildtypzellen die an UV-Schiaden arretierte
Replikation durch Pol | fehlerfrei reinitiiert werden kann. In XP-V-Zellen kommt es hin-
gegen durch die Replikationsarreste vermehrt zur Bildung von Doppelstrangbriichen
(Limotr et al, 2000). Worauf diese Doppelstrangbriiche beruhen, wurde bisher nicht
geklart. Eine mogliche Erkldrung wire hier, dafy bei Arresten der replikativen Poly-
merasen an UV-Schdden die Moglichkeit einer fehlerfreien Umgehung durch Polymerase
n fehlt. Es mufl daher verstirkt auf Mechanismen zuriickgegriffen werden, welche die
arretierte Replikation mit Hilfe von Holliday junctions reinitiieren, was zur vermehrten
Bildung von Doppelstrangbriichen fiihrt.

Diese Befunde deuten darauf hin, daf} Polymerase n in humanen Zellen nicht, wie in
E. coli beschrieben, einer der letzten Auswege nach einem Polymerasearrest ist. Vielmehr
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ist anzunehmen, dafl Polymerase n gezielt fiir die fehlerfreie Umgehung von UV-Schiden
eingesetzt werden kann. Diese Hypothese konnte zusitzlich durch die Befunde unter-
stiitzt werden, nach welchen im Kern humaner Zellen Polymerase n an Bereiche rekru-
tiert wird, welche lokal begrenzt mit UV bestrahlt wurden (KaNNOUCHE et al., 2001).

Die Reversionsfrequenzen nach Behandlung von rev3-Deletionsmutanten
mit 4-Nitrochinolin-1-oxid sind deutlich erhoht

Geht man davon aus, daf3 der Transldsionssynthese in eukaryontischen Zellen eine andere
Rolle als in E. coli zukommt, dann sollte man erwarten, daf§ es in Deletionsmutanten, in
welchen die Transldsionssynthese gestort ist, zur vermehrten Bildung von Doppel-
strangbriichen kommt. Um diesen Sachverhalt zu untersuchen, wurden die spontanen
Reversionsraten sowie die Reversionsfrequenzen des KanKanMX4-Moduls in unter-
schiedlichen, fiir die Transldsionssynthese defizienten Saccharomyces cerevisiae-Stimmen
untersucht.

Zunichst wurde der Einfluf3 von UV-dhnlichen Schiaden auf rev3- sowie rev3 mphl-
Deletionsmutanten untersucht. 4-Nitrochinolin-1-oxid wird hdufig als UV-Mimetikum
bezeichnet (FrRIEDBERG ef al, 1995). Dies ist darauf zuriickzufithren, daff durch 4-
Nitrochinolin-1-oxid Addukte gebildet werden, welche, dhnlich wie Thymin-Dimere
sowie (6-4)-Photoprodukte der DNA nach UV-Bestrahlung, iber die Nukleotidexcisions-
reparatur repariert werden (FRIEDBERG et al., 1995).

Nimmt man an, dafl die von Polymerase { abhingige Transldsionssynthese teilweise
vor alternativen Mechanismen eingesetzt wird, wie das fiir Polymerase n im Falle von
UV-Schédden in humanen Zellen gezeigt werden konnte, dann sollte man erwarten, daf3
sich die Reversionsfrequenz durch Behandlung von rev3-Mutanten mit 4-NQO deutlich
starker als im Falle des Wildtyps erhohen 14f3t. Im Falle der mphl rev3-Doppelmutante
sollte aufgrund der Reversionsdefizienz der mphl-Deletionsmutante erwartet werden,
dafl die Reversionsfrequenz zwischen den Frequenzen der jeweiligen Einzelmutanten
liegt.

Die Durchfithrung der Experimente erfolgte wie beschrieben (siehe Seite 67). Die Er-
gebnisse lassen sich Abb. 12 entnehmen.

Aus Abb. 12 lif3t sich entnehmen, dafl in der rev3-Deletionsmutante die Reversions-
frequenzen bei steigender Mutagenkonzentration deutlich tiber den Reversionsfre-
quenzen des Wildtyps liegen. Dieser Befund ist in Ubereinstimmung mit den von LimoLr
et al. publizierten Daten. Offenbar wird also auch in Saccharomyces cerevisiae auch bei
einer leicht erhohten Schadensdichte vermehrt die Transldsionssynthese fiir die Prozes-
sierung arretierter Replikationsgabeln genutzt.

Uberraschend ist die kriftige Erhohung der Reversionsfrequenzen im Falle der mphl
rev3-Doppelmutante, welche sich bis hin zu einer 4-NQO-Konzentration von
0,12 pg - ml™" kaum von denen der rev3-Einzelmutante unterscheidet und dann zwischen
den Frequenzen des Wildtyps und der rev3-Einzelmutante liegt.
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Abb. 12: Beeinflussung der Reversionsfrequenz des KanKanMX4-Moduls in den Stdmmen
CEN.PK 2-1C rev3 und CEN.PK 2-1C rev3 mph1 nach Behandlung mit 4-Nitrochinolin-1-oxid. Die
Zellen wurden bei Erreichen einer Zelldichte von 1 - 107 Zellen - mI~" mit a-mating factor in der
Gi-Phase des Zellzyklus arretiert. AnschlieBend wurden die Zellen in Medium resuspendiert,
welches die angegebenen Konzentrationen 4-Nitrochinolin-1-oxid enthielt und fir die Dauer
eines Zellzyklus bei 30°C inkubiert. Die Zellen wurden gewaschen und Verdiinnungen auf Voll-
medium zur Bestimmung der Lebendzellzahl sowie auf Medium mit G418 zur Bestimmung der
Reversionsfrequenz plattiert. Gezeigt sind die Mittelwerte aus drei bis flinf Datensatzen. Daten
fur Wildtyp und mph1-Deletionsmutante wurden Abb. 8 entnommen.

Eine mogliche Erkldrung fiir diesen Effekt wire die Annahme eines zusdtzlichen Repara-
turweges, welcher zu erhohten Reversionsfrequenzen fithrt und welcher durch Rev3
supprimiert wiirde. Durch den Ausfall von Rev3 wiirden dann auch in der rev3 mphl-
Doppelmutante vermehrt Lisionen mittels dieses bisher nicht ndher charakterisierten

Weges prozessiert werden, wodurch es zu einer Erhohung der Reversionsfrequenzen
kame.

Die Reversionsfrequenzen nach Behandlung von rev3-Deletionsmutanten
mit Camptothecin sind nur leicht verdndert

Nimmt man an, dafl in rev3-Deletionsmutanten spezifisch diejenigen Lésionen zu
Doppelstrangbriichen fiihren, welche sonst durch die Transldsionspolymerase { iiberlesen
werden, dann sollten sich die Reversionsfrequenzen bei Schiden, welche nicht iiberlesen
werden konnen, nicht stark von den Frequenzen des Wildtyps unterscheiden. Um diese
Hypothese zu untersuchen, wurden die Experimente unter Verwendung von
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Camptothecin wiederholt. Da durch Camptothecin ein erheblicher Anteil an
Einzelstrangbriichen hervorgerufen wird, welche replikationsabhidngig in Doppelstrang-
briiche iiberfithrt werden (siehe Seite 68), sollte nur eine geringfiigige Anderung der
Reversionsfrequenzen von Einzel- sowie Doppelmutante beobachtet werden.

5
—&— Wildtyp
L —O— mphl
4 i —A— rev3
—/— rev3mphl

Reversionsfrequenz [x 107
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Abb. 13: Beeinflussung der Reversionsfrequenz des KanKanMX4-Moduls in den Stammen
CEN.PK 2-1C rev3 und CEN.PK 2-1C rev3 mph1 nach Behandlung mit Camptothecin. Die Zellen
wurden bei Erreichen einer Zelldichte von 1-107 Zellen-ml~" mit a-mating factor in der G-
Phase des Zellzyklus arretiert. AnschlieBend wurden die Zellen in Medium resuspendiert,
welches die angegebenen Konzentrationen Camptothecin enthielt und fiir die Dauer eines
Zellzyklus bei 30°C inkubiert. Die Zellen wurden gewaschen und Verdiinnungen auf Voll-
medium zur Bestimmung der Lebendzellzahl sowie auf Medium mit G418 zur Bestimmung der
Reversionsfrequenz plattiert. Gezeigt sind die Mittelwerte dreier Datensétze. Daten fir Wildtyp
und mph1-Deletionsmutante wurden Abb. 9 entnommen.

Aus Abb. 13 geht hervor, daf3 die Reversionsfrequenz der rev3-Deletionsmutante durch
die Behandlung mit Camptothecin durchaus beeinflufit wird, allerdings bei hohen
Konzentrationen das Niveau des Wildtyps erreicht. Zusitzlich zeigt sich nicht, wie im
Falle der Behandlung mit 4-NQO, eine Erhohung der Reversionsfrequenz, sondern eine
leichte Absenkung. Diese Ergebnisse unterstiitzen die Hypothese, nach welcher der
groflere Teil der auftretenden Lisionen nicht durch Transldsionssynthese iiberlesen
werden kann.

Eine Erklarungsmoglichkeit fiir die leichte Absenkung der Reversionsfrequenz besteht
darin, daf3 fiir Rev3 eine Rolle in der homologen Rekombination beschrieben wurde
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(HOLBECK & STRATHERN, 1997; SONODA et al, 2003). Allerdings ist durch die Annahme
einer generellen Rolle von Rev3 in der homologen Rekombination nicht so ohne weiteres
erklarbar, warum beziiglich der Reversionsfrequenzen bei hohen Camptothecin-Konzen-
trationen das Niveau des Wildtyps erreicht wird.

Interessanterweise dhnelt auch in diesem Experiment das Verhalten der rev3 mphl-
Doppelmutante dem Verhalten der rev3-Einzelmutante. Bei niedrigen Camptothecin-
Konzentrationen entsprechen die Reversionsfrequenzen der Doppelmutante etwa denen
der mphl-Einzelmutante um dann allerdings bei hohen Konzentrationen das Niveau des
Wildtyps zu erreichen.

Eine mogliche Interpretation dieser Daten ist, dafl bei Abwesenheit von Rev3 der
Mph1-Weg zur Prozessierung von Lisionen kaum mehr benutzt wird, so daf3 sowohl die
Reversionsfrequenzen als auch die Mutationsraten (SCHELLER et al., 2000) der Doppel-
mutante denen der rev3-Einzelmutante entsprechen.

Die spontanen Reversionsraten zeigen in rev3-Deletionsmutanten

nur geringfiigige Anderungen

In E. coli wurde nachgewiesen, daf} eine hohe PolV-Konzentration die Transldsions-
synthese stimuliert (BErpICHEVSKY et al., 2002). Es kann aus diesem Grund ange-
nommen werden, daf} es insbesondere nach der Auslosung der SOS-Antwort in E. coli
zum verstirkten Einsatz der Transldsionssynthese kommt, da durch die SOS-Antwort die
Expression u.a. von PolV gesteigert wird (GoopmaN, 2000). Es wire also auch in Hefe
moglich, dafy die Transldsionssynthese z.B. durch einen checkpoint aktiviert wird. In
diesem Fall sollte man erwarten, dafl die Zellen unter normalen Wachstumsbedingungen
keine ausgepragte Verstarkung der spontanen Reversionsrate zeigen.

Um diese Hypothese zu untersuchen, wurden die spontanen Reversionsraten der
Stimme CEN.PK 2-1C, CEN.PK 2-1C rev3 sowie CEN.PK 2-1C rev3 mphl bestimmt. Die
Bestimmung wurde analog zur Bestimmung der Mutationsrate nach der Medianmethode
durchgefiihrt (Lea und CouLsoN, 1948). Die Zellen wurden in Selektivmedium ange-
zogen und auf Vollmediumsplatten mit G418 plattiert. Die Messung des Lebendtiters
erfolgte auf Vollmediumsplatten. Die Ergebnisse sind in Tabelle 5 dargestellt.

Tabelle 5: Spontane Reversionsraten der Stamme CEN.PK 2-1C, CEN.PK 2-1C rev3 und CEN.PK

2-1C rev3 mphl, ermittelt mit dem KanKanMX4-Konstrukt gema der Medianmethode (Lea
und Coulson, 1948).

Spontane Reversionsrate ~ Faktor

CEN.PK 2-1C 1,03-10*+£0,09 - 10™* 1
CEN.PK 2-1C rev3 1,24-10*+0,11-10™" 1,2
CEN.PK 2-1C rev3 mphl 1,13-10*+0,10-10™* L1

Im Vergleich zum Wildtyp zeigt die rev3-Einzelmutante nur eine sehr schwache Er-
hohung der Reversionsrate, und auch die Doppelmutante zeigt nur eine leichte Ver-
anderung gegeniiber dem Wildtyp bzw. der Doppelmutante. Diese Ergebnisse unter-
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stiitzen die Hypothese, daf3 der Transldsionssynthese unter normalen Stoffwechsel-
bedingungen nur eine untergeordnete Rolle zukommt und sie erst bei einem erhohten
Anfall von DNA-Lasionen vermehrt zur Prozessierung arretierter Replikationsgabeln
herangezogen wird.

Interessant ist allerdings, dafl die Reversionsrate der Doppelmutante dhnlich wie bei
den Reversionsfrequenzen eher der rev3- als der mphl-Mutante entspricht. Auch dies
deutet darauf hin, daf}, wie auf Seite 78 diskutiert, bei Ausfall von Rev3 der Mphl-ab-
hingige Weg kaum noch genutzt wird.

Die Deletion von RAD30 fiihrt zu keiner Suppression des Mutatorphdnotyps

der mphl-Deletionsmutante

In Saccharomyces cerevisiae wurde neben Pol { Pol n als eine weitere Transldsionspoly-
merase identifiziert. Durch biochemische Experimente konnte gezeigt werden, dafd Pol n
in der Lage ist, iiber Thymin-Dimere hinweg zu synthetisieren, wobei mit hoher
Priferenz gegeniiber der Lésion zwei Adenine eingebaut werden (Jounson et al., 1999).
Neben Thymin-Dimeren kénnen durch Pol n auch eine Reihe weiterer Lisionen wie u.a.
O°-Methylguanin iiberlesen werden (HARACsKA et al., 2000). Allerdings konnen nicht alle
kleinen DNA-Lasionen durch Polymerase n iiberlesen werden. Durch biochemische
Experimente wurde nachgewiesen, daf} ein Thyminglycol in der Matrize in vitro nur mit
sehr geringer Effizienz tiberlesen wird (JornsoN et al.,, 2003).

Die Moglichkeit, tiber eine Reihe von ungewohnlichen DNA-Strukturen hinweg
synthetisieren zu konnen, ist vermutlich durch eine wesentlich »offenere« Struktur des
aktiven Zentrums gegeben, welche anhand der Kristallstruktur gezeigt werden konnte
(TrINcAO et al, 2001). Vermutlich ist dies relaxierte aktive Zentrum der Grund fiir die
geringere Genauigkeit auf ungeschéddigten Matrizen (JouNsoON et al., 2000; MATSUDA et
al., 2000).

In Saccharomyces cerevisiae konnte gezeigt werden, dafl ein (6-4)TT-Photoprodukt
durch Pol n zu 60% fehlerbehaftet iiberlesen wird. Interessanterweise war die fehler-
behaftete Translasionssynthese in rad30-Deletionsmutanten signifikant verringert,
wihrend sich der prozentuale Anteil der fehlerfreien Transldsionssynthese des (6-4)TT-
Photoprodukts nur wenig verdnderte. Aus diesen Daten schlossen die Autoren, dafl Pol n
zu einer fehlerbehafteten Transldsionssynthese eines (6-4)TT-Photoprodukts fiihrt,
wihrend eine weitere Polymerase tiber die Lasion fehlerfrei hinweg synthetisiert
(BrEssoN & FucHs, 2002). In in-vitro-Systemen zeigte Pol ) die Tendenz, ein G gegeniiber
dem zweiten T von (6-4)TT-Photoprodukten zu inkorporieren. Die Elongation dieses
fehlgepaarten Primerendes war ineffizient. Im Kontrast hierzu erwies sich Pol ( relativ
effizient im Verlangern derartiger Primerenden. Diese Daten unterstiitzen die Hypo-
these, dafl Lasionen durch die sequentielle Aktivitit von mindestens zwei unter-
schiedlichen Polymerasen iiberlesen werden. So wire eine aufeinanderfolgende Pro-
zessierung durch Pol n und Pol { moglich (PrRAkASH & PRAKASH, 2002).
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Der Mutatorphédnotyp der mphI-Deletionsmutante 148t sich durch die Deletion von
REV3 supprimieren (SCHELLER et al., 2000). Geht man davon aus, dafl zumindest einige
auftretende Mutationen durch die aufeinanderfolgende Aktion von Pol n und Pol { zu-
stande kommen, dann sollte auch in rad30 mphl-Doppelmutanten die erhohte Muta-
tionsrate partiell supprimiert werden.

Um diese Hypothese zu untersuchen, wurden die Mutationsraten der rad30- sowie
der rad30 mphl-Deletionsmutante gemify der Medianmethode bestimmt (LEa &
CoULsoON, 1948). Die Ergebnisse sind in Tabelle 6 zusammengefafit.

Tabelle 6: Mutationsraten der Stamme CEN.PK 2-1C, CEN.PK 2-1C mph1, CEN.PK 2-1C rad30

und CEN.PK 2-1C rad30 mphl, ermittelt mit dem CAN7-Vorwdrtsmutationssystem nach der
Medianmethode (Lea und Coulson, 1948).

Spontane Mutationsrate Faktor
CEN.PK 2-1C 4,46-107+0,64-107 1
CEN.PK 2-1C mphl 26,0-107+3,1-107 5,8
CEN.PK 2-1C rad30 3,65-107+0,54- 107 0,8
CEN.PK 2-1C rad30 mphl 24,9-107+2,9-107 5,6

Aus den Daten geht hervor, dafl die zusitzliche Deletion von RAD30 den Mutator-
phénotyp der mphl-Deletionsmutante nicht supprimieren kann. Rad30 spielt folglich bei
der Umgehung derjenigen Lasionen, welche durch Mphl1 prozessiert werden, keine Rolle.
Auch eine sequentielle Aktivitit von Polymerase n und Polymerase { an diesen Schiden
kann ausgeschlossen werden.

Die fehlende Suppression des Mutatorphédnotyps konnte damit zusammenhéngen, daf3
durch Mphl spezifisch Polymerase n fiir eine fehlerfreie Umgehung von Schiaden rekru-
tiert wird. In der Abwesenheit von Mphl werden dann verstirkt andere Mechanismen
zum Uberlesen von Lisionen eingesetzt, welche vermehrt zu Mutationen fithren und an
welchen Polymerase ( beteiligt ist. Gegen diese Hypothese spricht allerdings, daf} die
Mutationsrate der rad30-Einzelmutante nicht erhoht ist, sofern man nicht zusitzlich an-
nimmt, dafy durch Mphl anderen Mechanismen als der Translasionssynthese der Zugang
zu Lisionen verwehrt wird. Einfacher erscheint die Annahme, dafy Mph1 und Polymerase
n ein voneinander differierendes Substratspektrum besitzen.

In rad30-Deletionsmutanten lifst sich die Mutationsfrequenz
durch Behandlung mit 4-Nitrochinolin-1-oxid erhohen

Die von BressoN & FucHs sowie von PrakasH & PrakasH vorgestellten Ergebnisse
beziehen sich zu einem erheblichen Teil auf Schiaden wie sie durch UV ausgelost werden
(BRESsSON & FucHs, 2002; PRAKASH & PRAKASH, 2002). Anhand der Mutationsfrequenzen
konnte gezeigt werden, dafl Mphl an der fehlerfreien Umgehung von durch 4-NQO
ausgelosten Lasionen beteiligt ist (siehe Seite 60). Um eine méogliche sequentielle Aktivitat
von Polymerase n und Polymerase { bei der Umgehung UV-dhnlichen Schiden zu tiber-
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priifen, sollte untersucht werden, ob sich die Mutationsfrequenz durch Behandlung mit 4-
NQO in rad30-Zellen steigern laf3t.

Die Durchfithrung dieser Experimente erfolgte wie beschrieben (siehe Seite 67); die
Ergebnisse sind in Abb. 14 gezeigt.
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Abb. 14: Beeinflussung der Mutationsfrequenz Stamme CEN.PK 2-1C rad30 und CEN.PK 2-1C
rad30 mph1 durch Behandlung mit 4-Nitrochinolin-1-oxid. Die Stamme wurden bei Erreichen
einer Zelldichte von 1107 Zellen - mI" mit a-mating factor in der Gi-Phase des Zellzyklus
arretiert. AnschlieBend wurden die Zellen in Medium mit den angegebenen Konzentrationen
4-Nitrochinolin-1-oxid resuspendiert und fiir die Dauer eines Zellzyklus bei 30°C inkubiert. Die
Zellen wurden griindlich gewaschen, verdiinnt und addquate Verdiinnungen auf SD*"9-Selek-
tivmedium zur Bestimmung der Lebendzellzahl sowie auf Medium mit Canavanin zur Be-
stimmung der Mutationsfrequenz plattiert. Gezeigt sind Datensdtze aus drei bis sechs Experi-
menten. Daten fur Wildtyp und mph1-Deletionsmutante wie in Abb. 3.

Aus Abb. 14 geht hervor, daf3 sich auch beziiglich der durch 4-NQO hervorgerufenen
Schidden die Hypothese von einer aufeinander folgenden Prozessierung von Lisionen
durch Pol n und Pol { nicht halten lif3t, da die Mutationsfrequenz in rad30-Deletions-
mutanten im Gegensatz zu rev3-Deletionsmutanten erhoht werden kann. Dies 1d3t den
Schluf} zu, daf} Pol n in Wildtyp-Zellen entweder in der Lage ist, auftretenden Lisionen
fehlerfrei zu iiberlesen, oder daff Pol n andere, fehlerbehaftete Transldsionssynthese
hemmt, sofern die Lasion durch Pol ) fehlerfrei tiberlesen werden kann.

Durch die zusitzliche Deletion von MPH1 wird die Mutationsfrequenz noch weiter in
die Hohe getrieben. Offenbar ist Mphl also nicht an einem Rad30-abhingigen Weg be-

83



ERGEBNISSE

teiligt. Die Abweichungen der einzelnen Experimente sind relativ hoch, so daf3 keine klare
Aussage dariiber gemacht werden kann, ob es sich um einen synergistischen Effekt
handelt, oder nicht. Auch eine epistatische Interaktion von mphl mit rad30 kann
aufgrund der starken Schwankungen der einzelnen Experimente nicht grundsitzlich
ausgeschlossen werden. Der grofite Teil der Datenpunkte der Doppelmutante liegt aller-
dings iiber denen der Einzelmutanten, so dafl davon ausgegangen werden kann, daf es
sich um einen additiven oder synergistischen Effekt handelt.

Es wurde bereits darauf hingewiesen, dafl die Ergebnisse der spontanen Mutations-
raten darauf hindeuten, dafl Pol n fiir die unter normalen Bedingungen auftretenden
Lésionen nicht zustidndig ist. Dies ist offensichtlich bei den durch 4-NQO induzierten
Lasionen anders, da diese bei Abwesenheit von Pol n die Mutationsfrequenz erhohen.
Hier scheinen also Lasionen induziert zu werden, welche durch Pol ) fehlerfrei tiberlesen
werden konnen und in Abwesenheit von Rad30 fehlerbehaftet tiberlesen werden.

Die Reversionsfrequenzen des KanKanMX4-Moduls sind nach Behandlung mit 4-NQO
in rad30-Deletionsmutanten gegeniiber dem Wildtyp deutlich erniedrigt

Wie bereits beschrieben (siehe Seite 75) lassen sich in XP-V-Zellinien nach Bestrahlung
mit UV eine im Vergleich zum Wildtyp deutlich erhéhte Zahl von Doppelstrangbriichen
nachweisen. Die Ursache dieser Doppelstrangbriiche konnte dadurch erklart werden, dafd
Pol n fehlerfrei Thymin-Dimere zu {iberlesen vermag. In der Abwesenheit von Pol n
kommt es vermehrt zu einem Arrest replikativer Polymerasen und dabei zur vermehrten
Bildung von Doppelstrangbriichen (Limotr et al., 2000). Geht man von dem Modell aus,
dafl es im Falle einer arretierten leading strand Polymerase zur Bildung einer Holliday
junction kommt, dann ist leicht vorstellbar, daf3 diese vermehrt durch Resolvasen ge-
schnitten und somit in doppelstrangige DNA-Enden tiberfithrt wird.

Allerdings konnte in Saccharomyces cerevisiae bisher kein Enzym sicher identifiziert
werden, welches die Aktivitit einer Resolvase bei der Rekombination im Kern ausiibt.

Um zu untersuchen, ob es auch in Saccharomyces cerevisiae bei Abwesenheit von Pol n
zur vermehrten Bildung doppelstrangiger DNA-Enden kommt, wurde erneut das
KanKanMX4-Modul herangezogen. Sofern auch in Hefe die Abwesenheit von Pol 1 zur
Bildung doppelstrangiger DNA-Enden fiihrt, sollte man erwarten, dafl die Deletion von
RAD30 die Reversionsfrequenzen des KanKanMX4-Moduls erhoht (dhnliche wie in rev3-
Deletionsmutanten; Vergleich Seite 77). Die Durchfithrung der Experimente erfolgte wie
beschrieben (siehe Seite 67).

Abb. 15 zeigt, dafl das Verhalten der rad30-Deletionsmutante signifikant von dem Ver-
halten der rev3-Deletionsmutante abweicht. Statt einer Verstirkung der Reversions-
frequenzen wie bei der rev3-Deletionsmutante ist eine deutliche Erniedrigung der
Reversionsfrequenzen zu erkennen. Uberraschenderweise treten bei Ausfall von Pol n
offenbar deutlich weniger doppelstrangige DNA-Enden auf. Gleichzeitig zeigen die
Experimente zur induzierten Mutagenese, dafl bei Ausfall von Pol n vermehrt Mutationen
auftreten. Dies deutet also darauf hin, dafl bei Ausfall von Pol n in diesem speziellen Ver-
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suchssystem die normalerweise durch Pol n fehlerfrei prozessierten Lésionen nicht
rekombinativ sondern mit Hilfe von Pol { umgangen werden, wobei diese Befunde im
Gegensatz zu den Befunden aus humanen Zellen nach UV-Bestrahlung stehen (LimoLr et
al., 2000).

12
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—A— rad30

8 —— rad30mphi

Reversionsfrequenz [x 10_3]

0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25
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Abb. 15: Beeinflussung der Reversionsfrequenz des KanKanMX4-Moduls in den Stammen
CEN.PK 2-1C rad30 und CEN.PK 2-1C rad30 mph1 nach Behandlung mit 4-Nitrochinolin-1-oxid.
Die Zellen wurden bei Erreichen einer Zelldichte von 1-107 Zellen-ml~" mit a-mating factor in
der Gi-Phase des Zellzyklus arretiert. AnschlieBend wurden die Zellen in Medium resuspen-
diert, welches die angegebenen Konzentrationen 4-Nitrochinolin-1-oxid enthielt und fir die
Dauer eines Zellzyklus bei 30°C inkubiert. Die Zellen wurden gewaschen und Verdiinnungen
auf Vollmedium zur Bestimmung der Lebendzellzahl sowie auf Medium mit G418 zur Bestim-
mung der Reversionsfrequenz plattiert. Gezeigt sind die Mittelwerte aus drei Datensatzen.
Daten von Wildtyp und mph1-Deletionsmutante wurden Abb. 8 entnommen

Allerdings erfolgt die Detektion doppelstrangiger DNA-Enden, anders als bei LimoLr et
al., welche zum Nachweis einen Enzymkomplex herangezogen haben, der an doppel-
strangige DNA-Enden bindet (LimoLr et al., 2000), nur indirekt. Es ist also denkbar, daf3
doppelstrangige DNA-Enden entstehen, welche aber im KanKanMX4-System nicht zu
einem Reversionsereignis fithren.

Weiterhin darf auch hier bei der Interpretation dieser Daten nicht aufer acht gelassen
werden, daf$ durch 4-NQO andere Schiaden als durch UV hervorgerufen werden. Fiir Pol
n wurde biochemisch gezeigt, daf3 die fehlerfreie Prozessierung insbesondere von
Thymin-Dimeren mdoglicht ist (PRAkAsSH & PrakAsH, 2002). Im Kontrast hierzu kann
durch Pol n gegeniiber eines Thyminglycols zwar eine Base inkorporiert werden, jedoch
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erfolgte die Inkorporation und eine anschlieffende Elongation nur sehr langsam
(JounsoN et al, 2003). Es ist also durchaus denkbar, dafl die durch 4-NQO hervor-
gerufenen Lisionen nur teilweise ein geeignetes Substrat fiir Pol n darstellen. Allerdings
ist gerade in diesem Zusammenhang bemerkenswert, dafl es zu einer Absenkung der
Reversionsfrequenzen bei Behandlung mit 4-NQO kommt.

Eine weitere Erklirungsmoglichkeit fiir diese Befunde ist, dafl Pol n neben der
Polymerasefunktion  zusdtzlich eine regulatorische Funktion zukommt. In
Schizosaccharomyces pombe konnte gezeigt werden, dafl eine verstarkte Transkription des
dinB* nach Behandlung mit MMS nur nachgewiesen werden kann, wenn ein funktions-
fahiges radl7*-Gen vorhanden ist, welches einerseits fiir die checkpoint-Kontrolle
zustandig ist, zusdtzlich aber offenbar auch durch die DNA-Bindedomine Kontakt
zwischen dem geschidigten DNA-Bereich und Pol n herstellt (Kar et al., 2003). Es ist also
durchaus denkbar, dafl beim Fehlen von Rad30 auch regulatorische Probleme auftreten,
welche zu einem verstirkten Einsatz von Pol { fithren.

Die Reversion des KanKanMX4-Moduls ist in rad30-Deletionsmutanten

nach Behandlung mit Camptothecin nur wenig verdndert

Wie bereits gezeigt hat die Deletion der katalytisch aktiven Untereinheit der Transldsions-
polymerase { nur einen geringen Einfluf} auf die Reversionsfrequenz des KanKanMX4-
Moduls nach Behandlung der Zellen mit Camptothecin. Sofern Rad30 ebenfalls haupt-
sachlich an der Transldsionssynthese beteiligt ist, sollte man fiir rad30-Deletionsmutanten
einen dhnlichen Phéanotyp erwarten.

Die Durchfithrung der Experimente erfolgte wie beschrieben (siehe Seite 68).

In gewisser Weise zeigt Abb. 16 ein dhnliches Verhalten der rad30- sowie rad30 mph1-
Deletinosmutante wie die entsprechenden rev3-Deletionsmutanten (siehe Abb. 13).
Sowohl die Einzel- als auch die Doppelmutante zeigen bei geringen Camptothecin-Kon-
zentrationen eine deutliche Erniedrigung der Reversionsfrequenz. Allerdings ist in
diesem Fall die Reversionsfrequenz der Doppelmutante gegeniiber der Einzelmutante
erniedrigt. Die Zusitzliche Deletion des MPHI-Gens zeigt also in diesem Fall - im
Gegensatz zur rev3 mphl-Deletionsmutante — einen deutlichen Effekt. Zusitzlich ist die
Reversionsfrequenz der Einzelmutante bei hohen Camptothecin-Konzentrationen sogar
hoher als die des Wildtyps, wihrend die Reversionsfrequenz der Doppelmutante in etwa
das Niveau des Wildtyps erreicht uns somit hoher liegt als die der mph1-Einzelmutante.

Bereits bei der Interpretation der Reversionsfrequenzen nach 4-NQO-Behandlung
wurde dariiber spekuliert, daf3 Rad30 zusitzlich zur Polymeraseaktivitit auch eine regula-
torische Funktion besitzen konnte. Diese mag u.U. auch in diesem Fall fiir die auf-
tretenden Effekt verantwortlich sein.
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Abb. 16: Beeinflussung der Reversionsfrequenz des KanKanMX4-Moduls in den Stammen
CEN.PK 2-1C rad30 und CEN.PK 2-1C rad30 mph1 nach Behandlung mit Camptothecin. Die
Zellen wurden bei Erreichen einer Zelldichte von 1-107 Zellen-ml~" mit a-mating factor in der
Gi-Phase des Zellzyklus arretiert. AnschlieBend wurden die Zellen in Medium resuspendiert,
welches die angegebenen Konzentrationen Camptothecin enthielt und fiir die Dauer eines
Zellzyklus bei 30°C inkubiert. Die Zellen wurden gewaschen und Verdiinnungen auf Voll-
medium zur Bestimmung der Lebendzellzahl sowie auf Medium mit G418 zur Bestimmung der
Reversionsfrequenz plattiert. Gezeigt sind die Mittelwerte dreier Datensétze. Daten fir Wildtyp
und mph1-Deletionsmutante wurden Abb. 9 entnommen.

Untersuchungen zum Zusammenspiel unterschiedlicher Wege
zur Prozessierung arretierter Replikationsgabeln

Durch Mms4 werden in vitro Replikationsintermediate geschnitten

Biochemische und genetische Untersuchungen deuten darauf hin, dafl die Genprodukte
der Gene MMS4 sowie MUS81 an rekombinativen Prozessen beteiligt sein konnten,
durch welche arretierte Replikationsgabeln reinitiiert werden (KaALIRAMAN et al., 2001).
Es konnte gezeigt werden, dafs Mms4 einen Komplex mit Mus81 bildet und dafd dieser
Komplex eine endonukleolytische Aktivitit besitzt. Der Komplex ist in vitro in der Lage,
effizient bestimmte Y-Strukturen zu schneiden, wihrend Holliday junctions mit deutlich
geringerer Effizienz geschnitten werden. Einzel- und doppelstrangige DNA wird hingegen
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nicht geschnitten. Das beste Substrat ist eine 3’-flap-Struktur, also eine Y-Form, bei
welcher ein Arm des Y doppelstringig und der andere einzelstrangig ist, so daf3 sich ein
5-Ende am Einzelstrang-Doppelstrang-Ubergang des Y befindet (KarLiraman et al.,
2001).

Diese Befunde konnten auch fiir die vermutlich homologen Proteine aus Schizo-
saccharomyces pombe (Emel und Mus81) bestitigt werden. Zusitzlich wurde mit diesem
Proteinkomplex gezeigt, dafl ein Y, welches so gestaltet wurde, daf3 es vermutlich einer
voranschreitenden Replikationsgabel entspricht, bei welchem also der leading strand mit
dem freien 3’-Ende dicht am Y ist, ein schlechtes Substrat darstellt. Der Komplex
schneidet also zumindest in vitro keine Strukturen, die einer funktionstiichtigen Replika-
tionsgabel entsprechen. Weiterhin werden Holliday junctions auch dann mit geringer Effi-
zienz geschnitten, wenn der vierte Arm nur wenige Basenpaare lang ist (WHITBY et al.,
2002).

Fir die Aktivitit des Komplexes in Saccharomyces cerevisiae spielt auch der Abstand
des 5°-Endes zur Gabelung des Y eine Rolle. In vitro wurden Substrate insbesondere dann
gut durch den Mms4-Mus81-Komplex geschnitten, wenn sich das freie 5-Ende bis
maximal vier Nukleotide von der Gabel entfernt befand. Ist das 5’-Ende deutlich weiter
als fiinf Nukleotide entfernt, stellen die Strukturen nur noch schlechte Substrate dar.
Hingegen werden auch Strukturen geschnitten, bei welchen sowohl das 5’-Ende als auch
das 3’-Ende bis an die Verzweigung reichen (BASTIN-SHANOWER ef al., 2003).

Neben den biochemischen Befunden konnten sowohl in mms4 als auch in emel -
Deletionsmutanten interessante genetische Interaktionen nachgewiesen werden. Doppel-
mutanten mit sgs! (S. c.) bzw. rghl™ (S. p.) sind synthetisch letal. Diese synthetische Letali-
tat kann durch die zusitzliche Deletion der Gene RAD51, 52, 54, 55 und 57 bzw. deren
Homologe aus Schizosaccharomyces pombe wieder aufgehoben werden (Dot et al., 2002;
BASTIN-SHANOWER et al., 2003; FABRE et al., 2002). Auch die Expression der Holliday-
junction-Resolvase RusA aus E. coli fithrt zu einer Suppression der synthetischen Letalitit
einer rqhl™ mus81 -Doppelmutante in Schizosaccharomyces pombe (DOE et al., 2002).

Beziiglich der genauen Funktion des Mms4-Mus81-Komplexes wurden unterschied-
liche Modelle entwickelt. Eine Moglichkeit ist, dafy der Komplex direkt an der Auflésung
von Replikationsintermediaten beteiligt ist (WHITBY et al., 2002). Im Falle eines Arrestes
wiirde durch einen Schnitt der Replikationsgabel am Verzweigungspunkt ein doppel-
strangiges DNA-Ende entstehen. Dieses konnte prinzipiell fir die Reinitiation genutzt
werden, indem ein einzelstringiger 3’-Uberhang gebildet wird, indem das 5’-Ende resek-
tiert wird. Da sich auf diesem Strang die Lasion befindet, wiirde diese im Zuge der
Degradation entfernt werden. Das entstandene 3’-Ende kann dann rekombinativ in das
verbliebene Chromosom unter Ausbildung eines D-loops eingefithrt werden. Gemaf3
dieses Modells ist es allerdings nicht ganz einfach zu erkldren, warum durch den Komplex
préferentiell die Matrize des leading strand geschnitten wird (WHITBY et al, 2002;
BASTIN-SHANOWER et al., 2003). Zusitzlich ist auffallend, dafy der Schnittpunkt in Ab-
héngigkeit vom freien 5’-Ende sehr dicht am Verzweigungspunkt der parentalen Stringe
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liegt. Um die Replikationsgabel hier schneiden zu konnen, miifite man davon ausgehen,
dal zumindest Teile des Replisoms entfernt werden, bevor der Bereich fiir den Mms4-
Mus81-Komplex tiberhaupt zugénglich ist.

Eine andere Moglichkeit besteht darin, dafy der Komplex an der Prozessierung von
Intermediaten beteiligt ist, welche beim Schlief3en einzelstrangiger DNA-Bereiche gegen-
tiber von Lasionen entstehen. Eine postulierte Funktion von Sgsl ist die Vermeidung
einzelstrangiger DNA-Bereiche auf dem lagging strand wihrend der Replikation. In sgsI-
Deletionsmutanten miifiten diese einzelstraingigen DNA-Bereiche mit Hilfe rekombina-
tiver Prozesse aufgefiillt werden. Dies kann erreicht werden, indem das 3’-Ende des
unvollendeten Okazaki-Fragments in das Schwesterchromatid eingefiihrt und mit Hilfe
von Replikation verldngert wird. Ist das Ende ausreichend verlangert worden, kann z.B.
durch branch migration die Liicke geschlossen werden. Wurde das 3’-Ende jedoch weiter
als der einzelstrangige DNA-Bereich verldngert, entsteht durch die Reinvasion des verlan-
gerten Stranges eine 3’-flap-Struktur, welche gerade das ideale Substrat fiir den Mms4-
Mus81-Komplex darstellt (FABRE et al., 2002).

Interessanterweise ist der Phianotyp einer mms4-Mutante vergleichsweise dhnlich zu
dem einer mphI-Mutante. Auch mms4-Mutanten zeigen eine erhohte Sensitivitit gegen-
tiber MMS und 4-NQO, wobei der Phinotyp der mphl mms4-Doppelmutante beziiglich
der Sensitivititen im Vergleich zu den Einzelmutanten synergistisch ist (A. SCHURER,
unverdffentlicht). Dies kann dergestalt interpretiert werden, daff Mphl und Mms4 in
unterschiedlichen Wegen an Reinitiationsprozessen beteiligt sind, welche allerdings
partiell iiberlappende Substrate prozessieren. Aus diesem Grund soll die Interaktion von
Mms4 mit Mph1 néher untersucht werden.

Die Deletion von MMS$4 fiihrt nur zu einer moderaten Erhohung der Mutationsraten

Geht man davon aus, daff Mms4 an der Reinitiation arretierter Replikationsgabeln
beteiligt ist, welche an kleinen DNA-Lisionen arretiert sind, dann sollte man auch fiir die
mms4-Deletionsmutante eine Erhohung der Mutationsrate erwarten. Um diese Hypo-
these zu untersuchen, wurden die spontanen Mutationsraten gemif} der Medianmethode
bestimmt (LEa & COULSON, 1948).

Tabelle 7: Spontane Mutationsraten der Stémme CEN.PK 2-1C, CEN.PK 2-1C mms4 und CEN.PK

2-1C mms4 mph1, ermittelt mit Hilfe des Canavanin-Vorwartsmutationssystems gemaf der
Medianmethode (Lea und Coulson, 1948).

Spontane Mutationsrate Faktor

CEN.PK 2-1C 2,93-107+0,4-107 1

CEN.PK 2-1C mphl 15,4-107+1,7-107 53
CEN.PK 2-1C mms4 3,31-107+0,5-107 1,1
CEN.PK 2-1C mms4 mphl 23,2-107+0,3-107° 7,9

Die ermittelten Daten (siehe Tabelle 7) zeigen, dafl die normalerweise von Mms4 prozes-
sierten Lisionen in mms4-Deletionsmutanten entweder nicht mit Hilfe der Transldsions-

89



ERGEBNISSE

synthese prozessiert werden, da die mms4-Mutante keinen Mutatorphédnotyp aufweist,
oder daf3 ein fehlerfreies Uberlesen der Lisionen erfolgt.

Eine Erklarung fiir einen fehlenden Einsatz der Transldsionssynthese wire, daf$ durch
den Mms4-Mus81-Komplex Lasionen umgangen werden, die so voluminds oder struk-
turell dergestalt sind, daf} sie nicht durch Transldsionspolymerasen {iberlesen werden
konnen. Diese Hypothese wird durch den Befund gestiitzt, daf} die mms4-Mutante eine
ausgepréagte Sensitivitit gegeniiber Camptothecin besitzt, welches u.a. voluminose
Lasionen verursacht (ScHURER et al., unveroffentlicht).

Andererseits ist die Interaktion von mphl mit mphl synergistisch. Offenbar werden
also in Abwesenheit von Mms4 Lisionen durch Mphl prozessiert und erst der Ausfall
beider Systeme fithrt zu einer verstirkten fehlerbehafteten Prozessierung Dies deutet
darauf hin, daf3 zumindest ein Teil der durch den Mms4-Mus81-Komplex prozessierten
Lasionen nicht so voluminds ist, dafy keine fehlerbehaftete Transldsionssynthese erfolgen
koénnte.

In mms4-Deletionsmutanten ist die Reversionsfrequenz des KanKanMX4-Moduls
nach Behandlung mit 4-NQO erniedrigt

Die bisher z.B. aus den Mutationsfrequenzen gewonnen Daten deuten darauf hin, daf}
durch 4-NQO Kkleinere Schidden der DNA hervorgerufen werden, da sie durch die
Translasionssynthese iiberlesen werden konnen. Es wurde bereits ausgefiithrt, dafl kleine
Lasionen der DNA vermutlich zu einem Arrest der replikativen Polymerasen fithren
(siehe Seite 17). Fir Camptothecin wird hingegen angenommen, daf3 es u.a. zur Stabili-
sierung kovalenter DNA-Protein-Kompexe fithrt (siehe Seite 68), welche vermutlich zu
einer Blockade der replikativen Helikasen fithren. Geht man davon aus, dafl Mphl an der
Prozessierung der erstgenannten Arreste beteiligt ist, wiahrend der Mms4-Mus81-
Komplex fiir eine Reinitiation der Replikation an Schiden sorgt, welche zu einem Arrest
der Helikasen gefiihrt haben, dann sollte sich die Reversionsfrequenz nach Behandlung
mit 4-NQO in mms4-Deletionsmutanten im Vergleich zum Wildtyp nur wenig verandern.

Die Reversionsfrequenzen nach Behandlung mit 4-NQO wurden wie beschrieben ge-
messen (siehe Seite 67).

Abb. 17 lafit sich entnehmen, dafl die Reversionsfrequenz in mms4-Deletions-
mutanten nach Behandlung mit 4-NQO im Vergleich zum Wildtyp erniedrigt ist. Diese
Verringerung ist allerdings nicht so stark ausgeprigt wie im Falle der mphl-Deletions-
mutante. Offenbar haben die durch 4-NQO hervorgerufenen Lasionen auf die Rever-
sionsfrequenz der mms4-Deletionsmutante einen geringeren Einflufl als im Fall der
mphl-Deletionsmutante.

Daf3 es trotzdem zu einer Verringerung der Reversionsfrequenz kommt, kénnte u.a.
darauf zurtckzufithren sein, dafl es an kleineren Lisionen zu Sekundirereignissen
kommt. So konnen z.B. durch DNA-Lisionen RNA-Polymerasen arretiert werden, welche
ihrerseits die replikativen Helikasen blockieren konnen (McGLyNN & LroyD, 2000). Die
Behandlung mit 4-NQO vermag also durchaus beide Arten von Schiden hervorzurufen.
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Abb. 17: Beeinflussung der Reversionsfrequenz des KanKanMX4-Moduls in den Stammen
CEN.PK 2-1C mms4 und CEN.PK 2-1C mms4 mph1 nach Behandlung mit 4-Nitrochinolin-1-oxid.
Die Zellen wurden bei Erreichen einer Zelldichte von 1- 107 Zellen - mI™" mit a-mating factor in
der Gi-Phase des Zellzyklus arretiert. AnschlieBend wurden die Zellen in Medium resus-
pendiert, welches die angegebenen Konzentrationen 4-Nitrochinolin-1-oxid enthielt und fiir
die Dauer eines Zellzyklus bei 30°C inkubiert. Die Zellen wurden gewaschen und Verdiin-
nungen auf Vollmedium zur Bestimmung der Lebendzellzahl sowie auf Medium mit G418 zur
Bestimmung der Reversionsfrequenz plattiert. Gezeigt sind die Mittelwerte aus drei bis flinf
Experimenten. Daten fiir Wildtyp und mph1-Deletionsmutante wurden Abb. 8 entnommen.

Die Reversionsfrequenz ist in mms4-Deletionsmutanten

nach Behandlung mit Camptothecin stark erniedrigt

Geht man davon aus, daf der Mms4-Mus81-Komplex an der Reinitiation der Replikation
nach Helikasearresten beteiligt ist, dann sollte man annehmen, daf} die Reversions-
frequenzen nach Behandlung mit Chemikalien, welche Lasionen auslosen, die vermehrt
zu Helikasearresten fithren, deutlich stirker erniedrigt sind als bei Chemikalien, welche
eher replikationsarretierend wirken.

Um diese Fragestellung zu untersuchen, wurden die Reversionsfrequenzen des
KanKanMX4-Moduls nach Behandlung mit Camptothecin bestimmt. Es wurde bereits
dargestellt, dafl durch Camptothecin einerseits Einzelstrangbriiche entstehen, welche
replikationsabhingig in Doppelstrangbriiche tberfithrt werden. Zusétzlich kann es zu
einem Arrest der Replikationsgabel insbesondere des lagging strand kommen (siehe Seite
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68), wobei angenommen werden kann, daf3 dieser Arrest auf eine Behinderung der
replikativen Helikase am kovalenten Topoisomerase-DNA-Komplex zuriickzufiihren ist.
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Abb. 18: Beeinflussung der Reversionsfrequenz des KanKanMX4-Moduls in den Stammen
CEN.PK 2-1C mms4 und CEN.PK 2-1C mms4 mph1 nach Behandlung mit Camptothecin. Die
Zellen wurden bei Erreichen einer Zelldichte von 1-107 Zellen-ml~" mit a-mating factor in der
Gi-Phase des Zellzyklus arretiert. AnschlieBend wurden die Zellen in Medium resuspendiert,
welches die angegebenen Konzentrationen Camptothecin enthielt und fiir die Dauer eines
Zellzyklus bei 30°C inkubiert. Die Zellen wurden gewaschen und Verdiinnungen auf Voll-
medium zur Bestimmung der Lebendzellzahl sowie auf Medium mit G418 zur Bestimmung der
Reversionsfrequenz plattiert. Gezeigt sind die Daten aus drei Experimenten. Daten fir Wildtyp
und mph1-Deletionsmutante wurden Abb. 9 entnommen.

Abb. 18 lafit sich entnehmen, dafl die Reversionsfrequenzen der mms4-Deletionsmutante
sowohl im Vergleich zum Wildtyp als auch zur mphl-Deletionsmutante deutlich er-
niedrigt sind. Offenbar entstehen also in der mms4-Deletionsmutante deutlich weniger
Reversionsereignisse. Prinzipiell passen die biochemischen Befunde zu den Ergebnissen,
nach welchen durch den Mms4-Mus81-Komplex Gabelstrukturen geschnitten werden,
wobei Strangenden entstehen, die zur Rekombination genutzt werden konnen (siehe Abb.
2 & Abb. 36). Diesbeziiglich ist es nicht verwunderlich, wenn in mms4-Deletions-
mutanten weniger DNA-Enden und damit weniger Reversionsereignisse zu beobachten
sind.

Gerade in diesem Zusammenhang ist interessant, dafl in der mms4 mphl-Doppel-
mutante die Reversionsfrequenzen noch deutlich niedriger als in der mms4-Einzel-
mutante sind. Hier werden offenbar fast keine doppelstrangigen DNA-Enden mehr ge-
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bildet. Dieser Befund steht allerdings im Widerspruch zu der Hypothese, daf3 die durch
Camptothecin gebildeten Einzelstrangbriiche in Abhdngigkeit der Replikation in Doppel-
strangbriiche iiberfithrt werden, da man zumindest diese als Reversionsereignis messen
koénnen miifdte, was allerdings offensichtlich nicht der Fall ist. Dieser Befund laf3t sich
entweder dergestalt erklaren, dafl durch Behandlung mit Camptothecin keine doppel-
stringigen DNA-Enden entstehen, oder aber, daf doppelstriangige DNA-Enden nicht
grundsitzlich zu Reversionsereignissen fithren miissen. In diesem Fall wiirde ein beson-
deres Ereignis zu den Reversionsereignissen fiithren, welches sich in Abwesenheit von
Mms4 und Mphl nahezu vollstindig unterdriicken liefie.

Die starke Absenkung der Reversionsfrequenz in mms4-Deletionsmutanten nach Be-
handlung mit Camptothecin steht auf den ersten Blick im Widerspruch zu der von FABRE
et al. aufgestellten Hypothese. Nach dieser Hypothese ist der Mms4-Mus81-Komplex
insbesondere an der Prozessierung von Rekombinationsintermediaten beteiligt, welche
beim Auffiillen einzelstringiger DNA-Bereiche entstehen (FABRE et al, 2002; siche Seite
87). Gemif’ dieser Hypothese sollte man allerdings davon ausgehen, dafl die Strang-
invasion bereits vor der Prozessierung durch Mms4-Mus81 erfolgt ist, wobei angenom-
men wird, daf$ durch die Invasion des Stranges im falschen Sequenzabschnitt das Rever-
sionsereignis ausgelost wird. Durch die Hypothese laf3t sich nur schwer erklaren, warum
es bei Abwesenheit des Komplexes weniger oft zu einer Invasion des Stranges im falschen
Sequenzabschnitt kommt.

Eine Moglichkeit der Interpretation der Daten wire, dafy der Mms4-Mus81-Komplex
an mehreren unterschiedlichen Schritten beteiligt ist. So widerlegen die gewonnenen
Daten prinzipiell nicht die Hypothese, daf3 durch den Komplex eine Prozessierung von
Helikasearresten erfolgt. Allerdings miifite man in Anbetracht der Substratspezifitit des
Komplexes annehmen, daf$ an Helikasearresten Strukturen aktiv gebildet werden, welche
durch den Komplex prozessiert werden konnen, oder dafy es durch die Bindung zusitz-
licher Faktoren zu einer Stimulierung der Aktivitat auch an anders gestalteten Substraten
kommt.

Die mms4-Deletionsmutante zeigt eine erhohte spontane Reversionsrate

Nimmt man eine Beteiligung des Mms4-Mus81-Komplexes an der Prozessierung von
Helikasearresten an, dann sollte man erwarten, dafl die spontane Reversionsrate in mms4-
Deletionsmutanten — dhnlich wie in mphl-Deletionsmutanten — erniedrigt ist, da auf-
tretende Helikasearreste tiber andere Wege prozessiert werden miissen. Gemiaf3 den Daten
der Reversionsfrequenzen fithren diese anderen Wege aber offenbar nicht verstiarkt zu
Reversionsereignissen, so daf$ auch die spontane Reversionsrate erniedrigt sein sollte. Um
dies zu tiberpriifen, wurde diese gemif3 der Medianmethode bestimmt (LEa & CouLsoN,
1948).

Interessanterweise geht aus Tabelle 8 hervor, daf$ sich im Gegensatz zur aufgestellten
Hypothese sowie im Gegensatz zu den Reversionsfrequenzen genau der umgekehrte
Effekt zeigt: in mms4-Deletionsmutanten ist die spontane Reversionsrate im Vergleich
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zum Wildtyp erhoht und auch die Reversionsrate der Doppelmutante ist im Vergleich
zum Wildtyp deutlich erhéht.

Fiir dieses Ergebnis kann es unterschiedliche Griinde geben. So ist es durchaus denk-
bar, daf die spontan im Organismus auftretenden Lésionen anderer Natur sind als die
durch 4-NQO und Camptothecin induzierten Schiden. Es wire also moglich, dafl diese
Schiden Mms4-abhingig prozessiert werden und bei Abwesenheit von Mms4 ein alterna-
tiver Weg genutzt werden muf3, der seinerseits zu mehr Reversionsereignissen fiihrt.

Tabelle 8: Spontane Reversionsraten der Stamme CEN.PK 2-1C, CEN.PK 2-1C mms4 und

CEN.PK 2-1C mms4 mphl, ermittelt mit dem KanKanMX4-Konstrukt gemaB der
Medianmethode (Lea und Coulson, 1948).

Spontane Reversionsrate  Faktor

CEN.PK 2-1C 6,87-10°+£0,69- 107 1
CEN.PK 2-1C mms4 1,70-10*+ 0,16 - 10™* 2,7
CEN.PK 2-1C mms4 mphl 1,40-10*+0,14-10* 2,0

Andererseits muf bei dem Ergebnis berticksichtigt werden, daf3 die spezifische Substrat-
bindung durch den Komplex erfolgt und daf3 die endonukleolytische Aktivitit durch
Mus81 vermittelt wird. Es wire also denkbar, daf das Fehlen von Mms4 zu einer
ungerichteten Spaltung der DNA durch Mus81 fihrt, die allerdings auch durch die
Induktion von Lasionen nicht gesteigert werden kann und aus diesem Grund die Rever-
sionsfrequenzen im Falle der Behandlung mit 4-NQO bzw. Camptothecin verringert.
Diese Hypothese wird allerdings dadurch geschwicht, dafd die endonukleolytische Aktivi-
tit von Mus81 ohne Mms4 in vitro extrem niedrig ist. Erst die Komplexbildung mit
Mms4 sorgt oftenbar fiir eine Aktivierung dieser Aktivitit (KALIRAMAN et al., 2001).

Untersuchungen zur Reversion des KanKanMX4-Moduls
in sgs1-Deletionsmutanten

Die sogenannte RecQ-Familie der Helikasen ist benannt nach dem RecQ-Protein aus E.
coli, welche in RecF-abhidngigen Rekombinationsprozessen eine Rolle spielt. Proteine aus
der Familie der RecQ-DNA-Helikasen besitzen eine zentrale Region von 350 bis 400
Aminoséduren. Diese Sequenzabschnitte enthalten sieben Motive, welche sich in der
Proteinsequenz zahlreicher DNA- und RNA-Helikasen finden. Mittlerweile konnte fiir
einige Mitglieder der RecQ-Familie auch biochemisch gezeigt werden, daf3 sie in der Lage
sind, DNA in 3’—5’-Richtung zu entwinden (OakLEY & HicksoN, 2002).

In E. coli fithrt die Deletion von recQ zu einer erhohten illegitimen Rekombinations-
rate (HanADA et al, 1997), wohingegen die homologe Rekombination erniedrigt ist
(KowaLczykowskI et al., 1994). Es konnte in vitro gezeigt werden, dafl RecQ synthetische
Holliday junctions zu entwinden vermag (HarRMON & KowALczykowski, 1998). Es wird
vermutet, dafl RecQ eine dhnliche Rolle im RecF-Weg der Rekombination wie der
RecBCD-Komplex spielen konnte. Durch die Entwindung in 3>—5’-Richtung konnte ein
3’-Uberhang entstehen, welcher vom RecA-Protein fiir die homologe Rekombination
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genutzt werden konnte. Dies kann im Zusammenspiel mit Rec] erfolgen, welches eben-
falls zum RecF-Weg der Rekombination gehért und eine 5—3’ gerichtete exonukleo-
lytische Aktivitdt mit einzelstrangiger DNA als Substrat besitzt (KowarLczykowskr et al.,
1994).

In vitro konnte gezeigt werden, dafy RecQ mit Topoisomerase III einen Komplex bildet,
von welchem gezeigt wurde, daf3 er Catenane bilden kann. Dieser Befund legt den Schluf3
nahe, dafl der RecQ-TopolII-Komplex an der Umwandlung von Catenanen, wie sie z.B.
durch Rekombinationsereignisse zwischen Schwesterchromatiden entstehen koénnen,
beteiligt ist. Interessanterweise war die Catenanbildung auch méglich, wenn die Topo-
isomerase III von E. coli durch Top3 von Saccharomyces cerevisiae ersetzt wurde. Diese
Ergebnisse lassen den Schlufl zu, dafy das RecQ-homologe Protein aus Hefe, Sgsl, im
Komplex mit Topolll zumindest beziiglich der Catenierung bzw. Decatenierung von
DNA die gleiche Funktion besitzt (HarmoN et al., 1999).

Sgsl aus Saccharomyces cerevisiae interagiert sowohl genetisch als auch physikalisch
mit Top3 (GANGLOFF et al., 1994; FRICKE et al., 2001; ONODERA et al., 2002). Sowohl top3-
als auch sgsI-Deletionsmutanten zeichnen sich durch eine erhohte Instabilitit der rDNA-
Bereiche aus, wobei diese Instabilitét in sgs! top3-Doppelmutanten nicht nachweisbar ist.
Auch der Wachstumsdefekt von top3-Mutanten wird durch die zusitzliche Deletion von
SGS1 supprimiert (GANGLOFF et al., 1994).

Wie bereits erwdhnt (sieche Seite 73) zeigen sgsI-Deletionsmutanten zusitzlich zu der
beobachteten Instabilitit der rDNA-Bereiche eine erhohte mitotische Rekombinationsrate
sowohl bei homeologen (MYUNG et al., 2001) als auch bei homologen Substraten (WarT et
al., 1996; MYUNG et al,, 2001). Die erhohte Rate homologer mitotischer Rekombination ist
dabei nur teilweise von der Anwesenheit von Rad52 abhingig (WArT et al., 1996). Offen-
bar ist Sgsl also in der Lage, mitotische Rekombinationsereignisse zu unterdriicken
(MyuNG et al.,, 2001). Im Einklang mit einer Beteiligung von Sgsl an rekombinativen
Prozessen steht die physikalische Interaktion von Sgs1 mit Rad51 (Wu et al., 2001).

Rekombinantes Sgs1 bindet bevorzugt an doppelstriangige Substrate mit einem einzel-
stringigen 3’-Uberhang und entwindet dies, wihrend ein gleiches Substrat mit einem 5’
Uberhang nicht gebunden wird. Interessanterweise wird auch ein RNA-DNA-Hybrid
gebunden und entwunden, sofern der einzelstringige 3’-Uberhang ein DNA-Strang ist.
Weiterhin konnte nachgewiesen werden, dafl durch Sgsl auch Holliday junctions ge-
bunden und entwunden werden (BENNETT et al., 1999).

Neben den Hinweisen fiir eine direkte Rolle von Sgs1 im DNA-Metabolismus gibt es
auch Hinweise auf eine Beteiligung am S-Phasen-checkpoint. Nach Behandlung mit MMS
zeigen sgsl-Deletionsmutanten im Vergleich zum Wildtyp keine Verlingerung der S-
Phase. Dies deutet darauf hin, daf3 Sgs1 im Falle von vermehrt auftretenden Schaden
wihrend der S-Phase den checkpoint anschaltet bzw. an diesem Prozef3 beteiligt ist. Eine
Beteiligung am G- bzw. am G,-checkpoint lief§ sich hingegen nicht nachweisen.

Beziiglich der Sensitivitat gegeniiber Hydroxyharnstoft ist POL2 (Pol ) epistatisch zu
SGS1 (Frer & GASSER, 2000). Durch Hydroxyharnstoff wird die Ribonukleotiddiphos-
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phatreduktase gehemmt, so daf3 die Desoxyribonukleotide aus Ribonukleotidvorldufern
nicht mehr gebildet werden koénnen (FriEDBERG et al., 1995) und die Replikation auf-
grund fehlender Nukleotide arretiert. Da bereits fiir Pol 2 eine Beteiligung am S-Phasen-
checkpoint gezeigt werden konnte, indem es zu einer Aktivierung von Rad53 fithrt (Navas
et al., 1996), liegt die Vermutung nahe, daf3 Sgs1 ebenfalls an dieser Signalgebung beteiligt
ist. Diese Hypothese wurde durch die Befunde unterstiitzt, dafl in sgsI rad24-Doppel-
mutanten fast keine Phosphorylierung von Rad53 nachgewiesen werden kann, wahrend
sich in den jeweiligen Einzelmutanten eine Phosphorylierung nachweisen laf3t. Zusitzlich
konnte eine Colokalisation von Sgs1 und Rad53 in Replikationsfoci gezeigt werden (FrEx
& GASSER, 2000). Die Gesamtheit der Befunde legen der Vermutung nahe, dafy Sgs1 insbe-
sondere wiahrend der S-Phase mehrere Funktionen zukommen.

Im humanen Zellen gehoren mindestens fiinf Proteine zur Familie der RecQ-Heli-
kasen. Das Fehlen von drei dieser Proteine fithrt zu schweren Erbkrankheiten: Muta-
tionen in den Genen BLM und WRN fithren zu den Erkrankungen Bloom- und Werner-
Syndrom; in Patienten mit dem Rothmund-Thomson-Syndrom ist das RECQL4-Gen
mutiert (CoBB ef al., 2002).

Wie bereits fiir Sgs1 und Rad51 aus Saccharomyces cerevisiae nachgewiesen wurde,
interagieren auch das humane Blm- sowie das humane Rad51-Protein. Durch
fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen konnte gezeigt werden, daf3 es insbesondere nach
Bestrahlung der Zellen mit y-Strahlung zu einer Kolokalisation von Blm und hRad51 im
Zellkern von humanen Fibroblasten kommt (Wu et al., 2001).

Sowohl fiir das Blm- als auch das Wrn-Protein konnte gezeigt werden, dafl sie in vitro
in der Lage sind, synthetische Holliday junctions aufzulosen sowie branch migration iiber
eine Distanz von mehreren Kilobasen zu katalysieren (Karow et al., 2000; MOHAGHEGH
et al., 2001). Interessant ist hierbei, daf} durch Blm, dhnlich wie im Falle von Sgs1, einzel-
straingige DNA entsteht, wihrend durch Wrn sogenannte 2 way junctions entstehen
(MOHAGHEGH et al., 2001; BENNETT et al., 1999).

Aufgrund dieser Befunde wurde fiir das Blm-Protein die Hypothese entwickelt, daf3 es
an der Entfernung von Holliday junctions durch branch migration vor der Auflosung
durch Resolvasen beteiligt ist. In Abwesenheit von Blm besif3en die auftretenden Holliday
junctions eine lingere Halbwertzeit, was zu haufigeren Schnitten durch Resolvasen fithren
sollte. Die dabei entstehenden doppelstrangigen DNA-Enden stellen dann ein Substrat fiir
die homologe Rekombination dar. Durch die Entfernung der Holliday junctions werden
diese Substrate und somit gleichzeitig die Zahl der Rekombinationsereignisse verringert
(Karow et al., 2000).

Mit Hilfe von Mutationsraten konnte gezeigt werden, dafy der Mutatorphanotyp der
mphl-Deletionsmutante durch die zusitzliche Deletion von SGSI supprimiert wird
(ScHURER et al., unverdffentlicht). Es soll versucht werden, mit Hilfe des KanKanMX4-
Versuchssystem diese genetische Interaktion naher zu untersuchen.
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Die sgs1-Deletionsmutante zeigt eine erhohte spontane Reversionsrate

Wie bereits erwéhnt, ist Sgsl aus Saccharomyces cerevisiae in der Lage, synthetische
Holliday junctions aufzulosen (BENNETT et al., 1999). Fir mphl-Deletionsmutanten
konnte gezeigt werden, dafl sowohl die Reversionsfrequenzen nach Mutagenbehandlung
als auch die spontane Reversionsrate erniedrigt ist. Dieser Befund kann dergestalt ge-
deutet werden, daf$ Mphl z.B. an der Bildung von Holliday junctions beteiligt ist. In
mphl-Deletionsmutanten wire die verringerte Bildung von Holliday junctions die Folge,
welche zu einer verstarkten Prozessierung der auslosenden Lasion mit Hilfe der Transla-
sionssynthese fiithrt. Auf diese Weise lief}e sich die erhohte Mutationsrate sowie die er-
niedrigte Reversionsrate erklaren.

Wird nun zusitzlich SGS1 deletiert, so konnen auftretende Holliday junctions nicht
mehr aufgelost werden. Dies sollte zu einer erhohten Wahrscheinlichkeit fithren, dafd die
Holliday junctions durch Resolvasen geschnitten werden. In Doppelmutanten wiirden
durch das fehlende Mph1 weniger Holliday junctions gebildet, diese aber auch nicht mehr
durch Sgsl aufgelost, womit sich die verringerte Mutationsrate der Doppelmutante im
Vergleich zur mph1-Einzelmutante erkliren lief3e.

Ausgehend von dieser Hypothese sollte man erwarten, dafl in sgsI-Einzelmutanten
durch die erhohte Stabilitit der Holliday junctions verstarkt eine Auflosung durch Resol-
vasen erfolgt, wodurch doppelstringige DNA-Enden entstehen. Diese vermehrt auf-
tretenden DNA-Enden sollten zu einer Erhohung der spontanen Reversionsrate des
KanKanMX4-Konstruktes fithren. Um diese Hypothese zu iberpriifen, wurde die
spontane Reversionsrate des KanKanMX4-Moduls in sgsI- sowie sgsI mphl-Deletions-
mutanten gemif3 der Medianmethode bestimmt (LEa & CouLsoN, 1948). Die Ergebnisse
sind in Tabelle 9 zusammengefafit.

Tabelle 9: Spontane Reversionsraten der Stamme CEN.PK 2-1C, CEN.PK 2-1C sgs7 und CEN.PK

2-1C sgs1 mphl, ermittelt mit dem KanKanMX4-Konstrukt gemaR der Medianmethode (Lea
und Coulson, 1948).

Spontane Reversionsrate ~ Faktor

CEN.PK 2-1C 9,96-10°+0,6- 107 1
CEN.PK 2-1C sgs1 3,28-10*+0,3-10* 3,83
CEN.PK 2-1C sgsI mphl 1,79-10*+0,1-10™* 1,79

Die spontane Reversionsrate ist in sgsI-Deletionsmutanten signifikant gegeniiber der
Reversionsrate des Wildtyps erhoht. Nimmt man an, daf8 fiir diese Erhohung rekombina-
tive Prozesse verantwortlich sind, so ist die beobachtete Erhéhung im Einklang mit den
Befunden, daf8 sich in sgsI-Deletionsmutanten ein Hyperrekombinationsphdnotyp nach-
weisen laf3t (GANGLOFF et al., 1994; MYUNG et al., 2001; SHOR et al., 2002). Diese Befunde
unterstiitzen die Hypothese, dafi in sgsI-Deletionsmutanten Holliday junctions stabilisiert
sind und damit vermehrt durch Resolvasen geschnitten werden.

Die Reversionsrate der sgs1 mphl-Doppelmutante liegt zwischen den Reversionsraten
des Wildtyps und der sgsI-Einzelmutante. Eine solche Absenkung wiirde man erwarten,
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wenn Mphl z.B. an der Bildung von Holliday junctions beteiligt wire. In der sgsI-Einzel-
mutante wiirden diese durch Mphl gebildet, aber nicht aufgeldst, so dafl vermehrt
doppelstrangige DNA-Enden entstehen. Wird nun MPHI deletiert, werden deutlich
weniger Holliday junctions gebildet. Die z.B. spontan auftretenden junctions miissen
allerdings nach wie vor mittels eines rekombinativen Weges aufgelost werden, so dafl die
Reversionsrate iiber das Niveau der mph1-Einzelmutante erhoht ist.

Die gemessenen Daten stehen also nicht im Widerspruch zu der aufgestellten Hypo-
these, dafl Mphl und Sgsl1 Gegenspieler bei der Bildung bzw. Auflosung von Holliday
junctions sein konnten.

Die Reversionsfrequenz des KanKanMX4-Moduls ist in sgs1-Deletionsmutanten
nach Behandlung mit 4-NQO erniedrigt

Geht man von der Hypothese aus, dafl Sgsl Rekombinationsereignisse unterdriickt,
indem es gebildete Holliday junctions auflost, dann sollten in einer sgsI-Deletionsmutante
aufgrund von DNA-Liasionen vermehrt Rekombinationsereignisse auftreten. Nach dieser
Hypothese sollte man also erwarten, dafl die Reversionsfrequenz des KanKanMX4-
Moduls nach Behandlung mit 4-NQO {iber das Niveau des Wildtyps erhoht ist.

Um diese Hypothese zu untersuchen, wurden die Reversionsfrequenzen des
KanKanXM4-Moduls in sgs1- sowie sgsI mphl-Deletionsmutanten nach Behandlung mit
4-NQO gemessen. Die experimentelle Durchfithrung erfolgte wie beschrieben (siehe Seite
67).

Aus Abb. 19 geht klar hervor, daf3 die Reversionsfrequenzen der sgsI-Einzelmutante im
Vergleich zu den Reversionsfrequenzen des Wildtyps deutlich erniedrigt sind. Geht man
(wie bereits erwdhnt) davon aus, dafl die gemessenen Reversionen auf Rekombinations-
ereignisse zuriickgehen, dann ist offenbar die Rekombinationsfrequenz nach Induktion
von DNA-Lisionen signifikant erniedrigt. Dieser Befund steht eindeutig im Widerspruch
zu der aufgestellten Hypothese, daf3 es bei Abwesenheit von Sgs1 zu einer Stabilisierung
von Holliday junctions und damit vermehrt zu ihrer rekombinativen Auflosung kommt.

Es wurde bereits ausgefithrt, dafl Mphl an einer fehlerfreien Umgehung von arre-
tierenden Lisionen durch die Bildung einer Holliday junction mit anschlieffendem
polymerase strand switch beteiligt sein konnte (siehe Seite 73). In Abwesenheit von Mphl
wiirde dann verstirkt eine fehlerhaftes Uberlesen durch die Transldsionssynthese zum
Zweck der Reinitiation der Replikation erfolgen.

Unter diesem Gesichtspunkt sollte man erwarten, daf3 eine weitere Erniedrigung der
Reversionsfrequenz zu einer weiteren Erniedrigung der Mutationsrate fithrt. Dies ist
jedoch nicht der Fall. Ein moglicher Schlufl aus diesem Befund ist die Annahme, dafi es
keine direkte Korrelation zwischen der Mutationsrate und der Reversionsrate bzw. den
Reversionsfrequenzen gibt, oder daf3 eine mogliche Korrelation durch eine Reihe unter-
schiedlicher Faktoren beeinfluft werden kann.

Bemerkenswert ist, dafl die Erniedrigung der Frequenz von Rekombinations-
ereignissen auch in anderen experimentellen Systemen bestitigt wurde. Es wurde bereits
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darauf hingewiesen, daf3 fiir sgsI-Deletionsmutanten erhohte Rekombinationsraten
bestimmt wurden (GANGLOFF et al., 1994; MYUNG et al., 2001; SHOR et al., 2002) und daf$
diese Erhohung auch fiir die spontane Reversionsrate des KanKanMX4-Moduls gilt (siehe
Seite 97). Nach Behandlung mit UV (GANGLOFF et al, 2000) und MMS (Onoba et al.,
2001) hingegen ist in sgsI-Deletionsmutanten die heterolallelische Reversionsfrequenz
erniedrigt, wobei dieser Befund den oben gezeigten Daten entspricht, dafl die Reversions-
frequenzen nach Behandlung mit 4-NQO erniedrigt sind. Es muf8 deutlich darauf hin-
gewiesen werden, dafl sich heteroallelische Rekombinationsraten bzw. Reversions-
frequenzen nicht zwingend mit den hier gemessenen Reversionsraten und Reversionsfre-
quenzen vergleichen lassen, da sich die Mechanismen durchaus unterscheiden kénnen.
Trotzdem ist die Ubereinstimmung dieser Daten bemerkenswert.
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Abb. 19: Beeinflussung der Reversionsfrequenz des KanKanMX4-Moduls in den Stdmmen
CEN.PK 2-1C sgs7 und CEN.PK 2-1C sgsT mph1 nach Behandlung mit 4-Nitrochinolin-1-oxid. Die
Zellen wurden bei Erreichen einer Zelldichte von 1-107 Zellen-ml~" mit a-mating factor in der
Gi-Phase des Zellzyklus arretiert. AnschlieBend wurden die Zellen in Medium resuspendiert,
welches die angegebenen Konzentrationen 4-Nitrochinolin-1-oxid enthielt und fir die Dauer
eines Zellzyklus bei 30°C inkubiert. Die Zellen wurden gewaschen und Verdiinnungen auf Voll-
medium zur Bestimmung der Lebendzellzahl sowie auf Medium mit G418 zur Bestimmung der
Reversionsfrequenz plattiert. Gezeigt sind die Mittelwerte aus drei Datensatzen. Die Daten von
Wildtyp und mph1i-Deletionsmutante wurden Abb. 8 entnommen.

Diese Daten unterstiitzen die Hypothese von FaBre et al., nach welcher es sich bei Sgsl
um ein multifunktionelles Enzym handelt, welches sowohl eine positive als auch eine
negative Rolle in rekombinativen Prozessen spielt (FABRE ef al., 2002).
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Die Reversionsfrequenz des KanKanMX4-Moduls ist in sgs1-Deletionsmutanten

nach Behandlung mit Camptothecin erhoht.

Auffallend bei den durchgefiihrten Experimenten ist, dafy die Messungen der Rekombina-
tions- bzw. Reversionsfrequenzen in allen Féllen entweder ganzlich ohne oder aber mit
genotoxischen Agenzien durchgefiihrt wurden, von welchen angenommen wird, daf$ sie
zum grofiten Teil Basenmodifikationen auslosen. Aus diesem Grund soll untersucht
werden, in welcher Weise sich die Reversionsfrequenz nach Behandlung mit
Camptothecin verdndert (fiir ndheres tiber die durch Camptothecin ausgeldsten Lasionen
sieche Seite 68). Auf diese Weise kann der Einfluf eine SGSI-Deletion auf die Prozes-
sierung grofler DNA-Protein-Komplexe sowie Einzelstrangbriiche, welche im Zuge der
Replikation in Doppelstrangbriiche tiberfiithrt werden, untersucht werden.

Die Experimente zur Bestimmung der Reversionsfrequenzen nach Behandlung mit
Camptothecin wurden wie beschrieben durchgefiihrt (siehe Seite 68).
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Abb. 20: Beeinflussung der Reversionsfrequenz des KanKanMX4-Moduls in den Stammen
CEN.PK 2-1C sgs1 und CEN.PK 2-1C sgs1 mph1 nach Behandlung mit Camptothecin. Die Zellen
wurden bei Erreichen einer Zelldichte von 1-107 Zellen-ml~" mit a-mating factor in der Gi-
Phase des Zellzyklus arretiert. AnschlieBend wurden die Zellen in Medium resuspendiert,
welches die angegebenen Konzentrationen Camptothecin enthielt und fiir die Dauer eines
Zellzyklus bei 30°C inkubiert. Die Zellen wurden gewaschen und Verdiinnungen auf Voll-
medium zur Bestimmung der Lebendzellzahl sowie auf Medium mit G418 zur Bestimmung der
Reversionsfrequenz plattiert. Gezeigt sind die Mittelwerte dreier Datensdtze. Die Daten von
Wildtyp und mph1-Deletionsmutante wurden Abb. 9 entnommen.
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Im Gegensatz zur Veranderung der Reversionsfrequenzen nach Behandlung mit 4-NQO
zeigt die sgsI-Deletionsmutante nach Behandlung mit Camptothecin im Vergleich zum
Wildtyp deutliche erhohte Reversionsfrequenzen, wie sich Abb. 20 entnehmen laf3t. Dieses
Ergebnis deutet darauf hin, dafl es im Gegensatz zur Behandlung mit 4-NQO durch Sgs1
zu einer Unterdriickung rekombinativer Ereignisse im Falle von Einzelstrangbriichen und
Arresten an DNA-Proteinkomplexen kommt. Fehlt Sgs1, so erfolgt die Reinitiation an
derartigen Lasionen vermehrt durch rekombinative Mechanismen.

Interessanterweise konnte dieser Befund auch eine Erklirung fiir die Unterschiede
zwischen der Reversions- bzw. Rekombinationsrate in unbehandelten sowie mutagen-
behandelten Kulturen sein. Geht man davon aus, dafl es im normalen Zellmetabolismus
hauptsachlich zu Arresten an DNA-Protein-Komplexen bzw. Sekundérstrukturen oder an
Einzelstrangbriichen kommt, welche z.B. durch Inzisionen im Zuge der Basenexcisions-
reparatur entstehen, dann wire es durchaus denkbar, daf3 die Reversionsrate in unbe-
handelten Zellen erhoht ist. Bei Behandlung mit Agenzien, welche zu kleinen DNA-Li-
sionen und somit vermehrt zu einem Arrest der replikativen Polymerasen fiihren, tiber-
wiegt dann hingegen die fehlende stimulierende Funktion, so dafy hier die priméar auf-
tretenden kleinen DNA-Lisionen zu keiner weiteren Erh6hung der Reversions- bzw. Re-
kombinationsfrequenzen fiihren.

Interessant ist weiterhin, dafy auch die Reversionsfrequenzen der sgsI mphI-Doppel-
mutante deutlich tiber den Frequenzen des Wildtyps liegen, wobei die Frequenzen, mit
Ausnahme des letzten Datenpunktes, nahezu gleich sind. Uber weite Konzentrations-
bereiche kann also angenommen werden, dafl die An- bzw. Abwesenheit von MPHI
keinen Einfluf$ auf die durch das Fehlen von Sgs1 ausgelosten Reversionsereignisse hat.

Dieser Befund pafit einerseits zu der Hypothese, daff Mphl hauptsichlich an der
Prozessierung kleinerer DNA-Lisionen beteiligt sein konnte, welche zu einem Arrest der
replikativen Polymerasen fithren und welche bei Behandlung mit Camptothecin nur eine
untergeordnete Rolle spielen sollten. Andererseits ist in der mphl-Einzelmutante eine
Verringerung der Reversionsfrequenzen gegeniiber dem Wildtyp zu beobachten, welche
sich bei der sgsl mphl-Doppelmutante gegeniiber der sgsI-Einzelmutante wenn iiber-
haupt nur bei der hochsten Camptothecin-Konzentration zeigen lafit. Es erscheint
zundchst also eher wahrscheinlich, dafl die An- oder Abwesenheit von Mphl in sgsI-
Deletionsmutanten kaum noch einen Effekt hat. Hierbei stellt sich natiirlich die Frage, ob
die Suppression des Mutatorphinotyps der mphl-Deletionsmutanten durch die zusitz-
liche Deletion von SGSI auf einen dhnlichen Mechanismus zuriickgeht, ob also in sgsI-
Mutanten ein Weg ausgeschaltet wird, auf den die An- bzw. Abwesenheit von Mphl
keinen Einflufy mehr hat.

Die Mutationsfrequenzen sind in sgs1-Mutanten deutlich erhoht

Auffillig am Phinotyp der sgsI-Deletionsmutante ist, dafl bei Behandlung der Zellen mit
4-NQO die Reversionsfrequenzen erniedrigt sind. Zusétzlich deuten die Mutationsraten
darauf hin, dafl in Abwesenheit von Sgs1 keine fehlerbehaftete Transldsionssynthese statt-
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findet, wihrend die Daten von Frer & Gasser belegen, daf$ bei Behandlung mit MMS die
S-Phase nicht verldngert ist, sondern erst ein Arrest am G,/M-Ubergang erfolgt (FrREI &
GASSER, 2000). Wenn aber sowohl weniger rekombinative Mechanismen als auch weniger
Transldsionssynthese in geschadigten Zellen auftritt, stellt sich die Frage, wie die Zellen
die S-Phase durchlaufen konnen bzw. welche Mechanismen fiir die Umgehung der ganz
offensichtlich auftretenden Lisionen genutzt werden konnen.

Um auszuschlielen, daf3, wie im Falle spontan auftretender Lasionen, auch bei Be-
handlung der Zellen mit Mutagenen in Abwesenheit von Sgsl keine fehlerbehaftete
Translasionssynthese erfolgt, wurden die Mutationsfrequenzen von sgsI- sowie sgsl
mphl-Mutanten nach Behandlung mit 4-NQO bestimmt. Die Durchfiihrung der Experi-
mente erfolgte wie beschrieben (siehe Seite 67).

2e+0

—&— Wildtyp
—O— mphl -
—A— sgsl
—Vv— sgsl mphl

2e+0

1e+0

Se-1

Mutationsfrequenz [x 107
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Abb. 21: Beeinflussung der Mutationsfrequenz durch Behandlung der Stamme CEN.PK 2-1C
sgs1 sowie CEN.PK 2-1C sgs7 mphl mit 4-Nitrochinolin-1-oxid. Die Stamme wurden bei
Erreichen einer Zelldichte von 1- 107 Zellen - mI"! mit a-mating factor in der Gi-Phase des Zell-
zyklus arretiert. AnschlieBend wurden die Zellen in Medium mit den angegebenen Konzentra-
tionen 4-Nitrochinolin-1-oxid resuspendiert und fiir die Dauer eines Zellzyklus bei 30°C
inkubiert. Die Zellen wurden gewaschen und Verdiinnungen auf SD-9-Selektivmedium zur
Bestimmung der Lebendzellzahl sowie auf Medium mit Canavanin zur Bestimmung der Muta-
tionsfrequenz plattiert. Gezeigt sind Datensétze aus drei Experimenten. Die Daten fiir Wildtyp
und mph1-Deletionsmutante wurden Abb. 3 entnommen.

Bemerkenswerterweise stehen die in Abb. 21 gezeigten Ergebnisse im scharfen Kontrast
zu den Daten der Mutationsrate. Ganz offensichtlich wird bei Behandlung der Zellen mit
4-NQO in sgsI-Mutanten vermehrt die Transldsionssynthese wahrend der Replikation
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eingesetzt. Es ist leicht vorstellbar, dafl dies schneller erfolgt als alternative, fehlerfreie
Reparaturmechanismen, so dafl sich auch der Befund einer im Vergleich zum Wildtyp
schneller ablaufenden S-Phase nach Mutagenbehandlung einordnen ldf3t (FRer & GASSER,
2000).

Bei spontan im Organismus auftretenden Lésionen wird aber zumindest bei Abwesen-
heit von Mphl durch Sgsl gerade die Transldsionssynthese ermoglicht, da sgs1 mphl-
Doppelmutanten keinen Mutatorphdnotyp mehr zeigen. Eine mogliche Erkldrung fiir
diesen Befund wire, dafy Sgs1 u.a. eine regulatorische Funktion zukommt, welche dafiir
sorgt, daf’ bei kleinen Schadensdichten, die fiir spontan auftretende Schiden angenom-
men werden koénnen, die Transldsionssynthese aktiviert wird. Bei hohen Schadensdichten
wiirde hingegen die Transldsionssynthese unterdriickt werden, um z.B. die Zahl der auf-
tretenden Mutationen in Grenzen zu halten. Bei Ausfall von Sgsl wiirde dann die Akti-
vierung, aber auch die Repression wegfallen, so daf3 unter Normalbedingungen weniger
Transldsionssynthese erfolgt, wiahrend sie bei hoheren Schadensdichten nicht mehr
inaktiviert wird.

Diese hypothetische Funktion von Sgsl lafit sich auch ohne groflere Probleme mit
einer von FRer & Gasser postulierten Rolle im Zellzyklus verbinden, da die Rekrutierung
von zur Transldsionssynthese alternativer Mechanismen offensichtlich mehr Zeit be-
notigt, so dafd der S-Phase-checkpoint aktiviert werden muf3.

Untersuchungen zur Reversion des KanKanMX4-Moduls
in srs2-Deletionsmutanten

Die Deletion des SRS2-Gens von Saccharomyces cerevisiae fithrt zu einer Vielzahl unter-
schiedlicher Effekte. Zusdtzlich wurden eine groflere Zahl genetischer Interaktionen von
srs2 u.a. mit Proteinen der homologen Rekombination, der Replikation und der postrepli-
kativen Reparatur beschrieben. In vitro wurden bisher zwei biochemische Funktionen des
Srs2-Proteins gezeigt: es besitzt eine 3’—>5’-Helikaseaktivitit und es ist in der Lage,
Rad51-Filamente aufzulosen. Insbesondere durch die letztgenannte Aktivitit lassen sich
einige der im folgenden beschriebenen Phinotypen erklaren. Allerdings reichen die Be-
funde nicht aus, um den Grofteil der beobachteten Effekte sowie die beobachteten Inter-
aktionen mit anderen Genen zu erkldren.

Srs2 aus Saccharomyces cerevisiae gehort wie Sgsl zu den DNA-Helikasen. Bio-
chemische Experimente haben gezeigt, daf3 Srs2 in Anwesenheit von Mg** und ATP bzw.
dATP eine Helikaseaktivitit besitzt. Die Polaritdt dieser Aktivitit ist, bezogen auf den
durch das Enzym gebundenen Strang, von 3’ nach 5" (RonG und KirEIN, 1993). Substrat ist
eine DNA mit einem einzelstringigen 3’-Uberhang. Substrate mit 5’-Uberhéngen oder
doppelstrangigen DNA-Enden werden offenbar nicht entwunden (VeAUTE ef al., 2003).

Wihrend Sgsl in die Familie der RecQ-Helikasen eingeordnet wird, besitzen die Heli-
kase-Motive von Srs2 Ahnlichkeit mit den bakteriellen Helikasen UvrD und Rep
(ABOUSSEKHRA et al., 1989). Im Gegensatz zu Sgs1 wurden bisher allerdings keine ortho-
logen Proteine in Sdugern gefunden (GANGLOFF et al., 2000; FABRE et al., 2002).
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Wie in sgsI-Deletionsmtanten laf3t sich auch in srs2-Deletionsmutanten sowohl in
Saccharomyces cerevisiae (RONG et al., 1991) als auch in Schizosaccharomyces pombe ein
Hyperrekombinations-Phanotyp nachweisen (Wanc et al., 2001). Mit Hilfe von UV-
Sensitivititen konnte nachgewiesen werden, dafl die zusitzliche Deletion von SRS2 die
Sensitivititen von rad6- (LAWRENCE & CHRISTENSEN, 1979) rad5-, ubcl3- und mms2-
Deletionsmutanten zu supprimieren vermag, wihrend sich mit rad30-Deletionsmutanten
keine epistatische Interaktion nachweisen laf3t. Diese Daten haben zur Hypothese gefiihrt,
daf} Srs2 im fehlerfreien Ast der postreplikativen Reparatur beteiligt ist (ULrICH, 2001).

Bei Kreuzungen von sgsI- mit srs2-Mutanten zeigen die Doppelmutanten nach
Sporulation und Dissektion der Tetraden entweder eine synthetische Letalitit (LEE et al.,
1999) oder ein im Vergleich zum Wildtyp deutlich verlangsamtes Wachstum (GANGLOFF
et al., 2000; McVEy et al., 2001). Die langsam wachsenden Doppelmutanten haben eine
stark verkiirzte Lebenszeit. Mutationen in Genen, welche fiir essentielle Proteine des
NHE] (nonhomologous end-joining) codieren, fithren zu keiner signifikanten Verdnderung
des Phinotyps der sgs1 srs2-Doppelmutante, (McVEy et al., 2001).

Die synthetische Letalitit der Doppelmutante konnte aber durch die zusitzliche Dele-
tion von Rad 51, 55 und 57 supprimiert werden (GANGLOFF et al., 2000; KLEIN, 2001).
Gleiches gilt auch fiir eine srs2 top3-Doppelmutante (KLEIN, 2001).

Diese Befunde zeigen Ahnlichkeit mit den Phinotypen einer sgsI mms4-Doppel-
mutante, die ebenfalls synthetisch letal ist, aber durch die zusitzliche Deletion der Gene
RADS51, 52, 54, 55 und 57 gerettet werden kann, welche alle an Rekombinations-
mechanismen beteiligt sind (siehe Seite 87 sowie 94). Rad51 ist hierbei das zu E. coli-RecA
homologe Protein, wiahrend Rad52 doppelstraingige DNA-Enden bindet und an der
Bildung des Rad51-DNA-Filamentes beteiligt ist. Rad55 ¢ Rad57 bilden ein Dimer und
sind vermutlich ebenfalls an der Ausbildung des Rad51-Filamentes beteiligt, besitzen aber
auch, wie RecA, eine eigene Strangaustauschaktivitit (FRIEDBERG et al, 1995; SUGAWARA
et al., 2003). Fiir Rad54 wird angenommen, dafl es an der Auflosung des Rad51-Fila-
mentes beteiligt ist. Es gibt aber auch Evidenzen, dafy durch Rad54 die replikative
Verldngerung eines eingefithrten 3’-Endes ermoglicht wird (Sucawara et al., 2003).

Fiir Rad27 wird angenommen, daf3 es an der Reifung der Okazaki-Fragmente beteiligt
ist, da es 5’-flap-Strukturen schneidet (Kao et al., 2002). rad27-Deletionsmutanten sind in
Kombination mit Deletionen von Genen letal, welche in der Reparatur von Doppel-
strangbriichen beteiligt sind (DEBRAUWERE et al., 2001). Es ist bemerkenswert, daf3 auch
eine srs2 rad27-Doppelmutante nicht lebensfihig ist. Durch die zusitzliche Deletion von
RADS51 konnte die Letalitdt nicht supprimiert werden, wobei dies allerdings vermutlich
auf die synthetische Letalitit von rad27 rad51-Deletionsmutanten zuriickzufiithren ist
(KLEIN, 2001).

Interessanterweise ist auch eine srs2 rad54-Doppelmutante synthetisch letal, wobei
auch dieser Phinotyp durch die zusitzliche Deletion von RADS5I, 52, 55 und 57 wieder
aufgehoben werden kann (KLEIN, 2001).
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In Schizosaccharomyces pombe konnte gezeigt werden, dafl srs2- rghl-Deletions-
mutanten extrem langsam wachsen und vermehrt am G,-M-Ubergang arretieren, was fiir
eine Verldngerung des Zellzyklus durch den G./M-checkpoint spricht. Diese Hypothese
konnte durch die zusatzliche Deletion des checkpoint-Gens spRAD9 bestitigt werden, da
durch diese Deletion das langsame Wachstum der Doppelmutante supprimiert wird
(MaFTaHI et al., 2002). Die srs2” rghI -Doppelmutante zeigte allerdings nach Behandlung
mit UV und Hydroxyharnstoff eine héhere Uberlebensrate als eine rqhl--Einzelmutante.
Dieser Befund legt die Vermutung nahe, dafl die synthetische Letalitdt bzw. der Wachs-
tumsdefekt nicht darauf zurtickzufiithren ist, daf$ arretierte Replikationsgabeln schlechter
prozessiert werden konnen, sondern daf$ ein Substrat gebildet wird, welches zur Akti-
vierung des G,/M-checkpoints fithrt (MAFTAHI et al., 2002).

Neuere biochemische Daten zeigen, dafl Srs2 offenbar in der Lage ist, Nukleoprotein-
filamente mit Proteinen der RecA/Rad51-Klasse aufzulosen (VEAUTE et al., 2003; KrREjCI
et al., 2003). Diese Aktivitdt ist moglicherweise auf die Translokation von Srs2 auf einzel-
strangiger DNA zuriickzufithren. Diese Hypothese wurde durch die Befunde unterstiitzt,
dafl durch Srs2 keine Rad51-Proteinfilamente mit doppelstringiger DNA aufgeldst
werden (VEAUTE et al., 2003).

Neben der Méoglichkeit, dafl durch Srs2 Rad51-Nukleoproteinfilamente aufgelost
werden, konnte biochemisch gezeigt werden, dafl auch die Rad51/Rad54-abhingige Aus-
bildung von D-loops durch Srs2 verringert werden kann. Hingegen ist Srs2 nicht in der
Lage, ausgebildete D-loops wieder aufzulosen (Krejci et al., 2003).

Zusitzlich konnte gezeigt werden, dafl Srs2 sowohl mit an eine Sdulenmatrix ge-
koppelten Rad51-Protein interagiert, als auch in vivo in einem two-hybrid-assay Inter-
aktion mit Rad51 zeigt (Krejcr et al., 2003). Dieser Befund ist u.a. deshalb interessant,
weil eine Reihe von Phdnotypen der srs2-Deletionsmutante durch die zusitzliche Dele-
tion von RAD51 supprimiert werden (FABRE ef al., 2002; KLEIN, 2001).

Durch LiBerr et al. wurde nachgewiesen, dafl Srs2 nach Behandlung von Zellen mit
Mutagenen phosphoryliert wird. Hierbei wurde nach Behandlung mit 4-NQO nur dann
eine Phosphorylierung nachgewiesen, wenn die Zellen bereits mit der S-Phase begonnen
hatten. Wurden die Zellen hingegen auch nach der Behandlung mit 4-NQO durch «
mating factor arretiert, lief} sich zwar eine Phosphorylierung von Rad53, nicht aber von
Srs2 nachweisen. Diese Phosphorylierung lief sich u.a. nach Deletion von RADS52,
RAD30 und SGSI noch immer nachweisen, wahrend die Deletion der checkpoint-Gene
MECI, RAD53 und DUNI zu einer starken Abnahme fiihrten. Dies deutet darauf hin, daf3
tiir die Phosphorylierung von Srs2 ein funktionsfahiger checkpoint notwendig ist. Sowohl
die Befunde, daf3 es in G;-Zellen nach 4-NQO-Behandlung zu einer Phosphorylierung
von Rad53, nicht aber Srs2 kommt, sowie jene, wonach in Adunl-Zellen die Phospho-
rylierung von Srs2 gestort ist, wobei Dunl stromabwirts von Rad53 eingeordnet wird,
deuten darauf hin, dafd Srs2 kein direktes Substrat fiir Rad53 ist (L1BERI et al., 2000).

Interessanter Weise zeigt sich in srs2-Mutanten eine deutliche Diskrepanz zwischen
der Uberlebensfihigkeit nach Induktion eines Doppelstrangbruches, ausgelést durch die
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HO-Endonuklease, und der Reparatur dieses Doppelstrangbruches. Durch Vaze et al.
konnte gezeigt werden, daf$ in srs2-Mutanten die Reparatur eines Doppelstrangbruches
offenbar maglich ist. Auch Einzelstrangbriiche der DNA wurden nach der Reparatur
nicht mehr nachgewiesen. Trotzdem liegt die Uberlebensfihigkeit der Zellen unter 2%.
Die néhere Untersuchung dieses Effektes zeigte, daf3 die Zellen offenbar permanent am
Ga/M-Ubergang arretieren. In Mutanten, in welchen die checkpoint-Antwort gestort ist,
oder in welchen die checkpoint-Antwort durch die Behandlung mit Koffein unterbunden
wurde, tiberlebten signifikant mehr Zellen nach Induktion des Schnittes durch die HO-
Endonuklease (VAzE et al., 2002).

Diese Funktion zur Inaktivierung des checkpoint-Signals konnte ebenfalls fiir das
single strand annealing sowie die interchromosomale Genkonversion gezeigt werden,
wobei auch beziiglich des letzten Vorgangs Hinweise dafiir vorliegen, daf3 der Reparatur-
prozef3 als solcher abgeschlossen wird, der checkpoint aber dennoch aktiviert bleibt (Vaze
et al., 2002).

rad5- und radl8-Deletionsmutanten zeigen in Bezug auf interchromosomale Gen-
konversion nach Behandlung mit UV einen Hyperrekombinationsphinotyp. Hingegen
zeigen srs2-Deletionsmutanten eine Erniedrigung der ektopischen Rekombinations-
frequenzen sowie der Rate an Schwesterchromatidaustauschen (SCEs). Zusitzlich wird
der Hyperrekombinationsphidnotyp, der sich in rad5- sowie radl8-Deletionsmutanten
nachweisen 1af3t, in rad5 srs2- bzw. rad18 srs2-Deletionsmutanten supprimiert (FRIEDL et
al., 2001).

Durch Uberexpression von SRS2 sowie SGSI in srs2- sowie sgsI-Deletionsmutanten
konnte gezeigt werden, dafd Sgs1 in der Lage ist, die Sensitivitét der srs2-Deletionsmutante
gegenitber MMS und Hydroxyharnstoff bei Uberexpression zu supprimieren. Anders-
herum ist die Suppression des sgsI-Phinotyps durch die Uberexpression von Srs2 nicht
moglich. Diese Befunde deuten darauf hin, dafl es eine funktionelle Uberlappung beider
Proteine gibt, bei welcher ein Teil der Funktion, welche zur MMS-Sensitivitét fithrt, durch
Uberexpression von Sgs1 abgefangen werden kann, wihrend dies nicht fiir die Uberex-
pression von Srs2 bei Abwesenheit von Sgs1 gilt. Allerdings entsprach die Lebensspanne
von srs2-Deletionsmutanten, in welchen SGSI tiberexprimiert wurde, etwa der Lebens-
spanne von srs2-Deletionsmutanten. Die vermehrte Anwesenheit von Sgsl fiihrt also
nicht zu einer Verlingerung der verkiirzten Lebensspanne von srs2-Deletionsmutanten,
wihrend die MMS-Sensitivitat supprimiert werden kann (MANKoOURTI et al, 2002). Aller-
dings muf beziiglich der Lebensspanne angemerkt werden, daf§ die Uberexpression von
SRS2 offenbar zu einem gewissen Grad toxisch fiir die Zellen ist (KayTor et al., 1995).

Die Reversionsfrequenz des KanKanMX4-Moduls ist in srs2-Deletionsmutanten
nach Behandlung mit 4-NQO erniedrigt

Beziiglich des Sgs1-Proteins wurde die Hypothese aufgestellt, dafd es an gebildete Holliday
junctions zu binden vermag und diese in Richtung der Replikationsgabel durch branch
migration auflost. Auf diese Weise konnte eine Rolle an der fehlerfreien Reinitiation arre-
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tierter Replikationsgabeln moglich sein. Diese Hypothese konnte durch die Ergebnisse
der Reversionsfrequenzen nach Behandlung der Zellen mit 4-NQO nicht bestitigt
werden (siehe Seite 98).

Allerdings konnte gezeigt werden, daf} es eine partielle funktionelle Uberlappung
beider Proteine zu geben scheint (MAaNKOURTI et al., 2002). Es wire also denkbar, daf8 nicht
Sgsl sondern Srs2 eine Rolle bei der Auflésung von Holliday junctions zukommt. Um
diese Hypothese zu untersuchen, wurden die Reversionsfrequenzen von srs2-Deletions-
mutanten nach Behandlung mit 4-NQO bestimmt. Eine Bestimmung der Reversions-
frequenzen der srs2 mphl-Doppelmutante war nicht méglich, da die Doppelmutante ver-
mutlich synthetisch letal ist (E. Panico, unverdffentlicht). Die experimentelle Durch-
tithrung erfolgte wie beschrieben (siehe Seite 67).

12
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Abb. 22: Beeinflussung der Reversionsfrequenz des KanKanMX4-Moduls in den Stdmmen
CEN.PK 2-1C srs2 und CEN.PK 2-1C srs2 mph1 nach Behandlung mit 4-Nitrochinolin-1-oxid. Die
Zellen wurden bei Erreichen einer Zelldichte von 1-107 Zellen-ml~" mit a-mating factor in der
Gi-Phase des Zellzyklus arretiert. AnschlieBend wurden die Zellen in Medium resuspendiert,
welches die angegebenen Konzentrationen 4-Nitrochinolin-1-oxid enthielt und fir die Dauer
eines Zellzyklus bei 30°C inkubiert. Die Zellen wurden gewaschen und Verdiinnungen auf Voll-
medium zur Bestimmung der Lebendzellzahl sowie auf Medium mit G418 zur Bestimmung der
Reversionsfrequenz plattiert. Gezeigt sind die Mittelwerte aus vier Datensdtzen. Die Daten von
Wildtyp und mph1i-Deletionsmutante wurden Abb. 8 entnommen.

Abb. 22 laf3t sich entnehmen, daf} die Behandlung der srs2-Deletionsmutante mit 4-NQO
— dhnlich wie bereits bei der sgsI-Deletionsmutante — zu einer Erniedrigung der Rever-
sionsfrequenzen fithrt. Nimmt man eine Beteiligung von Srs2 an der Auflésung von

107



ERGEBNISSE

Holliday junctions ohne die Beteiligung von Resolvasen mittels branch migration an, dann
sollte die Lebensdauer gebildeter Holliday junctions in srs2-Deletionsmutanten erhoht
sein, wodurch die Wahrscheinlichkeit erhoht wird, dafl eine Auflosung mittels Resolvasen
erfolgt. Somit wire in srs2-Deletionsmutanten gemafd dieser Hypothese eine stirkere Er-
hohung der Reversionsfrequenz als im Wildtyp nach Behandlung mit Mutagenen zu
erwarten gewesen.

Die Daten der Reversionsfrequenzen zeigen, dafl diese Hypothese in ihrer Simplizitat
nicht zutreffend ist. Allerdings kann nicht ausgeschlossen werden, dafl Srs2 diese Funk-
tion besitzt und dafl es durch zusitzliche Funktionen wie die Beteiligung am checkpoint
oder an der homologen Rekombination zu Nebeneffekten kommt, welche zu einer Ver-
anderung des Ergebnisses fithren.

Es wurde bereits darauf hingewiesen, daf3 durch FriepL et al. gezeigt wurde, daf in
srs2-Deletionsmutanten die ektopischen Rekombinationsfrequenzen erniedrigt sind
(FrieDL et al., 2001). Ahnlich wie schon bei den Ergebnissen der sgsI-Mutante lift sich
auch hier nicht ohne weiteres beantworten, ob sich diese Ergebnisse direkt mit den Rever-
sionsfrequenzen vergleichen lassen. Trotzdem ist interessant, dafy auch die verringerten
Reversionsfrequenzen auf eine verringerte Zahl von Rekombinationsereignissen zuriick-
geht und dafd sich die Ergebnisse in diesem Punkt offenbar gegenseitig stiitzen.

Dieser Befund ist u.a. deshalb von Bedeutung, da die neueren biochemischen Befunde
darauf hindeuten, dafl durch Srs2 Rad51-Filamente aufgelost werden kénnten und Srs2
somit als ein Protein wirken konnte, welches homologe Rekombination unterdriickt
(VEAUTE et al, 2003; Krejcr et al., 2003). Dann sollte allerdings angenommen werden,
dal es in srs2-Deletionsmutanten vermehrt zu Rad51-abhingigen Rekombinations-
ereignissen kommt. Diese Hypothese steht im Gegensatz zu den vorliegenden Daten, da
sowohl die Arbeit von Friepr et al. als auch die Reversionsfrequenzen eher auf eine
Verringerung der Rekombinationsereignisse deuten (FrRIEDL et al., 2001). Allerdings kann
nicht vollig ausgeschlossen werden, daf3 fiir die Reversionsereignisse Rad51 nicht ge-
braucht wird, obwohl die Absenkung der spontanen Reversionsrate in rad52-Mutanten
stark dagegen spricht. Es wire also moglich, dafl die Verringerung der Reversions-
frequenzen auf einen Rad51-unabhéngigen Mechanismus zuriickgeht, an dem Srs2 eben-
falls beteiligt ist.

Weiterhin ist auch denkbar, dafl Srs2 eine regulatorische Funktion besitzt, durch
welche kontrolliert werden kann, wann z.B. ein Arrest der Replikation mit Hilfe der
homologen Rekombination prozessiert wird (KLEIN, 2001 sowie dortige Referenzen). Der
Ausfall des Gens konnte dann u.U. dazu fithren, dafl Replikationsarreste weniger selektiv
durch andere Wege prozessiert werden. Eine solche »Umverteilung« konnte dann dazu
fithren, daf3 Arreste, welche sonst dergestalt prozessiert wiirden, dafy es vermehrt zu
Reversionsereignissen kommt, durch andere Wege prozessiert werden, bei denen weniger
Reversionsereignisse auftreten.
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Die Reversionsfrequenz des KanKanMX4-Moduls ist in srs2-Deletionsmutanten

auch nach Behandlung mit Camptothecin erniedrigt

In sgsI-Deletionsmutanten hat die Behandlung der Zellen mit Camptothecin einen im
Vergleich zu 4-NQO gerade entgegengesetzten Effekt. Wahrend die Reversionsfrequenzen
nach Behandlung mit 4-NQO erniedrigt sind, sind sie nach Behandlung mit
Camptothecin sogar iiber das Niveau des Wildtyps erhoht (siehe Seite 100).

Aus der partiellen funktionellen Uberlappung beider Proteine (Mankourr et al,
2002) ergibt sich die Frage, ob sich die Funktionen beider Proteine so dhnlich sind, daf}
auch im Falle der srs2-Deletionsmutante die Reversionsfrequenzen nach Behandlung der
Zellen mit Camptothecin erhoht sind. Um dies zu untersuchen, wurden die Zellen wie

beschrieben angezogen, mit Camptothecin behandelt und schliefllich die Reversions-
frequenzen bestimmt (siehe Seite 68).

5
T —&— Wildtyp
F —O— mphl
4r —A— 5152

Reversionsfrequenz [x 107

120

Camptothecin-Konz. [ug/ml]

Abb. 23: Beeinflussung der Reversionsfrequenz des KanKanMX4-Moduls in den Stdmmen
CEN.PK 2-1C srs2 und CEN.PK 2-1C srs2 mph1 nach Behandlung mit Camptothecin. Die Zellen
wurden bei Erreichen einer Zelldichte von 1-107 Zellen-ml-" mit a-mating factor in der Gi-
Phase des Zellzyklus arretiert. AnschlieBend wurden die Zellen in Medium resuspendiert,
welches die angegebenen Konzentrationen 4-Nitrochinolin-1-oxid enthielt und flr die Dauer
eines Zellzyklus bei 30°C inkubiert. Die Zellen wurden gewaschen und Verdiinnungen auf Voll-
medium zur Bestimmung der Lebendzellzahl sowie auf Medium mit G418 zur Bestimmung der
Reversionsfrequenz plattiert. Die Daten stammen aus drei unterschiedlichen Experimenten.
Die Daten von Wildtyp und mph1-Deletionsmutante wurden Abb. 9 entnommen.
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Aus Abb. 23 lafit sich entnehmen, dafl sich die srs2-Deletionsmutante beziiglich der
Reversionsfrequenzen nach Behandlung mit Camptothecin anders als die sgsI-Deletions-
mutante verhalt. Wahrend in der sgsI-Deletionsmutante die Reversionsfrequenzen nach
Behandlung mit Camptothecin deutlich tiber das Niveau des Wildtyps erhoht sind, zeigen
srs2-Deletionsmutanten eine drastische Verringerung der Reversionsfrequenzen.

Diese Befunde korrelieren auch mit der Sensitivitit der beiden Stimme gegeniiber den
verwendeten Chemikalien. Beide Deletionsmutanten zeigen eine ausgepragte Sensitivitat
gegeniiber der Behandlung mit 4-NQO. Allerdings ist die sgsI-Deletionsmutante nur
wenig sensitiv gegeniiber Camptothecin, wihrend srs2-Deletionsmutanten eine deutlich
héhere Sensitivitit besitzen (A. SCHURER, unveroffentlicht).

Offenbar fiihrt die Deletion des SRS2-Gens dazu, dafl weniger Reversionsereignisse
stattfinden. Bei der Interpretation dieser Daten muf} allerdings vermutlich folgendes
beriicksichtigt werden. Nach Vazk et al. liegt die Uberlebensfihigkeit der srs2-Deletions-
mutante nach Einfithrung eines Doppelstrangbruches bei weniger als 2% (Vazk et al.,
2002). Nach diesem Ergebnis ist zu vermuten, dafd diejenigen Zellen, in welchen Doppel-
strangbriiche durch die Behandlung mit Camptothecin induziert wurden, nur zu einem
sehr geringen Teil weiter wachsen und deshalb in den vorliegenden Experimenten kaum
eine Rolle spielen. In diesem Fall mufl man davon ausgehen, dafy Srs2 an einem weiteren
Prozef} beteiligt ist, welcher offenbar vermehrt zu Reversionsereignissen fithrt, da diese in
der Deletionsmutante verringert auftreten. Wenn Srs2 durch die Entfernung von Rad51-
Filamenten antirekombinativ wirkt, dann ist nicht einfach zu erkliren, warum die Rever-
sionsfrequenz bei Abwesenheit von Srs2 erniedrigt sind, da hier mehr Rad51-Filamente
gebildet werden und mehr Rekombination stattfinden sollte.

Auch hier lie3e sich allerdings argumentieren, daf$ Srs2 an der Entscheidung beteiligt
ist, wann ein Arrest der Replikation rekombinativ aufgelst wird. In Abwesenheit werden
dann vermehrt auch rekombinativ aufzulosende Arreste auf andere Art und Weise
prozessiert, so dafl weniger Reversionsereignisse in der srs2-Deletionsmutante erfolgen.

srs2-Deletionsmutanten zeigen eine erniedrigte spontane Reversionsrate

Die bisher gewonnenen Daten zeigen, daf Srs2 bei Lisionen, welche durch 4-NQO und
Camptothecin ausgelost wurden, die Reversionsfrequenzen erhoht. Dies steht im Wider-
spruch zu den Ergebnissen, nach denen angenommen wird, daf§ Srs2 Rad51-Filamente
entfernt und somit eher antirekombinativ wirkt (siehe Seiten 106 ¢~ 109).

Um zu untersuchen, welche Rolle Srs2 bei natiirlicherweise in Hefen auftretenden Li-
sionen spielt, wurde die spontane Reversionsrate von srs2-Deletionsmutanten gemaf3 der
Medianmethode bestimmt (Lea & CouLsoN, 1948). Die Durchfithrung erfolgte wie
beschrieben (siehe Seite 66).

Aus Tabelle 10 kann man entnehmen, dafl auch die spontane Reversionsrate in der
srs2-Einzelmutante gegeniiber der Reversionsrate des Wildtyps erniedrigt ist. Auch unter
normalen Wachstumsbedingungen ist bei Abwesenheit von Srs2 die Reversionsrate also
erniedrigt.
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Tabelle 10: Spontane Reversionsraten der Stamme CEN.PK 2-1C, CEN.PK 2-1C sgs7 und CEN.PK
2-1C sgs1 mphl, ermittelt mit dem KanKanMX4-Konstrukt gemafR3 der Medianmethode (Lea
und Coulson, 1948).

Spontane Reversionsrate ~ Faktor
CEN.PK 2-1C 9,96-10° + 0,6 - 107 1
CEN.PK 2-1C srs2 3,71-10° +0,4-10°° 0,4

Die einfachsten Erklirungen fiir das Auftreten von Reversionsereignissen sind rekombi-
native Reinitiationsereignisse, homologe Rekombinationsereignisse sowie auftretendes
primer template slippage, welches allerdings vermutlich nur eine untergeordnete Rolle
spielt, da der groflere Teil der spontanen Reversionsereignisse abhéngig von Rad52 ist
(siehe Seite 73). Dies kann entweder darauf hindeuten, dafl Srs2 Rekombinations-
ereignisse in irgendeiner Form stimuliert. Die Entfernung der Rad51-Filamente kann
dann wohl am ehesten dergestalt gedeutet werden, dafl Srs2 in bestimmten Fillen in der
Lage ist, Rekombination zu stimulieren, aber auch hemmend wirken kann, wenn
Rekombination eine Gefahr fiir die Zelle darstellen kénnte. Diese Uberlegung ist im Ein-
klang mit der Hypothese, dafy Srs2 eine regulatorische Funktion innerhalb von
Rekombinationsereignissen besitzt (KLEIN, 2001 sowie Referenzen darin; siche Seite 106).

Effekt einer heterologen Expression von E. coli recG
in Saccharomyces cerevisiae

Die Rolle von RecG bei der Reinitiation arretierter Replikationsgabeln:
Experimentelle Befunde in E. coli

Das RecG-Protein aus E. coli ist ein Protein mit Motiven, welche bei vielen RNA- und
DNA-Helikasen konserviert sind (LLoyD & SHARPLES, 1991). Es besitzt eine DNA-ab-
hingige ATPase-Aktivitdt und bindet an synthetische Holliday junctions, jedoch nur mit
geringer Effizienz an doppelstringige DNA (LLoyD & SHARPLES, 1993). Die Fahigkeit von
RecG, doppelstrangige DNA in 5—3’-Richtung zu entwinden, ist zumindest in vitro nur
schwach ausgeprégt. Hingegen wird die Helikase-Aktivitit durch gegabelte DNA-Struk-
turen stark stimuliert und es konnte nachgewiesen werden, dafy RecG spezifisch am Ver-
zweigungspunkt bindet (WHITBY ef al., 1994). Ebenfalls konnte gezeigt werden, dafy RecG
spezifisch an synthetische Holliday junctions bindet und diese bei Anwesenheit von Mag-
nesium unter ATP-Verbrauch zu entwinden vermag (LLoYD & SHARPLES, 1993; WHITBY &
Lroyp, 1998). Die Bindung erfolgt bei Holliday junctions ohne homologe Bereiche, welche
nicht entwunden werden kénnen, direkt am Kreuzungspunkt (WHITBY & LLOYD,1998).
Eine Reihe weiterer Substrate werden ebenfalls durch RecG gebunden, wobei allen
Substraten gemein ist, dafl sie eine Gabelstruktur besitzen, wobei Molekiile mit einer
Blase, welche also zwei Gabelstrukturen aufweisen, durch zwei RecG-Molekiile gebunden

werden (WHITBY & LLOYD, 1998; MCGLYNN & LLOYD, 2000).

111



ERGEBNISSE

Es konnte in vitro gezeigt werden, dafl durch RecG spezifisch Y-Strukturen mit drei
doppelstrangigen Armen unter Ausbildung von Holliday junctions entwunden werden,
welche dann durch RuvC geschnitten werden konnen. Durch RuvAB kann hingegen
keine Umwandlung eines Replikationsintermediates in eine Holliday junction erfolgen
(McGLYNN & Lroyp, 2000). Diese Stimulation von RuvC durch RecG erfolgt allerdings
nur, wenn hydrolysierbares ATP vorhanden ist. Dies widerspricht der Hypothese, daf3
RecG nur zu einer Stabilisierung spontan gebildeter Holliday junctions fiithrt, und deutet
darauf hin, daf} die Bildung der Holliday junction aktiv durch RecG erfolgt (McGLYNN &
Lroyp, 2001). Durch genetische Experimente lie8 sich zusétzlich nachweisen, daf3 RecG
offenbar auch in vivo fiir die Ausbildung von Holliday junctions benétigt wird (McGLyNN
& LLOYD, 2000; BoLT & LLOYD, 2002).

Die Deletion von ruvABC fiihrt in E. coli zu einer deutlich erh6hten Sensitivitit gegen-
tiber UV-Bestrahlung. Diese Sensitivitat wird durch die zusitzliche Expression von rusA
partiell supprimiert, welches fiir eine weitere Holliday-junction-Resolvase codiert. Eine
recG-Deletionsmutante zeigt eine leichte Sensitivitit gegeniiber UV, welche durch die Ex-
pression von rusA nicht supprimiert werden kann. Allerdings ist die UV-Sensitivitét einer
rusA* AruvABC recG-Deletionsmutante synergistisch. Offenbar beruht die Suppression
der UV-Sensitivitat durch rusA auf der Anwesenheit von RecG. Diesen Effekt konnte man
mit der Hypothese erkldren, dafy in der Abwesenheit von RuvABC Holliday junctions
durch RecG gebildet werden, welche dann durch die Resolvase RusA aufgelost werden
konnen (Bort & LLOYD, 2002).

Gleichzeitig sind die UV-Sensitivititen eines rusA* ArecB sowie eines rusA* ArecB
ruvABC-Stammes gleich, wihrend eine rusA* ArecB recG-Deletionsmutante eine deutlich
erhohte Sensitivitit zeigt, die durch die zusétzliche Deletion von ruvABC nochmals ver-
starkt wird. Auch in Abwesenheit der RuvABC-RecB-abhingigen Rekombination ist also
RecG offenbar in der Lage, die Uberlebensfihigkeit der Zellen zumindest partiell zu
gewihrleisten (BoLt & LLoYD, 2002).

In vitro wird die Moglichkeit von RecG, aus Replikationsintermediaten Holliday
junctions zu formen, durch RuvA gehemmt (MANDAL ef al., 1993). Da RuvA im Zuge der
SOS-Antwort induziert wird und RecG nicht, kann angenommen werden, dafy RecG nur
eine untergeordnete Rolle beziiglich Holliday junctions in Zellen zukommt, welche
RuvAB exprimieren. Dies ist in Ubereinstimmung mit der Beobachtung, daf3 recG-Dele-
tionsmutanten nur eine geringe Sensitivitit gegentiber UV-Bestrahlung besitzen. In vitro
wurde gezeigt, daff RuvABC aus Substraten, die durch RecG prozessiert werden, keine
Holliday junctions bildet (McGLYNN & LLOYD, 2000). In Abwesenheit von RecG werden
also entweder verstirkt andere Prozesse fiir die Prozessierung von Lésionen eingesetzt,
oder die Bildung von Holliday junctions wird verstirkt von anderen Proteinen wie z.B.
RecA iibernommen (RoBuU et al., 2001; BoLT & LLOYD, 2002).

Eine Besonderheit bei der Ausbildung von Holliday junctions ausgehend von einem
Replikationsintermediat ist, dafy zwei Strange gleichzeitig entwunden werden miissen,
wahrend durch viele andere Helikasen nur ein Strang entwunden wird. Zusitzlich

112



ERGEBNISSE

miissen, um eine Holliday junction bilden zu konnen, der leading und der lagging strand
miteinander hybridisiert werden. In vitro ist RecG in der Lage, sowohl den leading als
auch den lagging strand zu entwinden, wobei die Entwindungsrate des lagging strand
deutlich hoher ist als die des leading strand. Auch die Bindung von RecG an ein kiinst-
liches Replikationsintermediat mit einem lagging strand ist deutlich gegeniiber einem
Intermediat mit einem leading strand begiinstigt. Interessant ist in diesem Zusammen-
hang, daf3 bei Replikationsintermediaten mit leading und lagging strand die Entwindung
des lagging strand gehemmt wird (McGLYNN & LLOYD, 2001). Wie bereits ausgefiihrt, wird
bei einem Arrest der leading strand Polymerase der lagging strand deutlich iiber das Ende
des leading strand hinaus verldngert. Dies entspricht formal also dem Substrat, bei
welchem an der Gabel nur ein lagging strand vorhanden ist und welches gerade von RecG
gebunden wird (siehe Seite 17 sowie Abb. 1). In diesem Fall konnte durch RecG eine
Holliday junction gebildet werden und durch das polymerase strand switching die Lasion
fehlerfrei umgangen oder die Lésion iiber die normalen Reparatursysteme entfernt
werden (McGLYNN & LLOYD, 2002).

Wie RecG aus einer Gabelstruktur eine Holliday junction bilden kann, konnte anhand
der Kristallstruktur des RecG aus Thermotoga maritima plausibel gemacht werden. Diese
zeigt, dal RecG aus drei Doménen besteht, und daf3 die noch nicht entwundenen paren-
talen Strange durch die Doménen 2 und 3 gebunden werden, wahrend die Gabelstruktur
durch Doméne 1 gebunden wird. Die einzelstrangigen DNA-Bereiche binden in Furchen
auf der Oberfliche von Doméne 1, welche zu schmal fiir einen Doppelstrang sind. Zusitz-
lich werden beide Einzelstringe abgeknickt, wodurch die stacking-Interaktionen der
Basen untereinander verloren gehen. Zur Stabilisierung dieser Struktur kommt es zu den
in Abb. 24 gezeigten Interaktionen der herausstehenden Basen mit den Aminosduren
Phe204 im Falle des leading strand sowie Tyr208 im Falle des lagging strand (SINGLETON
et al.,, 2001).

Die Funktion von RecG bei der Bildung von Holliday junctions stellt man sich wie in
Abb. 25 gezeigt vor. RecG wandert unter ATP-Hydrolyse entgegen der Replikations-
richtung entlang der DNA und zieht hierbei die parentalen Stringe durch die Furchen
von Domine 1. Direkt iiber dem Verzweigungspunkt der parentalen Stringe befindet sich
die sogenannte wedge domain, wobei aus der Kristallstruktur hervorgeht, dafy der neu
synthetisierte lagging strand, welcher nicht in der Furche von Domidne 1 gebunden zu
werden vermag, direkt auf diese Struktur zugefiihrt wird. Es wird daher postuliert, dafi es
zu einer Entwindung des lagging strand kommt und dieser in entgegengesetzter Richtung
wie die parentalen Strange abgeknickt wird. Der Protein-DNA-Cokristall enthielt zwar
keinen leading strand, aber es kann fiir letzteren ein dhnlicher Vorgang angenommen
werden, so daf3 es zu der postulierten Hybridisierung beider neu gebildeter Strange und
damit zur Ausbildung einer Holliday junction kommt (SINGLETON et al., 2001).
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Abb. 24: Stabilisierung der abgeknickten parentalen Strange durch die Aminosduren Phe204
(leading strand) sowie Tyr208 (lagging strand) bei der Bindung von Replikationsintermediaten
durch RecG. Die einzelstrangigen Bereiche befinden sich in schmalen Furchen, in welchen nur
einzelstrangige DNA gebunden werden kann. Der lagging strand ist gegen die am oberen Bild-
rand sichtbare wedge domain ausgerichtet. Bewegt sich das Protein entgegen der Richtung
der Replikation wird der lagging strand quasi ,abgeschalt” (Abbildung erstellt mit RasMol V2.6).

Bei der Suche nach Suppressoren des Phinotyps der recG-Deletionsmutante wurden
Mutanten gefunden, in welchen einzelne Aminosauren in der Helikasedoméne von PriA
verdndert waren (AL-DE1B ef al,, 1996). Diese Befunde deuten darauf hin, dafl RecG eine
direkte Rolle bei der Reinitiation arretierter Replikationsgabeln haben konnte

ATP ADP + Pi

template
arm

laggingg
arm

& chicken
foot

Abb. 25: Hypothetischer Mechanismus fiir die Bildung einer Holliday junction durch RecG. Es
erfolgt zunachst eine Bindung von RecG an eine arretierte Replikationsgabel, bei welcher der
leading strand Uber das Ende des lagging strand hinaus verldngert wurde. Die einzelstrangigen
DNA-Bereiche binden in den schmalen Furchen von Doméane 1 (griin dargestellt). Durch
Translokation des Proteins entlang der DNA (oder umgekehrt der DNA durch das Protein)
werden die neu synthetisierten Strange quasi ,abgeschalt” und aufgrund sterischer Hinderung
der wedge domain entgegen der hybridisierten parentalen Strdnge abgeknickt. Auf diese
Weise kann eine Holliday junction (»chicken foot«) ausgebildet werden (modifiziert nach
Singleton et al., 2001).
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Durch heterologe Expression von recG in Wildtyp und mphI-Deletionsmutante
1af3t sich ein dominant negativer Effekt, aber keine Komplementation zeigen

Die Expression von recG fiihrt zu einer Erniedrigung der spontanen Mutationsrate
im Wildtyp und der mphl-Deletionsmutante

Eine mogliche Hypothese zur Erklirung der Phianotypen der mphl-Deletionsmutante
wire eine Beteiligung von Mphl an der Bildung von Holliday junctions. Dann sollte die
Deletion des MPH1-Gens zu einer verringerten Bildung von Holliday junctions fiihren,
wodurch im Falle replikationsarretierender Lasionen ein polymerase strand switch oder
aber die Entfernung der Lasion durch die klassischen Reparaturprozesse nur vermindert
moglich ist, so dafl vermehrt die Translisionssynthese fiir die Prozessierung der
arretierten Replikationsgabeln herangezogen wird. Dies fithrt zu dem beobachteten
Mutatorphénotyp.

Gleichzeitig fiithrt eine verringerte Bildung von Holliday junctions in mphl-Deletions-
mutanten zu einer verringerten Wahrscheinlichkeit, dafl diese durch Resolvasen
geschnitten werden und es zu einer rekombinativen Prozessierung der entstehenden
doppelstrangigen DNA-Enden kommt. Auf diese Weise lielen sich also auch die beob-
achtete, niedrigere Reversionsrate sowie die verringerten Reversionsfrequenzen nach
Behandlung mit Mutagenen erklédren (siehe Seite 66).

Um zu untersuchen, ob Mphl eine zu RecG homologe Funktionalitdt besitzt, wurde
das recG-Gen mit Hilfe sequenzspezifischer Primer von chromosomaler E. coli-DNA
amplifiziert. Eine Problematik dieses Komplementations-Experiments besteht darin, daf3
es in E. coli kein Kernlokalisationssignal (NLS) gibt, welches allerdings in Saccharomyces
cerevisiae fiir den Kernimport erforderlich ist. Dieses mufd also fiir einen Komplemen-
tationsversuch an das Protein angefiigt werden.

Eine der am besten charakterisierten Kernlokalisationssignale ist die NLS des SV 40 T
Antigens mit der Sequenz PKKKRKYV (KALDERON ef al., 1984). Diese Sequenz wird durch
das Importin o von Saccharomyces cerevisiae erkannt, so dafl ein Transport in den Kern
moglich ist (ConTi et al., 1998).

Durch MaHDI et al. wurde bereits nachgewiesen, dafi die Fusion eines HIS-fags an den
N-Terminus des RecG-Proteins zu einer erhohten Sensitivitit gegentiber UV fiihrt. Offen-
bar hat die Fusion eines HIS-tags einen negativen Einflufl auf die Aktivitit des Enzyms
(MaHDI1 et al,, 1997). Zusitzlich erscheint in der verdffentlichten Kristallstruktur der C-
Terminus besser zuganglich, so dafl die Erkennung der NLS hier besser erfolgen konnte.
Aus diesen Griinden wurde die NLS am C-Terminus angefiigt, wobei bei der Definition
der benotigten Basen die Codon Usage Table der Saccharomyces cerevisiae-Datenbank aus
Standford beriicksichtig wurde (http://genome-www.stanford.edu/ Saccharomyces).
Hieraus ergab sich folgende Sequenz:

CCA AAG AAG AAG AGA AAG GTT
P K K K R K V
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Die Primer wurden dergestalt gewéhlt, dafl vor dem Start-Codon des recG-Gens eine
BamHI-Schnittstelle eingefiihrt wurde. Am Ende wurde das Kernlokalisationssignal, zwei
Stop-Codons sowie eine Schnittstelle fiir Xhol eingefiithrt. Die Wahl der Restriktions-
schnittstellen ergab sich aus den fiir eine Klonierung geeigneten Positionen im Zielvektor
pYGET. In diesem Vektor steht das Gen unter der Kontrolle des starken, konstitutiven
Glycerinaldehydphosphat-Dehydrogenase-Promotors.

[ BamHl - 337

| _— Xhol - 273

[T 2wori | Tre > [ ]

CYC1-T. Mes colE1-ori

pYGET
5989 bp

Abb. 26: Schematische Darstellung des Expressionsplasmids pYGET (C. Capellaro, persénliche
Kommunikation), welches fiir die Expression des recG-Gens aus E. coli eingesetzt wurde.
PGPD3-Promotor: starker, konstitutiver Promotor der Glycerinaldehydphosphat-Dehydro-
genase aus Saccharomyces cerevisiae. CYC1-T.: Cytochrom C1-Terminator aus Saccharomyces
cerevisiae. 2p-ori: Replikationsursprung aus Saccharomyces cerevisiae. Die Schnittstellen fir die
Klonierung des recG-Gens sind angegeben. Fir weitere Details siehe Text sowie Seite 33.

Die Mutationsraten der Stimme CEN.PK 2-1C/pYGET-recG* sowie CEN.PK 2-1C
mph1/pYGET-recG" wurden mit Hilfe des Canavanin-Vorwirtsmutationssystems gemaf3
der Medianmethode bestimmt (LEa & CouLsoN, 1948). Als Kontrolle wurden der Wildtyp
und die mphI-Deletionsmutante mit dem leeren Expressionsvektor transformiert und die
spontane Mutationsrate bestimmt.

Tabelle 11: Spontane Mutationsraten der Stamme CEN.PK2-1C/pYGET und CEN.PK2-1C

mph1/pYGET sowie CEN.PK2-1C/pYGET-recG und CEN.PK2-1C mph1/pYGET-recG, bestimmt
nach der Medianmethode (Lea und Coulson, 1948).

Spontane Mutationsrate ~ Faktor

CEN.PK 2-1C pYGET 2,51-107+0,46 - 107 1
CEN.PK 2-1C mphl/pYGET 18,4-107+2,58 - 107 7,4
CEN.PK 2-1C/pYGET-recG 1,74-107+£ 0,33 - 107 0,7 (1)

CEN.PK 2-1C mphl/pYGET-recG 13,3-107+ 1,96 - 1077 53(7,7)

Wie in Tabelle 11 zusammengefaflt, weist die mphl-Deletionsmutante ein in diesem
Experiment siebenfache Erhohung der Mutationsrate gegeniiber dem Wildtyp auf. Dies

entspricht den Daten der bisherigen Messungen (SCHELLER ef al., 2000; SCHURER et al., in
Vorbereitung).
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Bei Expression des recG-Gens zeigt sich eine leichte Verringerung der spontanen
Mutationsrate sowohl im Falle des Wildtyps als auch im Falle der mphl-Deletions-
mutante. Allerdings fithrt die Expression von recG offenbar nicht zur Suppression des
Mutatorphinotyps der mphl-Deletionsmutante. Ob die beobachtete Absenkung der
Mutationsraten bei Expression des recG-Gens signifikant ist, kann den vorliegenden
Daten nicht eindeutig entnommen werden.

Andererseits ist aufgrund der fehlenden Komplementation eine homologe Funktion
des RecG-Proteins nicht ausgeschlossen. So ist denkbar, dafy das RecG-Protein nicht in
einem benoétigten Komplex integriert ist. In einer genomweiten Studie zum Auffinden
nativer Proteinkomplexe in Hefe wurden u.a. Interaktionen von Msh6 mit den Proteinen
Msh2, Msh3, Mshé6, Rad16, Rad52, Sgs1, Top3 und Mphl gefunden (Gavin et al., 2002).
Es erscheint also naheliegend, daff das Mphl-Protein in einen grofieren Komplexes
integriert ist. Wenn aber dem RecG-Protein die benétigten Interaktionsstellen fehlen,
dann kann es vermutlich Replikationsintermediate binden, ist dann aber nicht in der
Lage, weitere Faktoren zu rekrutieren.

Weiterhin wurde nicht nachgewiesen, daff das modifizierte RecG-Protein auch
tatsdchlich in den Kern importiert wird.

Die Reversionsfrequenzen des KanKanMX4-Moduls sind nach Behandlung der Zellen
mit 4-NQO sowohl im Wildtyp als auch in der mphl-Deletionsmutante erniedrigt

Nimmt man an, daf} die verringerten Reversionsfrequenzen nach Mutagenbehandlung in
der mphl-Deletionsmutante darauf zuriickzufiithren sind, daf3 weniger Holliday junctions
gebildet und damit auch weniger durch Resolvasen geschnitten werden, dann sollte durch
die Expression des recG-Gens der umgekehrte Effekt erreicht werden. Die vermehrte
Bildung von Holliday junctions sollte zu einer Erhohung der Reversionsfrequenzen
fuhren.

Um diese Hypothese zu untersuchen, wurden die Reversionsfrequenzen der Stimme
CEN.PK 2-1C/pYGET-recG* sowie CEN.PK 2-1C mphl/pYGET-recG" nach Behandlung
mit 4-NQO wie bereits beschrieben bestimmt (siehe Seite 67).

Wie man anhand Abb. 27 sehen kann, fithrt die Expression von recG keineswegs zu
einer Erhohung der Reversionsfrequenzen sondern im Gegenteil zu einer signifikanten
Erniedrigung. Im Wildtyp fithrt die Expression zu einer Erniedrigung, die nur wenig tiber
dem Niveau der mphl-Einzelmutante liegt. Die recG-exprimierende mphl-Mutante ist
etwas uneinheitlicher. Bei niedrigen und mittleren 4-NQO-Konzentrationen entsprechen
die Reversionsfrequenzen etwa denen des recG-exprimierenden Wildtyps, wihrend die
Frequenzen bei hohen Konzentrationen deutlich niedriger sind. Diese Befunde lassen den
Schluf zu, dafl die Expression von recG in Saccharomyces cerevisiae zu einer Stabilisierung
repetitiver Sequenzen fiihrt.

Interessanterweise wurde diese Stabilisierung repetitiver Sequenzen fiir E. coli durch
die Ergebnisse anderer Arbeitsgruppen bestitigt. Es konnte gezeigt werden, dafl die
Stabilitat von Sequenzduplikationen in dhnlichen wie dem hier verwendeten System in
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recG-Deletionsmutanten erniedrigt ist (BIERNE ef al., 1997A; SAVESON & LOVETT, 1999).

Die Ergebnisse dieser Arbeitsgruppen sind also in Ubereinstimmung mit den oben
gezeigten Daten.
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Abb. 27: Beeinflussung der Reversionsfrequenz des KanKanMX4-Moduls der Stamme
CEN.PK 2-1C/pYGET-recG* sowie CEN.PK2-1C mph1/pYGET-recG* nach Behandlung mit 4-
Nitrochinolin-1-oxid. Die Zellen wurden bei Erreichen einer Zelldichte von 1-107 Zellen - ml
mit a-mating factor in der Gi-Phase des Zellzyklus arretiert. AnschlieBend wurden die Zellen in
Medium resuspendiert, welches die angegebenen Konzentrationen 4-Nitrochinolin-1-oxid
enthielt und fiir die Dauer eines Zellzyklus bei 30°C inkubiert. Die Zellen wurden gewaschen
und Verdiinnungen auf Vollmedium zur Bestimmung der Lebendzellzahl sowie auf Medium
mit G418 zur Bestimmung der Reversionsfrequenz plattiert. Gezeigt sind die Mittelwerte aus

drei Datensdtzen. Die Daten fiir Wildtyp und mph1-Deletionsmutante wurden Abb. 8 ent-
nommen.

Die deutliche Absenkung der Reversionsfrequenz steht allerdings zunédchst im Wider-
spruch zu der Hypothese, daf3 RecG fiir die Ausbildung von Holliday junctions benétigt
wird, da man bei dem vermehrten Auftreten dieser Strukturen eine Erhohung der Rever-
sionsfrequenzen erwarten sollte. Eine mogliche Erklarung fiir die deutliche Absenkung
der Reversionsfrequenzen besteht in der Annahme, dafl RecG zwar die Bildung von
Holliday junctions begiinstigt, an diese allerdings gebunden bleibt und damit z.B. in
Saccharomyces cerevisiae eine Auflosung durch Resolvasen verhindert, welche aufgrund
des gebundenen RecG nicht mit dem Protein interagieren konnen.
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Eine andere Moglichkeit zur Erklirung dieser Effekte ist die Hypothese, dafl RecG
nicht an der Bildung, sondern an der Auflésung von Holliday junctions beteiligt ist (Cox,
2001). Biochemische Experimente haben ergeben, dafl RecA effizient die Regression von
replikationsgabeldhnlichen Strukturen erméglicht (Rosu et al., 2001). Nimmt man eine
Beteiligung von RecA an der Ausbildung von Holliday junctions an, so konnte die Funk-
tion von RecG darin bestehen, die gebildeten Holliday junctions — z.B. nach erfolgtem
polymerase strand switch — wieder in Richtung der Replikation zu verschieben (Cox,
2001). In diesem Fall sollte man annehmen, daf3 die Lebensdauer von Holliday junctions
erniedrigt ist und damit eine geringere Wahrscheinlichkeit besteht, dafl sie durch Resol-
vasen geschnitten werden. Mit dieser Annahme lieflen sich die beobachteten erhéhten
Stabilitdten von Sequenzduplikationen sowohl in E. coli als auch in Saccharomyces
cerevisiae in Einklang bringen.

Durch Expression von recG in Wildtyp und mph1-Deletionsmutante erfolgt keine Anderung
der Reversionsfrequenzen des KanKanMX4-Moduls nach Behandlung der Zellen
mit Camptothecin

Wie bereits beschrieben wurde biochemisch nachgewiesen, dal RecG die hochste Prife-
renz fir Gabelstrukturen der DNA besitzt, bei welchen ein lagging aber kein leading
strand vorhanden ist (McGLYNN & LLoYD, 2001). Diese Substratpriferenz kann dergestalt
gedeutet werden, dafl RecG verstirkt an Strukturen bindet, bei welchen der lagging strand
tiber den leading strand hinaus elongiert ist. Dieses Substrat tritt insbesondere dann auf,
wenn die Polymerase des leading strand arretiert wurde (McGLYNN & LLoYD, 2002; siehe
Seite 17).

Wie bereits erwihnt fithrt Camptothecin hauptsichlich zu Lasionen, welche Helikase-
arreste zur Folge haben sowie zu Einzelstrangbriichen der DNA (siehe Seite 68). Geht
man davon aus, dafl RecG in Saccharomyces cerevisiae spezifisch an Strukturen bindet, bei
welchen die leading-strand-Polymerase arretiert wurde und hier zur beobachteten Ver-
ringerung der Reversionsfrequenz nach Behandlung mit 4-NQO fiihrt, dann wiirde man
erwarten, dafl der Einfluff auf die Reversionsfrequenz nach Behandlung mit
Camptothecin deutlich geringer ist, da hier weniger haufig spezifisch der leading strand
arretiert wird.

Um diese Hypothese zu iiberpriifen wurden die Stimme CEN.PK 2-1C/pYGET-recG*
sowie CEN.PK 2-1C mphl/pYGET-recG" wie beschreiben mit Camptothecin behandelt
und anschlieflend die Reversionsfrequenzen des KanKanMX4-Moduls bestimmt (siehe
Seite 68).

In Abb. 28 lafit sich erkennen, dafy die Expression von recG auf die Reversions-
frequenzen nach Camptothecin-Behandlung sowohl im Wildtyp als auch in der mphI-
Deletionsmutante nur einen geringen Einflufl zeigt. In beiden Fillen sind die Rever-
sionsfrequenzen im Vergleich zu den Stimmen ohne recG-Expression nur leicht ver-
mindert. Auffillig ist, dal bei beiden Stimmen bei hohen Camptothecin-Konzen-
trationen die Reversionsfrequenzen tiber den Frequenzen der Stimme ohne den Expres-
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sionsvektor liegen. Aufgrund der relativ starken Streuung der Ergebnisse 1afit sich
allerdings nicht ohne weiteres kliren, ob dieser Effekt beachtenswert ist oder im Bereich
der Meflungenauigkeit liegt.

5
—&— Wildtyp
—O— mphl
4 i —&— pYGET-RecG
L —/— mph1 pYGET-RecG

Reversionsfrequenz [x 107

Camptothecin-Konz. [ug/ml]

Abb. 28: Beeinflussung der Reversionsfrequenz des KanKanMX4-Moduls der Stdamme
CEN.PK 2-1C, CEN.PK 2-1C mph1, CEN.PK 2-1C pYGET-recG sowie CEN.PK 2-1C mph1 pYGET-recG
nach Behandlung mit Camptothecin. Die Zellen wurden bei Erreichen einer Zelldichte von
1-107 Zellen - mI" mit a-mating factor in der Gi-Phase des Zellzyklus arretiert. Anschlieend
wurden die Zellen in Medium resuspendiert, welches die angegebenen Konzentrationen
Camptothecin enthielt und fiir die Dauer eines Zellzyklus bei 30°C inkubiert. Die Zellen
wurden gewaschen und Verdiinnungen auf Vollmedium zur Bestimmung der Lebendzellzahl
sowie auf Medium mit G418 zur Bestimmung der Reversionsfrequenz plattiert. Gezeigt sind

die Mittelwerte dreier Datensdtze. Die Daten fiir Wildtyp und mph1-Deletionsmutante wurden
Abb. 9 entnommen.

Offensichtlich scheinen aber die Daten die Hypothese zu untermauern, dafy RecG an der
Prozessierung von Lisionen, welche durch Camptothecin hervorgerufen werden, nicht
beteiligt ist. Weiterhin wird auch hier der Phanotyp der mphl-Deletionsmutante nicht
komplementiert. Mphl ist demnach in einem Prozefl involviert, durch welchen ein
Substrat prozessiert wird, welches in mphl-Mutanten nicht durch das Eingreifen von
RecG in gleicher Weise umgesetzt werden kann.
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Die Expression von RecG fiihrt zu einer Erhohung der Sensitivitit gegeniiber Camptothecin
im Wildtyp und zu einer Verringerung der Sensitivitit gegeniiber 4-NQO
in mphl-Mutanten

Sowohl fiir die Mutationsrate als auch fiir die Reversionsfrequenzen des KanKanMX4-
Moduls nach Behandlung mit 4-NQO wurde gezeigt, daf} die Expression von recG einen
Effekt zeigt. Im Falle der Mutationsrate fiithrt die Expression von recG zu einer Erniedri-
gung der Mutationsrate sowohl im Wildtyp als auch in der mphI-Deletionsmutante.
Weiterhin werden durch die Expression von recG die Reversionsfrequenzen nach
Behandlung mit 4-NQO deutlich erniedrigt, wiahrend die Behandlung mit Camptothecin
nur einen sehr geringen Effekt zeigt.

Eine Moglichkeit zur Erkldrung dieser Befunde wire die Hypothese, daf} durch RecG
auch in Saccharomyces cerevisiae Lasionen fehlerfrei prozessiert werden konnen. Wenn
dies der Fall ist, dann sollte man auch erwarten, daf3 die Expression von recG in
Saccharomyces cerevisiae die Sensitivitit von Wildtyp und mphl-Mutante insbesondere
gegeniiber Mutagenen erniedrigt, welche kleine Lasionen induzieren.

Um diese Hypothese zu untersuchen, wurden die Sensitivititen der Stimme gegen-
tiber MMS, 4-NQO und Camptothecin durch einen drop dilution assay (siehe Seite 38)
untersucht. Bei dieser Untersuchung wurden Tropfen der Stimme mit unterschiedlichen
Zellzahlen auf Platten mit den entsprechenden Mutagenen aufgetropft. Ist die Sensitivitat
eines Stammes gegeniiber der verwandten Chemikalie erhoht, gelingt es weniger Zellen,
Kolonien zu bilden. Dies lafit sich direkt mit den Sensitivititen der Kontrollstimme
vergleichen.

Aus Abb. 29 geht hervor, dafl die Expression von recG auf den Wildtyp beziiglich der
Sensitivitat gegentiber MMS keinen grofien Einfluf3 hat. Allerdings laf3t sich die Sensitivi-
tat der mphl-Mutante durch die Expression von recG partiell komplementieren. Dennoch
lat sich durch RecG nicht die Funktion von Mphl ersetzen, wie die Daten der
Mutationsraten und der Reversionsfrequenzen zeigen. Insbesondere in Abwesenheit von
Mphl fithrt RecG aber offensichtlich zu einer Prozessierung von Lasionen iiber einen
alternativen Weg, welcher zu einer erhéhten Resistenz der recG-exprimierenden mphl-
Mutante fiihrt.

Interessant ist der Befund, dafl die Expression von recG die Sensitivitit gegeniiber
Camptothecin deutlich erh6ht. Da die Expression von recG in der mphl-Mutante diesen
Effekt nicht zeigt, kommt die erhohte Sensitivitit offenbar dadurch zustande, daf} durch
Camptothecin verursachte Lasionen von Mphl und RecG zusammen zu einem toxischen
Substrat prozessiert werden, wihrend die Anwesenheit jedes einzelnen Proteins allein nur
einen moderaten Effekt zeigt. Dieser Befund it den Schluf3 zu, dafl eines der beiden
Proteine ein Substrat fiir das andere Protein erzeugt, welches dieses weiter prozessiert
oder dessen regulire Prozessierung verhindert. Im Falle von 4-NQO verursachten La-
sionen hat die sequenzielle Prozessierung offenbar kaum einen negativen Einflufl auf das
Uberleben der Zelle. Durch Camptothecin werden allerdings Strukturen generiert, welche
dann zu einem fiir die Zelle toxischen Produkt umgewandelt werden.
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4-NQO 0,0075 pg/ml

-

Abb. 29: Sensitivitdten der Stamme CEN.PK 2-1C/pYGET (jeweils oberste Reihe), CEN.PK 2-1C
mph1/pYGET (jeweils 2. Reihe von oben), CEN.PK 2-1C/pYGET-recG (jeweils 3. Reihe von oben)
und CEN.PK 2-1C mph1/pYGET-recG (jeweils 4. Reihe von oben) gegeniiber MMS, 4-NQO und
Camptothecin. Tropfen mit 102 103 10* und 10° Zellen wurden auf eine Platte ohne Mutagen
(oben links) sowie auf Platten mit 0,0025% MMS (oben rechts), 0,0075 pg - mI=' 4-NQO (unten
links) sowie 5 pg - mlI~" Camptothecin (unten rechts) getropft und die Platten fir 2-3 Tage bei
30°Cinkubiert.

Das klonierte recG-Gen enthidlt eine Mutation

Die Sequenzierung des klonierten recG-Gens zeigte, daf3 in der Aminosduresequenz an
Position 601 im Vergleich zur publizierten Wildtypsequenz ein Alanin gegen ein Valin
ausgetauscht ist. Es ist allerdings nicht klar, ob es sich bei diesem Austausch nicht um eine
natiirliche Variation des fiir die Amplifikation verwandten DH5a-Stammbhintergrunds
handelt, oder ob durch die Amplifikation eine Mutation eingefithrt wurde.

Nach dem kristallisierten Enzym aus Thermotoga maritima befinden sich die
entscheidenden Elemente zur Bindung der DNA sowie zur potentiellen Erzeugung der
Holliday junction in Domine 1, wihrend die ATPase-Aktivitit am Ubergang von Domine
1 zu Doméne 2 zu finden ist. Diese vermutlich essentiellen Funktionen sind von der
Mutation nicht betroffen. Allerdings finden sich in der betroffenen Doméne 3 Motive,
welche charakteristisch fiir SF2-Helikasen sind, so daf8 eine Beeintrichtigung der
Funktion nicht ausgeschlossen werden kann.

Das in Abb. 30 gezeigte multiple Sequenzalignment mit Aminosduresequenzen von
vermutlich zu RecG homologen Proteinen aus anderen prokaryontischen Organismen
zeigt, dafl an den entsprechenden Positionen zwar vermehrt kleine Aminosduren
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auftreten, dafl die Position allerdings nicht streng konserviert ist. Neben Alanin und
Glycin finden sich an der Position in Haemophilus influenza und Deinococcus radiodurans
auch Serin und Threonin, welche ein grofieres Volumen als Alanin und Glycin haben.
Zusammen mit den beobachteten Befunden, dafl RecG offenbar in Saccharomyces
cerevisiae eine spezifische Funktion zeigt, die sowohl mit den biochemischen als auch mit
den genetischen Daten aus E. coli in Einklang ist, fithrt die Aminosduresubstitution
vermutlich nicht zu einer deutlichen Beeintrichtigung der Funktion des Proteins.
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Abb. 30: Ausschnitt eines multiplen Sequenzvergleiches von ausgewdhlten putativen RecG-
Orthologen aus mehreren prokaryontischen Organismen. Die Sequenzverdanderung des ver-
anderten Proteins aus E. coli (A605V) ist mit einem Stern markiert. Die Abkilirzungen stehen fir
folgende Organismen: Pae: Pseudomonas aeruginosa; Ppu: Pseudomonas putida; Eco m:
Escherichia coli modifiziert; Sty: Salmonella typhimurium; Pmu: Pasteurella multocida; Hin:
Haemophilus influenza; Fnu: Fusobacterium nucleatum subsp.; Bth: Bacteroides
thetaiotaomicron; Dra: Deinococcus radiodurans. Der Vergleich der vollstandigen Sequenzen
findet sich im Anhang (siehe Seite 182).

Intrazellulidre Lokalisation des Mphl-Proteins

Bereits im Zuge der ersten Charakterisierung des Mph1-Proteins konnte mit Hilfe eines
Gfp-Fusionsproteins gezeigt werden, daf3 das Mph1-Protein im Kern der Zelle lokalisiert
ist (SCHELLER et al., 2000). Diese Lokalisation wurde mit einem Stamm durchgefiihrt, bei
welchem das Mph1-Gfp-Fusionsprotein iiberexprimiert wurde.

Es sollte versucht werden, die Lokalisation in einem Stamm nachzuweisen, bei
welchem das MPHI-GFP-Gen unter der Kontrolle des natiirlichen MPHI-Promotors
stand. Bei diesen Untersuchungen mit Hilfe konfokaler Mikroskopie wurden Zellen
beobachtet, bei denen die Verteilung der Fluoreszenzsignale darauf hindeuteten, dafl das
Protein auch in den Mitochondrien lokalisiert sein konnte (Daten nicht gezeigt). Diese
Hypothese wurde zusitzlich durch eine Studie zum Auffinden nativer Proteinkomplexe in
Hefe gestiitzt, in welcher von einer Interaktion von Mphl mit einem mitochondrialen
Protein berichtet wurde (GaviIN et al., 2002).

Da Mitochondrien tiber ein eigenes Genom verfiigen, muf} gewahrleistet werden, dafl
sowohl die Integritit der nukledren als auch der mitochondrialen Chromosomen gewahrt
wird. Fiir humane Zellen konnte gezeigt werden, dafy das Protein Oggl, welches 8-oxo-
Guanin aus der DNA entfernt, sowohl in den Nucleus als auch in die Mitochondrien
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transportiert wird. Aufgrund des Sauerstoffmetabolismus in den Mitochondrien wird
angenommen, dafl das Oggl-Protein zum Schutz der genomischen Integritit gegeniiber
reaktiven Sauerstoffspezies in beiden Organellen eingesetzt wird (NisHroxa et al, 1999).
Lief3e sich eine Lokalisation von Mphl im Nukleus und in den Mitochondrien nach-
weisen, so konnte dies ein Hinweis sein, daf} das Mph1-Protein auch an der Erhaltung der
genomischen Integritit der mitochondrialen Chromosomen beteiligt ist. Dies wiirde
bedeuten, dafy Mphl eine wesentlich umfassendere Rolle als bisher angenommen spielt.

Bestimmung der Lokalisation des Mph1-Sen-Proteins
mit Hilfe von Immuno-Elektronenmikroskopie

Durch immuno-elektronenmikroskopische Aufnahmen

lifst sich eine mitochondriale Lokalisation nicht bestitigen

Um die Hypothese einer mitochondrialen Lokalisation des Mphl-Proteins niher zu
untersuchen, sollte das Mphl-Proteins mit Hilfe von immuno-elektronenmikros-
kopischen Untersuchungen lokalisiert werden.

Fir die Immuno-Lokalistation wurde der Stamm CEN.PK2-1C mphl/pRS313-
MPH]I-SEN, in welchem an das MPHI1-Gen ein Sendai-Epitop fusioniert wurde und unter
Kontrolle des GALI-Promotors steht (Quelle: A. ScHURER), in Selektivmedium mit
Galactose zur Induktion des GALI-Promotors angezogen. Die Probe wurden in Lowicryl-
Harz eingebettet (siehe Seite 54). Dann wurden mit dem Ultramikrotom Diinnschnitte
angefertigt und nacheinander mit den Antikorpern anti-Sendai aus Maus und anti-Maus
aus Ziege, konjugiert mit 15 nm Goldpartikeln, inkubiert. Anschlieffend wurden die
Schnitte mit Bleicitrat nach Reynorps und Uranylacetat kontrastiert (siehe auch Seite 57)
und im Transmissionselektronenmikroskop untersucht.

Aus Abb. 31 lifit sich erkennen, dafd sich mit Hilfe der Immuno-Elektronen-
mikroskopie die Kernlokalisation bestitigen 14f3t. Es ist deutlich eine grofie Zahl von
Goldpartikeln im Nukleus zu erkennen, wihrend sich im umgebenden cytoplasmatischen
Raum nur vereinzelt Goldpartikel finden lassen. Allerdings findet sich in dem ebenfalls in
Abb. 31 gezeigten Mitochondrium keine deutlich erhchte Anzahl von Goldpartikeln.
Auch in einer Reihe anderer Zellen lief$ sich innerhalb der Mitochondrien keine deutliche
erhohte Zahl an Goldpartikeln nachweisen (siehe Abb. 32).
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Abb. 31: Immuno-elektronenmikroskopischer Nachweis der Kernlokalisation des Mph1-
Protein. Der Stamm CEN.PK 2-1C mph1/pRS313-GAL1-MPH1-SEN wurde in Selektivmedium mit
Galactose zur Induktion des GALT-Promotors angezogen. Die Zellen wurden Lowicryl-Harz
eingebettet und mit dem Ultramikrotom geschnitten. Die Schnitte wurden nacheinander mit
den Antikorpern anti-Sendai aus Maus (Verdiinnung: 1:10) und anti-Maus aus Ziege, konjugiert
mit 15 nm Goldpartikeln (Verdlinnung: 1:60), inkubiert. Ultradiinnschnitte wurden mit Blei-
citrat nach Reynolds und Uranylacetat (4%) kontrastiert. Die Kernmembran (NM) und ein Mito-
chondrium (MM) sowie einige ausgewdhlte Goldpartikel (IG) wurden markiert.

Abb. 32: Elektronenmikroskopische Darstellung von Mitochondrien des Stammes CEN.PK 2-1C
mph1/pRS313-GAL1-MPH1-SEN (siehe Abb. 31). Zwischen der Vakuole (V) und der AuBenwand
sind deutlich zwei Mitochondrien (MM) zu erkennen, in welchen sich keine Goldpartikel er-
kennen lassen. Im Cytoplasma wurden zwei unspezifisch gebundene Goldpartikel (IG) mar-
kiert.
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Aus den Abbildungen geht hervor, dafi sich in dem gewiéhlten Versuchssystem eine mito-
chondriale Lokalisation des Mphl-Proteins offenbar nicht nachweisen 1afit. Allerdings
schliefit dies eine mitochondriale Lokalisation nicht endgiiltig aus. Ist die Konzentration
des Proteins in den Mitochondrien deutlich geringer als im Kern, so ist moglicherweise
selbst bei einer Uberexpression die Proteinkonzentration unter der Nachweisgrenze.

Bestimmung der Lokalisation des Mph1-Sen-Proteins
mit Hilfe von Immunfluoreszenzmikroskopie

Das Mphl-Protein lifst sich mittels Immunfluoreszenzmikroskopie

nicht in den Mitochondrien nachweisen

Fir die Bestitigung des Befundes der immuno-elektronenmikroskopischen Unter-
suchung wurde untersucht, ob die Kernlokalisation des Mph1-Sen-Fusionsproteins mit
Hilfe von Immunofluoreszenzmikroskopie nachweisbar ist und ob es moglich ist, mit
Hilfe von Fluoreszenzmikroskopie eine mitochondriale Lokalisation nachzuweisen.

Fir die Immunmarkierung wurde der Stamm CEN.PK 2-1C mphl/ pRS313-GALI-
MPHI1-SEN in Medium mit Galactose zur Induktion des GALI-Promotors angezogen.
Die Zellen wurden mit Formaldehyd fixiert, die Zellwand enzymatisch entfernt und die
so permeabilisierten Zellen mit dem priméren anti-Sendai- Antikorper aus Maus sowie
dem sekundéren FITC-konjugierten anti-Maus-Antikorper aus Ziege inkubiert. Die DNA
wurde durch Inkubation der permeabilisierten Zellen mit DAPI-Losung (1 pg-ml™)
markiert. Dann wurden die einzelnen Proben mit ProLong-Antifade tiberschichtet und
fluoreszenzmikroskopsich untersucht.

Fiir die in Abb. 33 gezeigte Uberlagerung der Bilder wurden die Fluoreszenzsignale der
DAPI-Farbung mit Hilfe eines Bildbearbeitungsprogramms rot eingefarbt. Aus den in der
Uberlagerung entstehenden gelben Bereichen 1aft sich eine iibereinstimmende Lokali-
sation von Kern/Mitochondrien und mit dem Antikdrper markiertem Protein ersehen.

Wie bereits bei den elektronenmikroskopischen Aufnahmen 143t sich die Kernlokali-
sation des Mphl-Proteins eindeutig bestitigen (Abb. 33). Allerdings ergab auch die
Immunfluoreszenz keine Hinweise auf eine mitochondriale Lokalisation. Die Mitochon-
drien erscheinen in der DAPI-Firbung als distinkte kleine Punkte neben der grof3-
flachigen Farbung der nukleiren DNA. In mehreren in Abb. 33 gezeigten, mit DAPI
gefirbten Zellen lassen sich diese Punkte gut erkennen, wihrend man in den Immun-
fluoreszenzaufnahmen an den entsprechenden Stellen keine Signale erkennt. Diese Bilder
unterstiitzen also die bereits mit Hilfe der Immunelektronenmikroskopie gewonnenen
Daten, dafl das Mph1-Protein im Kern, nicht aber in den Mitochondrien lokalisiert ist.
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Abb. 33: Fluoreszenzmikroskopische Darstellung des Mph1-Proteins nach Antikorper-
markierung sowie der Kern- und der mitochondrialen DNA mit Hilfe von DAPI. Der Stamm
CEN.PK 2-1C mph1/pRS313-GAL1-MPH1-SEN wurde in Selektivmedium mit Galactose zur
Induktion des GALT-Promotors angezogen. Die Zellen wurden mit Formaldehyd fixiert und die
Zellwand entfernt. Die Markierung erfolgte mit anti-Sendai-Antikérpern aus Maus (Ver-
diinnung: 1:10) und anti-Maus-Antikdrpern aus Ziege, konjugiert mit FITC (Verdiinnung:
1:1000). Die Farbung von Kern- und mitochondrialer DNA wurde durch Inkubation der Zellen
mit DAPI (1 ug-ml™) erreicht. Die DAPI-Aufnahmen wurden mit dem Zeiss-Filtersatz 487902,
die FITC-Aufnahmen mit dem Filtersatz 487909 gemacht. Fiir die Uberlagerung wurde die
DAPI-Aufnahme rot eingefarbt, um Ubereinstimmungen der Fluoreszenzsignale beider Bilder
gelb hervortreten zu lassen.

Untersuchung der Lokalisation von Mph1 in unterschiedlichen Phasen des Zellzyklus

Es wurde bereits darauf hingewiesen, dafl der fehlende Nachweis einer mitochondrialen
Lokalisation an der mangelnden Konzentration des Proteins in den Mitochondrien liegen
kann. Da das Protein offenbar an der fehlerfreien Umgehung von DNA-Lisionen beteiligt
ist, wire es denkbar, dafl es nicht permanent in den Mitochondrien vorhanden ist,
sondern nur wihrend der mitochondrialen Replikation dorthin transportiert wird. Um zu
untersuchen, ob sich das Protein in bestimmten Phasen des Zellzyklus in den Mito-
chondrien nachweisen lafit, wurde der Stamm CEN.PK 2-1C mphl/pRS313-GALI-
MPHI1-SEN in Medium mit Galactose zur Induktion des GALI-Promotors angezogen.
Die Zellen wurden mit Hilfe von a-mating factor in G, des Zellzyklus arretiert. Nach Ent-
fernung des a-mating factor wurde nach 30, 60 und 90 min Proben entnommen und diese
wie beschrieben fiir die Inmunofluoreszenz aufgearbeitet (siehe Seite 58).

Die Untersuchung zeigt, daf sich zu den gewdhlten Zeitpunkten keine Lokalisation
des Mph1-Proteins in den Mitochondrien nachweisen laf3t (in Abb. 34 wurden die Proben
30 min nach Entfernung des a-mating factors entnommen; weitere Daten sind nicht

gezeigt).
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Abb. 34: Fluoreszenzmikroskopische Darstellung des Mph1-Proteins 30 min nach Ende des
Zellzyklusarrestes durch a-mating factor. Der Stamm CEN.PK 2-1C mph1/pRS313-GAL1-MPH1-
SEN wurde in Selektivmedium mit Galactose zur Induktion des GALT-Promotors angezogen.
Die Kultur wurde mit Hilfe von a-mating factor in G des Zellzyklus arretiert. Der a-mating factor
wurde entfernt und nach 30 min eine Probe entnommen. Die Zellen wurden mit Formaldehyd
fixiert und die Zellwand entfernt. Die Markierung erfolgte mit anti-Sendai-Antikdrpern aus
Maus (Verdliinnung: 1:10) und anti-Maus-Antikdrpern aus Ziege, konjugiert mit FITC (Ver-
diinnung: 1:1000). Die Farbung von Kern- und mitochondrialer DNA wurde durch Inkubation
der Zellen mit DAPI (1 ug-ml™) erreicht. Die DAPI-Aufnahmen wurden mit dem Zeiss-Filtersatz
487902, die FITC-Aufnahmen mit dem Filtersatz 487909 gemacht. Fiir die Uberlagerung wurde
die DAPI-Aufnahme rot eingefirbt, um Ubereinstimmungen der Fluoreszenzsignale beider
Bilder gelb hervortreten zu lassen.

Untersuchung der Lokalisation von Mph1 in unterschiedlichen Phasen des Zellzyklus
nach Behandlung mit 4-NQO

Um zu untersuchen, ob sich Mphl u.U. nur bei einer erh6hten Schadensdichte in den
Mitochondrien aufhilt, wurde eine Kultur des Stammes CEN.PK 2-1C mphl pRS313-
GALI-MPHI-Sen mit 1-10” Zellen-ml™ angeimpft und nach 1h Inkubation bei 30°C
mittels a-mating factor im Zellzyklus arretiert. Anschlielend wurde der a-mating factor
entfernt und die Zellen in Medium mit 0,16 pg-ml™" 4-NQO resuspendiert und bei 30°C
inkubiert. Nach 30, 60 und 90 min wurden Proben entnommen und in gleicher Weise wie
beschrieben prozessiert.

Abb. 35: Fluoreszenzmikroskopische Darstellung des Mph1-Proteins nach 90 mintiger Inku-
bation einer synchronisierten Kultur mit 4-NQO (siehe auch Abb. 33). Die Zellen wurden nach
dem Ende des a-Faktorarrestes fiir 90 min in Medium mit 0,16 ug-ml~' 4-NQO angezogen und
anschlieBend die Immunmarkierung durchgefiihrt.

Aus Abb. 35 geht hervor, daf sich auch nach 90 miniitiger Behandlung der Zellen mit 4-
NQO keine Lokalisation in den Mitochondrien nachweisen laf§t (Daten nach 30 und
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60 min sind nicht gezeigt). Offenbar fiihrt also auch eine erhohte Schadensdichte nicht zu
einer Lokalisation des Mph1-Proteins in den Mitochondrien.

Zusammenfassend 1af3t sich sagen, dafl kein Hinweis fiir eine Lokalisation des Mph1-
Proteins in den Mitochondrien gefunden wurde. Damit erscheint eine Beteiligung des
Mphl-Proteins an mitochondrialen Reinitiationsprozessen unwahrscheinlich.
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DISKUSSION

Moglichkeiten fiir den Nachweis von Arresten des Replisoms

Biochemischer Nachweis von arretierten Replikationsgabeln

Nachweis von Doppelstrangbriichen

Die durch MicHEL et al. gezeigten Daten deuten darauf hin, daf arretierte Replikations-
gabeln tber das Auftreten von Doppelstrangbriichen nachgewiesen werden kénnen
(MicHEL et al., 1997). Diese Hypothese stiitzt sich hauptsachlich auf folgende Befunde:

Durch Uzest et al. wurde gezeigt, daf} rep recBC-Mutanten nicht lebensfahig sind.
Zusammen mit weiteren Daten wurde hieraus die Hypothese abgeleitet, dafy es in rep-
Mutanten hdufiger zu einem Arrest der Replikation kommt. Im Zuge eines solchen
Arrestes entstehen doppelstrangige DNA-Enden, welche entweder degradiert, oder durch
homologe Rekombination prozessiert werden miissen (Uzesrt et al, 1995). Diese Hypo-
these konnte durch die Befunde gestiitzt werden, nach denen es in rep recB: recCi-
Mutanten bei nichtpermissiver Temperatur zu einer Akkumulation von Doppelstrang-
briichen kommt (MicHEL et al, 1997). Weiterhin konnte gezeigt werden, dafl eine
ektopische ter-site (siehe auch Seite 19) im Chromosom von E. coli vermehrt zur Bildung
von Doppelstrangbriichen fithrt (BipNeNko ef al, 2002). Diese Daten untermauern die
Hypothese, dafl durch stabile DNA-Protein-Komplexe, welche zu einem Arrest der Repli-
kation fiithren, vermehrt Doppelstrangbriiche entstehen.

Problematisch an diesem experimentellen System ist, dal fiir den Nachweis von
Doppelstrangbriichen in E. coli artifizielle Bedingungen geschaffen werden miissen,
indem z.B. Proteine der homologen Rekombination ausgeschaltet werden und dann die
Menge auftretender Doppelstrangbriiche nach der Deletion zusétzlicher Gene (wie z.B.
rep) bestimmt wird. Es ist nicht ohne weiteres moglich, direkt den Einflufl bestimmter
Mutationen in einem ansonsten Wildtyphintergrund zu untersuchen.

Nachweis von Holliday junctions

Neben dem Nachweis auftretender Doppelstrangbriiche, welche u.a. durch die Auflésung
von Holliday junctions durch Resolvasen entstehen, ist es ebenfalls moglich, Holliday
junctions, die gemafl dem in der Einleitung dargelegten Modell (siehe Seite 17) als Inter-
mediat auftreten, direkt nachzuweisen. Dies ist z.B. durch 2D-Gelelektrophorese moglich.
In Saccharomyces cerevisiae konnte durch dieses Verfahren gezeigt werden, daf$ in rDNA-
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Bereichen wihrend der S-Phase Holliday junctions gebildet werden und daf3 die Bildung
abhingig von Rad52 ist, nicht aber von Rad51, Rad55 und Rad57 (Zou & RoTHSTEIN,
1997).

Als eine weitere Moglichkeit konnen mit Hilfe von Dichtegradientenzentrifugation
nach Dichtemarkierung der DNA Replikationsintermediate isoliert werden. Mittels diese
Methode konnte durch HiGeins et al. die Bildung von Holliday junctions in humanen
Zellen gezeigt werden (HiGGINs et al., 1976). Zu diesem Zweck wurden humane Zellen in
normalem Medium angezogen. Anschlieflend wurden die Zellen 2 h mit Bromdeoxy-
uridin (BrdU) inkubiert. Dem Medium wurde fiir 1 h MMS zugesetzt und anschliefSend
die Zellen fir 1 h in Medium mit BrdU aber ohne MMS postinkubiert. Die DNA wurde
geschert und auf einem neutralen Casiumchlorid-Gradienten aufgetrennt. Man sollte
erwarten, dafy die Replikationsintermediate eine intermedidre Dichte besitzen. Aus den
entsprechenden Fraktionen wurde DNA pripariert. Mit Hilfe von Elektronenmikroskopie
konnten Holliday junctions in der derart préparierten DNA nachgewiesen werden
(H1GGENS et al., 1976).

Durch eine dhnliche experimentelle Prozedur konnten auch in befruchteten Eizellen
von Drosophila melanogaster Holliday junctions nach Behandlung mit Mutagenen nach-
gewiesen werden (INMAN, 1984).

Derartige Strukturen konnten bisher in Wildtypzellen von Saccharomyces cerevisiae
nach Behandlung mit Hydroxyharnstoft nicht direkt nachgewiesen werden. In ebenso
behandelten rad53-Deletionsmutanten wurden hingegen eine Reihe ungewdhnlicher
Strukturen elektronenmikroskopisch detektiert, unter denen sich auch Holliday junctions
befanden. Offenbar sorgt also die Auslosung des checkpoints durch Rad53 in Wildtyp-
zellen dafiir, daf3 die Entstehung von ungewohnlichen Replikationsintermediaten ver-
mieden wird (Soco et al., 2002).

Die Problematik sowohl bei dem Nachweis von Doppelstrangbriichen als auch bei
dem direkten Nachweis von Replikationsintermediaten, welche an Arresten der Replika-
tion entstehen, besteht darin, dafl artifizielle Bedingungen gewihlt werden miissen, um
derartige Strukturen tiberhaupt zu finden. Es wire ein Vorteil, wenn ein experimentelles
System auch unter normalen Wachstumsbedingungen einen Einblick in die Mechanismen
zur Umgehung von DNA-Lisionen leisten konnte.

Indirekte Systeme zum Nachweis von Reinitiationsintermediaten

In E. coli fiithren Mutationen von Genen, welche eine Instabilitcit

der Replikationsgabeln bewirken, vermehrt zur Deletion von Sequenzduplikationen

Es sprechen viele Befunde dafiir, dafl der Nachweis von Replikationsarresten auch
indirekt auf genetischem Wege erfolgen kann. So konnte durch Lovert et al. gezeigt
werden, dafy die Deletion bestimmter Gene einen Einflufl auf die Stabilitit direkter
Sequenzwiederholungen hat. Dies gilt sowohl fiir plasmidlokalisierte als auch fiir
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chromosomal lokalisierte Sequenzwiederholungen. Diese Ereignisse sind nur partiell vom
Vorhandensein von RecA abhingig (LoveTT et al., 1993).

Durch Saveson & LoverT wurde anhand dieses Systems gezeigt, dafl die Inaktivierung
der replikativen Helikase DnaB in E. coli zu einer deutlich erh6hten Rate von Deletions-
ereignissen fiithrt. Es wurde spekuliert, dafl in diesen Mutanten hiufiger Replikations-
gabeln arretieren. Die hierbei vermehrt entstehenden Doppelstrangbriiche wéaren dann
fur die verstarkt auftretenden Deletionen verantwortlich (Saveson & LovETT, 1999). Ein
ahnlicher Effekt lie3 sich bei der Deletion von holD beobachten, welches eine Kompo-
nente des clamp loaders ist. Auch hier wurde die Hypothese aufgestellt, dafl es durch das
Fehlen von HolD zu einer Destabilisierung des Replisoms und damit haufiger zu Arresten
der Replikation kommt. Diese wiirden dann vermehrt zu doppelstrangigen DNA-Enden
und somit vermehrt zu Deletionen der Sequenzwiederholungen fithren (FLores et al.,
2001)

Durch Bierne et al. wurde die Hypothese aufgestellt, daf3, sofern doppelstringige
DNA-Enden fiir die Instabilitdt von Sequenzwiederholungen zusténdig sind, die Deletion
von recD eine massive Erh6hung der Deletionsfrequenz von Duplikation zur Folge haben
sollte, da hier die Halbwertzeit auftretender linearer DNA durch die fehlende
Exonukleaseaktivitit des RecBCD-Komplexes deutlich erhoht sein sollte. Genau dieser
Effekt konnte in recD-Deletionsmutanten nachgewiesen werden (B1ErNE et al., 1997b).

Geht man davon aus, daf3 die Deletionsereignisse auf einer Stranginvasion des durch
den RecBCD-Komplex hervorgerufenen einzelstringigen 3’-Endes beruhen, dann sollte
die Deletion von recA zu einer massiven Erniedrigung der Deletionsereignisse fithren, da
das RecA-Protein fiir die homologiebasierte Invasion des einzelstringigen 3’-Endes sorgt
(Cox et al., 2000; MICHEL et al., 2001). Interessant ist, daf§ sowohl von LoverT et al. als
auch von BIierNE et al. gezeigt wurde, dafy die Deletion von recA sowohl im Falle von
plasmidbasierten Systemen als auch bei chromosomal lokalisierten Sequenzwieder-
holungen nur zu einer moderaten Erniedrigung der Deletionsraten fithrt. Aus diesen
Daten wurde gefolgert, daf3 es offenbar neben der recA-abhingigen Rekombination
weitere Prozesse gibt, welche fiir die Deletionsereignisse eine wichtige Rolle spielen
(LoverT et al., 1993; BIERNE et al., 1997B).

Eine vorgeschlagene Moglichkeit ist hierbei das sogenannte primer template slippage,
bei welchem ein Primer kurzzeitig vom template gelost wird und an der falschen Position
wieder mit diesem hybridisiert, wobei eine Schleife ausbildet wird, welche aus den tiber-
sprungenen Basen besteht (LovETT ef al., 1993; BIERNE ef al., 1997B; MICHEL, 2000).

In Eukaryonten fiihrt die Behandlung mit Mutagenen

zu einer Erhohung der Frequenzen von Deletionsereignissen

Wenn der Arrest der Replikationsgabel zur Bildung doppelstringiger DNA-Enden und
damit zur Deletion von Sequenzwiederholungen fiihrt, dann sollte die Behandlung mit
Chemikalien, welche replikationsarretierende Lasionen zur Folge haben, zu einer
erhohten Frequenz von Deletionsereignissen fithren.

132



DiskussioN

Diese Hypothese konnte durch Experimente in Hamsterzellen gestiitzt werden. Fiir die
Messungen wurde eine hprt -Mutante gewdhlt, bei welcher im hprt-Gen Exon 7 sowie ein
Teil von Exon 6 spontan dupliziert war. Hier konnten Deletionen der Duplikation durch
Selektion auf den HPRT'-Phinotyp identifiziert werden. Es konnte gezeigt werden, daf}
sich die Frequenz von Deletionsereignissen durch die Behandlung mit Camptothecin
steigern 143t (ARNAUDEAU et al., 2001).

Dieser Effekt wurde auch bei dem in dieser Arbeit verwendeten experimentellen
System in Saccharomyces cerevisiae nachgewiesen. Sowohl die Behandlung der Zellen mit
Camptothecin als auch mit 4-NQO fiihrte zu einer Erhohung der Deletion von Sequenz-
wiederholungen. Dies galt sowohl fiir Duplikationen, welche sich auf einem Plasmid
befanden, wie auch fiir chromosomal lokalisierte Duplikationen.

Eignet sich die Messung der Deletionen von Sequenzduplikationen

fiir die Bestimmung von Replikationsarresten?

Prinzipiell lassen sich die in Sequenzduplikationen auftretenden Deletionsereignisse auf

drei unterschiedliche Mechanismen zuriickfithren.

1) Deletionen konnen durch sogenanntes primer template slippage entstehen. Diese
Hypothese wird durch die Befunde unterstiitzt, dafl nur ein Teil der Deletions-
ereignisse in E. coli auf die Anwesenheit von RecA zuriickgeht.

2) Deletionen kénnen durch die Reparatur von nicht replikationsinduzierten Doppel-
strangbriichen entstehen. Entsteht in der Nahe einer Sequenzwiederholung ein
Doppelstrangbruch, so wird das Ende durch die Enzyme der Doppelstrangbruch-
reparatur prozessiert. Hierdurch entsteht ein einzelstringiges 3’-Ende, das in das
intakte Chromosom eingefiithrt werden kann. In E. coli ist die Reparatur von Doppel-
strangbriichen auf diesem Weg nur mdoglich, wenn nach der Replikation ein zweites
Chromosom in der Zelle vorliegt (Kuzminov, 1995).

3) Deletionsereignisse konnen durch arretierte Replikationsgabeln ausgelost werden,
wobei hier zwei Mechanismen denkbar sind:

a) Es wurde bereits darauf hingewiesen, daf} eine Léasion auf dem lagging strand
template nicht zu einem Arrest der Replikationsgabel fiihrt, sondern dafd lediglich
ein Okazaki-Fragment nicht geschlossen werden kann (siehe Seite 17). Die ent-
stethende Liicke kann entweder mittels Translisionssynthese oder iiber
rekombinative Prozesse geschlossen werden. Es ist also denkbar, dafl es im Zuge
der rekombinativen Prozesse ebenfalls zu Deletionen kommt.

b) Es kann zu einem Arrest der leading strand Polymerase kommen, welcher in der
Bildung einer Holliday junction resultieren kann. Wird diese geschnitten, entsteht
ein doppelstrangiges DNA-Ende, welches wie beschrieben durch die Enzyme der
Doppelstrangbruchreparatur prozessiert werden kann, um eine Reinitiation zu
ermoglichen.

Um zu untersuchen, welcher Anteil an Deletionsereignissen in Saccharomyces cerevisiae

auf homologe Rekombination zuriickzufiihren ist, wurde die spontane Reversionsrate des
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verwendeten KanKanMX4-Moduls in rad52-Deletionsmutanten untersucht. Da das
Rad52-Protein eines der Schliisselenzyme der Rekombination ist (AGUILERA, 2001), sollte
man erwarten, daf sich aus der Rate der Reversionsereignisse in rad52-Mutanten ableiten
1a3t, welchen Einfluf3 rekombinative Prozesse auf die spontane Reversionsrate haben.

In einer rad52-Deletionsmutante wurde eine 40fache Erniedrigung der spontanen
Reversionsrate gemessen. Dies ist ein guter Hinweis dafiir, daf3 die Rad52-abhingige
Rekombination eine prominente Rolle bei der Entstehung von Reversionsereignissen in
Saccharomyces cerevisiae spielt. Allerdings ist die spontane Reversionsrate einer rad52
mphl-Doppelmutante noch stirker erniedrigt; diese genetische Interaktion ist formal
synergistisch. Dieser Befund konnte dergestalt erklirt werden, dafl Mphl an einem
alternativen Prozef} beteiligt ist, wobei beide Prozesse partiell iiberlappende Substrat-
spektren besitzen. Es konnte sich also um den in E. coli unabhingig von RecA
ablaufenden Prozefl handeln, fiir welchen postuliert wurde, daf3 es sich um primer
template slippage handelt (LoveTT et al., 1993; BIERNE et al., 1997D).

Natiirlich kann eine Beteiligung von Mphl an einem Prozef, welcher vermehrt zu
primer template slippage Ereignissen fiihrt, nicht ausgeschlossen werden. Gegen diese
Hypothese sprechen allerdings mehrere Befunde.

So konnte in Saccharomyces cerevisiae gezeigt wurde, dafy die mitotische Rekombina-
tionsrate in sgsI-Deletionsmutanten sowohl bei homeologen (MyYuNG et al., 2001) als
auch bei homologen Substraten erhoht ist (Wart et al, 1996; MyuNG et al, 2001). Diese
erhohte Rate mitotischer Rekombination ist dabei jedoch nur teilweise von Rad52 ab-
héngig (WatT et al, 1996). Offenbar gibt es also in Hefe zu Rad52 alternative Wege,
welche ebenfalls rekombinativ sind.

Weiterhin konnten sowohl fiir die spontanen Mutationsraten als auch fiir die Sensitivi-
titen gegeniiber Mutagenen epistatische Interaktionen von rad51 und rad55 mit mphl
gezeigt werden (SCHURER et al, in Vorbereitung). Diese Befunde deuten eher auf eine
Beteiligung von Mphl an einem rekombinativen Prozef3 hin.

Neben diesen Befunden deuten die Daten der Mutationsraten sowie der induzierten
Mutagenese darauf hin, dafl Mphl vornehmlich an der fehlerfreien Umgehung kleiner
DNA-Lidsionen beteiligt ist und daf3 diese in Abwesenheit von Mphl gezielt durch die
Translasionssynthese iiberlesen werden. Es ist also vergleichsweise schwer vorstellbar,
warum es bei einem Arrest der Polymerasen an kleinen DNA-Lasionen im Wildtyp durch
die Aktivitat von Mphl zur fehlerfreien Umgehung der Lisionen vermehrt zu primer
template slippages kommen sollte, wihrend in mphI-Mutanten die letztgenannten durch
den Einsatz der Transldsionssynthese vermieden werden. Vielmehr erscheint es u.a. auf-
grund der Epistasis von mphl zu rad51 und rad55 plausibel, dafl Mph1 an einem weiteren
rekombinativen Wegen zur Umgehung von DNA-Lisionen beteiligt ist. Aufgrund der
synergistischen Interaktion von mphl mit rad52 beziiglich der spontanen Reversionsraten
konnte man postulieren, daf3 diese rekombinativen Wege unabhiangig von Rad52 sind.

Eine Beteiligung von Mphl an der rekombinativen Reparatur von Doppelstrang-
briichen erscheint hingegen unwahrscheinlich, da mphl-Mutanten keine ausgepragte
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Sensitivitat gegeniiber ionisierender Strahlung besitzen (ScHELLER et al., 2000). Hinzu
kommen experimentelle Daten, nach denen mphl-Mutanten einen Hyperrekombina-
tionsphanotyp besitzen (A. ScHURER, unveroffentlicht). Auch dies spricht gegen eine
Beteiligung von Mphl an der rekombinativen Reparatur von Doppelstrangbriichen.

Die vorhandenen Daten deuten also darauf hin, dafl in Saccharomyces cerevisiae die
beobachteten Deletionsereignisse hauptsdchlich auf rekombinative Mechanismen zuriick-
zufithren sind, wihrend dem primer template slippage nur eine untergeordnete Bedeutung
zukommt. Eine Beteiligung von Mphl am letztgenannten Mechanismus kann zwar nicht
ausgeschlossen werden, erscheint aber aufgrund der genetischen Befunde eher unwahr-
scheinlich. Offensichtlich lassen sich also anhand des KanKanMX4-Moduls Rekombina-
tionsereignisse nachweisen, welche in Zusammenhang mit Replikationsprozessen stehen.
Das System unterscheidet allerdings nicht zwischen Rekombinationsprozessen zur Reini-
tiation der leading strand Polymerase und dem Auffiillen einzelstrangiger DNA-Bereiche
des lagging strand.

Ein grofler Vorteil dieses genetischen Systems besteht im Vergleich zu den bio-
chemischen Methoden allerdings darin, dafl sich die Deletionereignisse sowohl unter
»natiirlichen« Bedingungen als auch nach Behandlung mit Mutagenen problemlos
bestimmen lassen.

Welche Strukturen konnen bei einem Arrest des Replisoms entstehen?

Die Strukturen der bei einem Arrest der Replikation entstehenden Intermediate
sind vielfiltig und hingen von der Natur des Arrests ab

Es wurde bereits ausgefiihrt, daff immer mehr Untersuchungen darauf hindeuten, daf} in

der Zelle auftretende Replikationsintermediate sich in Abhéngigkeit von den Hinder-

nissen, welche zum Arrest gefithrt haben, unterscheiden (siehe Seite 17). Die moglichen

Strukturen seien hier noch einmal kurz zusammengefaf3t.

1) Fir ein Thymin-Dimer auf der Matrize fiir den leading strand konnte sowohl in vitro
als auch in vivo gezeigt werden, dafl es zu einer Entkopplung der leading und der
lagging strand Polymerase kommt. Der lagging strand wird hierbei in E. coli rund
1000-2000 Nukleotide iiber das Ende des leading strand hinaus verlingert
(CorRDEIRO-STONE et al., 1999; PAGEs & FucHs, 2003).

2) Anhand einer in ein Plasmid eingesetzten ter-site konnte gezeigt werden, daf3 der
Arrest eines Replisoms an einem ter/Tus-Komplex in vitro ein anderes Intermediat zur
Folge hat. Hier ist der leading strand rund 50-70 Nukleotide linger als der lagging
strand (HILL & MARIANS, 1990).

3) In Hefe wurde gezeigt, daf} sich ein Replisom, welches an einer natiirlichen Barriere
vor den rDNA-clustern arretiert, wiederum von den beiden beschriebenen Strukturen
unterscheidet. Hier war die Lange des leading und des lagging strand nahezu gleich.
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Bemerkenswert ist bei dieser Struktur, dafy an der arretierten Replikationsgabel die
einzelstrangigen Bereiche sehr kurz sind (GRUBER et al,, 2000).

4) Erreicht eine Replikationsgabel einen Einzelstrangbruch, so wird dieser durch die
Replikation in einen Doppelstrangbruch tberfiihrt, so dafl es zu einem Kollaps der
Replikationsgabel kommt (Kuzminov, 1995; KuzmiNov, 2001).

Die unterschiedlichen Replikationsintermediate
konnen auf unterschiedliche Arten aufgelost werden

Aufgrund der unterschiedlichen Strukturen kann man vermuten, daf3 die Reinitiation
entsprechend der Intermediate jeweils auf unterschiedliche Art und Weise erfolgt.

Fehlerfreie Reinitiation nach Arresten an kleinen DNA-Ldsionen

Bei den an kleinen Lésionen auftretenden Arresten besteht das Problem darin, daf3 sich
die Lasion im Gegensatz zu DNA-Protein-Komplexen oder Sekundirstrukturen der
DNA, nicht ohne weiteres entfernen ldfit. Die meisten Reparatursysteme sind darauf an-
gewiesen, Lasionen aus der DNA herauszuschneiden und anhand der Information des
komplementéren Stranges die Liicke zu schlieflen. Dies ist allerdings bei einem Arrest
nicht ohne weiteres moglich, da an der Replikationsgabel die Stringe entwunden vor-
liegen.

Eine Moglichkeit besteht darin, die Replikationsgabel unter Ausbildung einer Holliday
junction zuriickzusetzen, so daf3 die Lasion sich wieder im doppelstrangigen Bereich
befindet. Ist diese Struktur stabil, kann die Lésion tiber die gangigen Reparaturprozesse
wie Nukleotidexcisionsreparatur oder Basenexcisionsreparatur entfernt werden.

Eine weitere Moglichkeit besteht in dem von HiGains et al. vorgeschlagenen Modell
des polymerase strand switch. Auch hier wird eine Holliday junction ausgebildet. Da der
lagging strand iiber das Ende des leading strand hinaus elongiert wurde, kann der lagging
strand als Matrize fiir die Elongation des leading strand dienen. Durch Verschiebung der
Struktur in Richtung der Replikation kénnte eine fehlerfreie Uberbriickung der Lision
erfolgen, wobei diese aber nach wie vor in der DNA persistiert und spéter entfernt werden
muf$ (HicGIns et al., 1976; Cox, 2001; McGLYNN & LrLoyp, 2002). In diesem Fall muf3
allerdings dafiir Sorge getragen werden, daf} die Holliday junction nicht vorzeitig z.B.
durch Resolvasen geschnitten wird. Erfolgt eine solche Auflosung vor dem polymerase
strand switch, wiirde die Invasion des 3’-Endes zwangsldufig vor der Lasion erfolgen und
eine effiziente Elongation durch die DNA-Polymerasen wire nicht moglich.

Fir den Zeitpunkt der Auflésung der Holliday junctions durch Resolvasen gibt es
mehrere denkbare Moglichkeiten. Der Arm bestehend aus leading und lagging strand
kann vor der Auflosung der Holliday junction von den Enzymen der homologen
Rekombination prozessiert und das entstehende 3’-Ende hinter der Lasion in die DNA
eingefithrt werden. An dieser Stelle kann dann die Assemblierung des Reinitiations-
primosoms erfolgen. Fiir eine erfolgreiche Reinitiation der Replikation mufl die Holliday
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junction nach der Invasion des 3’-Endes durch Resolvasen aufgelost werden (HYRIEN,
2000; MCGLYNN & LLOYD, 2002).

Alternativ kann die Holliday junction auch vor der Invasion des 3’-Endes durch
Resolvasen geschnitten werden, wobei ein vollstindiges Chromosom sowie ein Teil-
chromosom mit einem doppelstringigen DNA-Ende entsteht. Dieses kann wiederum
durch die Enzyme der Doppelstrangbruchreparatur prozessiert werden, wobei ein einzel-
stringiger 3’-Uberhang entsteht. Dieser kann unter Ausbildung eines D-loop in das
Chromosom eingefithrt und an dieser Struktur das Reinitiationsprimosom assembliert
werden (MICHEL, 2000; COX, 2001; MCGLYNN & LLOYD, 2002).

Gemein ist allen beschriebenen Prozessen, daf3 es zur Ausbildung einer Holliday
junction kommt. Bemerkenswert ist in diesem Zusammenhang, dafl in vitro gezeigt
wurde, dafl das bevorzugte Substrat von RecG eine Gabelstruktur der DNA ist, welche
einer Replikationsgabel dhnelt, bei welcher der lagging strand iiber das Ende des leading
strand hinaus verlingert ist. Dieses Substrat kann durch RecG in vitro in eine Struktur
umgewandelt werden, welches durch die Resolvase RuvC geschnitten wird (McGLYNN &
Lroyp, 2001). Diese Befunde haben zu der Hypothese gefiihrt, dal RecG fiir die Bildung
von Holliday junctions verantwortlich ist, wobei das (zumindest in vitro) gebundene Sub-
strat demjenigen entsprache, welches bei einem Arrest der Polymerase des leading strands
an einer kleinen Lision entsteht (CORDEIRO-STONE et al.,1999; PAGEs & FucHs, 2003).

Wie durch RecG aus dem gebundenen Substrat eine Holliday junction gebildet werden
konnte, wurde anhand der Kristallstruktur des RecG-Proteins aus Thermotoga maritima
gezeigt. Aus dem Cokristall mit DNA wurde geschlossen, dafl das RecG-Protein am Ver-
zweigungspunkt bindet, wobei die Furchen fiir die parentalen Strange so schmal sind, daf}
nur einzelstrangige DNA hineinpafit. Bewegt sich das Protein unter ATP-Verbrauch in die
der Replikation entgegengesetzte Richtung, wiirden beide neu synthetisierten Strange
quasi abgeschilt werden. Dabei werden sie so abgeknickt, dafl sie miteinander hybridi-
sieren und auf diese Weise eine Holliday junction bilden (SINGLETON et al., 2001; siehe
auch Seite 114). Diese Befunde haben zu der Hypothese gefiihrt, daf3 RecG bei Arrest des
Replisoms an kleinen DNA-Ldsionen an der Bildung von Holliday junctions beteiligt ist.

Reinitiation an Strukturen, bei welchen die Helikase arretiert wurde

Der Arrest des Replisoms durch eine Blockade der Helikasen unterscheidet sich an zwei
Punkten von dem Arrest der Polymerasen. So ist die arretierende Struktur z.B. im Falle
von Protein-DNA-Komplexen oder von Sekundirstrukturen voriibergehender Natur. In
diesem Fall konnte die Blockade einfach entfernt werden, um eine Reinitiation zu
ermoglichen (WHITBY et al., 2002).

Zusitzlich sind bei einem solchen Arrest der leading und lagging strand entweder
gleich lang oder aber der leading strand langer als der lagging strand. Ein polymerase
strand switch ist also nicht moglich und wiére formal auch sinnlos, da die Enden der neu
synthetisierten Stringe nicht tiber den Block hinausgehen und somit eine Uberbriickung
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des Blocks nicht moglich ist. Die Zelle ist dementsprechend zwangsldufig auf andere
Mechanismen angewiesen.

Interessanterweise scheint ein Arrest des Replisoms an grofleren Blockaden in E. coli
trotzdem zu Strangbriichen zu fithren. So konnte gezeigt werden, dafl die Deletion von
recB und recC in einem rep -Stammbhintergrund letal ist. Das Rep-Protein ist eine nicht-
essentielle Helikase, von welcher angenommen wird, daf3 sie das Voranschreiten der
Replikationsgabel durch die Entfernung von Sekundirstrukturen, DNA-Protein-
komplexen etc. erleichtert. Es wurde daher die Hypothese aufgestellt, daf3 das Fehlen des
Rep-Proteins vermehrt zu arretierten Replikationsgabeln fiihrt. Diese werden geschnitten,
so daf3 doppelstrangige DNA-Enden entstehen. Durch das Fehlen des RecBCD-Kom-
plexes kann keine Prozessierung mehr erfolgen, so dafl es zur beobachteten Akkumu-
lation von Doppelstrangbriichen kommt (MicHEL et al, 1997). Eine dhnliche Beob-
achtung wurde in Stimmen mit einer temperatursensitiven Mutante der replikativen
Helikase dnaB bei nichtpermissiver Temperatur im Zusammenhang mit einer Deletion
von recB gemacht. Auch hier kommt es in der Doppelmutante zu einer Akkumulation von
Doppelstrangbriichen (SEIGNEUR et al., 2000).

In rep recBC-Doppelmutanten fithrte die zusétzliche Deletion von ruvAB zu einer
Suppression der synthetischen Letalitdt. Es lief3 sich zeigen, dafd hier signifikant weniger
doppelstrangige DNA-Enden entstehen. Aus diesen Befunden wurde geschlossen, daf3 die
entstehenden doppelstringigen DNA-Enden offensichtlich aus der Bildung von Holliday
junctions resultieren, welche durch den RuvABC-Komplex geschnitten werden (SEIGNEUR
et al., 1998). Ein dhnlicher Effekt wurde bei der zusitzlichen Deletion von ruvAB in dnaB
recB-Mutanten beobachtet, in welchen signifikant weniger Doppelstrangbriiche auftraten.
Durch die Expression einer weiteren Resolvase, RusA, konnte die Akkumulation von
Doppelstrangbriichen wieder induziert werden. Diese Befunde liefern starke Evidenzen
dafiir, daf8 es bei Helikasearresten in E. coli zur Ausbildung von Holliday junctions kommt
(SEIGNEUR et al., 2000).

Zusitzliche Informationen konnten durch die Untersuchung von E. coli-Stimmen
gewonnen werden, bei welchen zwei zusitzliche ter-sites auf dem Chromosom vorhanden
waren. recA- sowie recBC-Deletionsmutanten mit solchen zusitzlichen fer-sites waren
nicht lebensfahig. In diesen Staimmen traten gehduft Doppelstrangbriiche in der Néihe der
ter-sites auf (BIDNENKO et al., 2002). Diese Befunde bestdtigen, daf3 Arreste durch DNA-
Protein-Komplexe zu Doppelstrangbriichen fithren. Allerdings konnte gezeigt werden,
daf} diese Doppelstrangbriiche im Falle des ter/Tus-Kompexes nicht von einem funktio-
nellen RuvABC-Komplex abhingig sind. Die gewonnen Daten deuten eher darauf hin,
daf} es in dem speziellen System zu einem erneuten Start einer Replikationsrunde am
oriC kommt und dafl die Replikationsgabeln bei Erreichen der Arreststelle kollabieren
und zur Akkumulation linearer DNA-Fragmente fithren (BipNENKO et al., 2002). Dies ist
bemerkenswert, da unterschiedliche Strukturen, welche zu einem Arrest der Replikation
fihren, auch unterschiedliche Replikationsintermediate zur Folge haben. Wiahrend
»spontane« Arreste, wie sie z.B. durch die Deletion des rep-Gens auftreten, vermehrt zu
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Doppelstrangbriichen fithren, wird dies an den ter/Tus-Komplexen, welche natiirliche
Barrieren der Replikation darstellen, verhindert.

Aber auch bei spontan auftretenden Arresten lassen sich Unterschiede beziiglich der
Prozessierung feststellen, welche von der Natur der Blockaden abhingen, die zum Arrest
tithren. Es wurde nachgewiesen, dafl die Deletion von recG in rep-Mutanten keinen Ein-
fluf} auf die Bildung des Substrates fiir RuvABC zeigt (SEIGNEUR et al., 2000). Dieser
Befund laf3t den Schlufl zu, da3 RecG (wie oben beschrieben) spezifisch fiir die Bildung
von Holliday junctions an Arresten benétigt wird, bei welchen der lagging strand langer als
der leading strand sind.

Diese Hypothese wurde auch in einem anderen Zusammenhang unterstiitzt. In E. coli
fithren bestimmte Mutationen wie z.B. rpo*35 in der RNA-Polymerase zu einer Destabili-
sierung des sogenannten open complex des Transkriptionsapparates. Derartige Muta-
tionen fithren nach UV-Bestrahlung zu einer deutlich erhthten Uberlebensfihigkeit der
Zellen in einem ruvAC -Stammhintergrund. Dieser Effekt wurde darauf zuriickgefiihrt,
dafl die Bestrahlung mit UV zu Lasionen fiihrt, an welchen RNA-Polymerasen arretieren.
Hier kann es zu einem sekunddren Arrest der Replikation an dem RNA-Poly-
merase/DNA-Komplex kommen. Durch MicHEL et al. wurde postuliert, dafy Arreste der
Replikation an DNA-Protein-Komplexen vermehrt zur RuvABC-abhéngigen Bildung von
Doppelstrangbriichen fithren (MicHEL et al., 1997). Eine Destabilisierung der Bindung
der RNA-Polymerasen an die DNA wiirde dann dazu fiihren, daf} eine leichtere Ent-
fernung moglich ist, so dafy weniger Hindernisse fiir die Replikation vorhanden sind
(McGLYNN & LLOYD, 2000).

Gehen die beobachteten Effekte auf RNA-Polymerase/DNA-Komplexe zuriick, dann
sollte, sofern RecG an der Reinitiation von Replikationsgabeln beteiligt ist, die an kleinen
Lasionen arretiert sind, die Deletion von recG auf die beobachteten Effekte keinen grofien
Einflul haben. Genau dies wurde beobachtet. Allerdings fiihrte eine Deletion von recG
sowie ruvAC zu einer massiv verschlechterten Uberlebenfihigkeit von rpo*35-Zellen.
Dies deutet darauf hin, dafl RecG bei Abwesenheit von RuvAB eine wichtige Rolle
zukommt (McGLYNN & LLOYD, 2000).

Nach den dargestellten Befunden liefle sich spekulieren, dafl arretierte RNA-Poly-
merasen ein Hindernis sind, durch welches vermehrt Doppelstrangbriiche entstehen.
Durch die Destabilisierung aufgrund der rpo*35-Mutation kénnten die arretierten RNA-
Polymerasen leichter entfernt werden. In diesem Fall wiirde allerdings ein Arrest der
DNA-Polymerasen an den Lasionen erfolgen, an welchen die RNA-Polymerasen arretiert
waren. In diesem Fall wird dann RecG benoétigt, um die vorhandenen Primérldsionen zu
umgehen, was im Fall der RNA-Polymerasen/DNA-Komplexe nicht moglich war. Nimmt
man an, dafl die Umgehung der Lésion durch RecG u.a. tiber einen polymerase strand
switch erfolgt, wiirde auch der RuvABC-Komplex weniger benotigt werden, was eine
Erklarungsmoglichkeit fiir den Synergismus von recG™ und ruvABC" ist.

Diese Daten geben einen Hinweis darauf, dafl unterschiedliche Strukturen wie
Lasionen oder DNA-Proteinkomplexe zu unterschiedlichen Arresten der Replikation
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fithren konnen und daf3 die Reinitiation in Abhdngigkeit von der auslosenden Struktur in
E. coli in unterschiedlicher Art und Weise gehandhabt wird.

Welche Lisionen werden durch die eingesetzten Chemikalien
ausgelost?

4-NQO fiihrt primér zu kleinen Lisionen der DNA

4-NQO fithrt hauptsichlich zu kleineren DNA-Lasionen. Zunachst erfolgt iiber mehrere
Schritte eine Aktivierung des 4-NQO. Die entstehenden aktivierten Produkte reagieren
mit der DNA insbesondere zu dG-N?* Aminochinolin-1-oxid (dG-N*-AQO), welches mit
tiber 50% der Addukte das hiufigste Produkt darstellt. Aber auch C*-dG-AQO oder dA-
N°.-AQO lielen sich nachweisen (TURESKY, 1994; FRIEDBERG et al., 1995). Die ent-
stehenden Guanyl-Addukte fithren hauptsachlich zu G—A-Transitionen sowie seltener
zu G—>T-Transversionen, wobei diese beiden Mutationsarten 90% aller durch 4-NQO
hervorgerufenen Veranderungen ausmachen (TURESKY, 1994).

Neben diesen sogenannten bulky adducts konnen allerdings auch weitere Produkte
entstehen. Insbesondere das N-(guanosin-7-yl)-4-aminochinolin-1-oxid kann zur
Bildung von 8-oxo-Guanin fithren (NEwcomB & LAWRENCE, 1998), welches bei der
Replikation mit A paaren kann (MILLER,1998).

Das durch 4-NQO ausgeloste Schadensspektrum ist dergestalt, dafy der groflere Teil
der Lisionen mit Hilfe der Nukleotidexcisionsreparatur repariert wird. Dies dhnelt den
durch UV hervorgerufenen Pyrimidin-Dimeren und (6-4)-Photoprodukten, so dafd 4-
NQO oftmals als UV-Mimetikum bezeichnet wird (FRIEDBERG et al., 1995). Dement-
sprechend sollten durch die primir von 4-NQO ausgelosten Lésionen hauptséichlich
Arreste der replikativen Polymerasen ausgeldst werden.

Der Arrest z.B. von RNA-Polymerasen an durch 4-NQO ausgelosten Lasionen oder
noch nicht geschlossene Einzelstrangbriiche nach der Reparatur derartiger Lasionen kann
allerdings Sekunddrereignisse auslosen, welche zu anderen Arresten des Replisoms
fihren. Es wurde bereits ausgefiihrt, dafy insbesondere der Arrest des Transkriptions-
komplexes zum Arrest der replikativen Helikasen fithren kann. Durch 4-NQO koénnen
also durchaus auch Helikasearreste ausgelost werden. Sofern sich allerdings nicht dicht an
die Transkription die Replikation anschliefit, sollten die Lasionen relativ schnell mit Hilfe
der transkriptionsgekoppelten Nukleotidexcisionsreparatur beseitigt werden konnen,
wihrend die Lasionen in nicht transkribierten Bereichen als solche persistieren (SELBY &
SANCAR, 1994). Es ist aus diesem Grund zu vermuten, daf} der grofSere Teil der durch 4-
NQO ausgelosten Lasionen zu einem Arrest der replikativen Polymerasen fiihrt.
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Die Behandlung von Zellen mit Camptothecin
fiihrt zu unterschiedlichen Lisionen

Wie bereits dargestellt (siche Seite 68) fithrt die Behandlung von Zellen mit
Camptothecin zu einer Hemmung des kovalenten Topoisomerase-I-DNA-Komplexes.

Durch Topoisomerase kann der topologische Zustand der DNA verdndert werden,
wobei sich die Reaktion in vier Schritte unterteilen laf3t. Zunichst bindet ein Monomer an
die DNA und es kommt zu einer partiellen Entwindung des Doppelstranges. Im einzel-
strangigen Bereich findet eine Transesterifikation statt, bei welcher die Hydroxylgruppe
eines Tyrosins kovalent an ein 3’-Phosphat bindet. Es entsteht hierbei ein freier 5'-
Hydroxylterminus der DNA. Die den nick flankierenden Enden kénnen nun rotieren und
auf diese Weise eine Entspannung der DNA erreichen. Anschliefend wird das 5'-
Hydroxylende wieder mit dem 3’-Phosphatende verkniipft, so dafl die kovalente Bindung
zum Enzym aufgelost und der nick in der DNA geschlossen wird. Camptothecin stabili-
siert den Zustand, in welchem die Topoisomerase kovalent mit der DNA verkniipft ist, so
daf} die Religation nicht stattfinden kann (Wang, 2002).

Erreicht eine Replikationsgabel einen DNA-Topoisomerasekomplex, so entstehen
unterschiedliche Intermedidrstrukturen. Durch in-vitro-Experimente konnte gezeigt
werden, daf3 es im Falle eines Komplexes auf der leading strand Matrize zu einem glatten
Doppelstrangbruch kommt. Es entsteht vermutlich ein sogenanntes run-off-Produkt, bei
welchem gegeniiber der letzten Base noch ein Nukleotid inkorporiert wird (STrRuMBERG
et al, 2000). Dieses doppelstringige DNA-Ende kann durch die Enzyme der
Doppelstrangbruchreparatur prozessiert werden, wobei der kovalente Topoisomerase I-
DNA-Komplex vorher degradiert werden muf3. An der Degradation sind mehrere Prote-
asen beteiligt, wobei der Abbau des Tyrosyl-DNA-Phosphodiesters durch das TdpI-
Protein (Tyrosyl-DNA phosphodiesterase-1) erfolgt (DEBETHUNE et al., 2002).

Anders ist dies bei einem Komplex auf der Matrize des lagging strand. Hier konnten
keine doppelstringigen DNA-Enden nachgewiesen werden. Eine mogliche Deutung ist,
dafl die kovalenten Topoisomerase-DNA-Komplexe die Replikation des lagging strand
anhalten, bevor der nick erreicht wird und ein Doppelstrangbruch entstehen kann
(STRUMBERG et al., 2000).

Die Behandlung von Zellen mit Camptothecin fiihrt also offensichtlich im Fall von
Komplexen auf der Matrize des leading strand zu einem Kollaps der Replikationsgabel, bei
welchem ein zu reparierendes doppelstringiges DNA-Ende entsteht. Hingegen fiihren
Komplexe auf der Matrize des lagging strand vermutlich zu Arresten der replikativen
Helikasen, welche mit dem kovalenten Komplex kollidieren. Im Gegensatz zu kleinen
DNA-Lasionen verbleiben also bei derartigen Lésionen keine einzelstringigen DNA-
Bereich des lagging strands, sondern es kommt zu einem Arrest der Replikation. Dies
unterscheidet die durch Camptothecin ausgeldsten Lasionen deutlich von den durch 4-
NQO ausgelosten Schaden.
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Untersuchungen zum Zusammenspiel fehlerfreier
und fehlerbehafteter Mechanismen zur Umgehung von DNA-Ldsionen

Das Mph1-Protein wird fiir die fehlerfreie Umgehung
kleiner DNA-Lisionen bendtigt

mphl-Deletionsmutanten weisen insbesondere gegen MMS und 4-NQO eine im Ver-

gleich zum Wildtyp erhohte Sensitivitit auf, wahrend die Sensitivitit gegeniiber

Camptothecin nur schwach ausgeprégt ist (SCHELLER et al, 2000). Dieser Befund ist ein

Hinweis darauf, dafl das Mph1 insbesondere an der Prozessierung kleiner DNA-Lasionen

beteiligt ist, welche zu einem Arrest der replikativen Polymerasen fiithren.

Diese Hypothese wird durch den Mutatorphénotyp der mphl-Mutante weiter gestérkt.
Dieser deutet darauf hin, dafl zumindest ein Teil der Lésionen, welche normalerweise
durch Mphl prozessiert wiirden, in Abwesenheit von Mphl durch die Translasions-
synthese iiberlesen werden. Da mphl-Mutanten gegeniiber Camptothecin keine aus-
gepréagte Sensitivitdt zeigen, laf3t sich hieraus schlieflen, daf dem Mphl-Protein bei der
Prozessierung von Helikasearresten und an Einzelstrangbriichen kollabierten Replika-
tionsgabeln nur eine untergeordnete Rolle zukommt.

Wenn Mphl insbesondere an der Umgehung kleiner DNA-Liasionen beteiligt ist, dann
sollten sich die Zahl der durch die Translasionssynthese verursachten Mutationen in Ab-
wesenheit von Mphl insbesondere durch die Induktion derartiger Schiaden steigern
lassen.

Genau dieser Effekt liefl sich in zwei unterschiedlichen experimentellen Systemen
nachweisen. Zum einen konnten die Mutationsfrequenzen nach Behandlung der Zellen
mit 4-NQO deutlich stirker als im Wildtyp erhoht werden, wobei diese Erhéhung durch
die Deletion von REV3 supprimiert wurde.

Ein dhnliches Ergebnis wurde durch die Deletion der beiden Gene erreicht, welche fiir
die beiden AP-Endonukleasen von Hefe, Apnl und Apn2, codieren. In dieser Mutante
werden auftretende AP-Stellen nicht mehr ohne weiteres prozessiert (Jounson et al.,
1998). Es ist plausibel anzunehmen, dafy durch AP-Stellen kein Arrest der replikativen
Helikasen sondern der replikativen Polymerasen ausgelost wird. Es sollte also angenom-
men werden, daf} die zusétzliche Deletion von mphl die Mutationsrate in einem apnl-
Hintergrund massiv erhoht, wobei genau dies beobachtet wurde. Die Mutationsrate
konnte durch die zusitzliche Deletion von APN2 noch stirker gesteigert werden
(SCHURER et al., in Vorbereitung).

Aus diesen Befunden lassen sich zwei Hypothesen ableiten:

1) Mphl ist hauptsichlich fiir die fehlerfreie Umgehung von Lasionen zustidndig, welche
so klein sind, dafl sie eher zu einem Arrest der replikativen Polymerasen als der
replikativen Helikasen fiihren.

2) Mphl ist nicht nur an der Prozessierung einer einzigen Schadensart beteiligt, da
sowohl durch AP-Stellen als auch durch von 4-NQO ausgelosten Lasionen die Muta-
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tionsrate bzw. die Mutationsfrequenz in Abhédngigkeit von REV3 gesteigert werden
kann.

Das Mph1-Protein wird fiir die fehlerfreie Umgehung
eines spezifischen Subsatzes von DNA-Lisionen benétigt

Ein weiteres Enzym, welches auch an der fehlerfreien Umgehung insbesondere von UV-
Schiden beteiligt ist, ist Rad30. Durch die Untersuchungen der genetischen Interaktionen
von rad30 und mphl konnten insbesondere die Substratspektren beider Enzyme néiher
eingegrenzt werden.

Die Mutationsraten der rad30-Mutante deuten darauf hin, dafl Polymerase n unter
normalen Wachstumsbedingungen nur in geringem Mafle fiir diejenigen Lasionen ein-
gesetzt werden kann, die in der mphl-Mutante nicht mehr fehlerfrei prozessiert werden
konnen. Wahrend eine Deletion von REV3 den Mutatorphédnotyp der mphl-Mutante
nahezu vollstindig supprimiert, zeigt die Deletion von RAD30 nur einen geringen Effekt.

Geht man davon aus, dafl eine mogliche Rolle fiir Polymerase n die spezifische und
vor allem fehlerfreie Prozessierung von UV-Schdden ist, dann ist dieser Effekt auch nicht
weiter verwunderlich, da bei dem experimentellen Ablauf zur Messung der Mutationsrate
nahezu keine UV-Einstrahlung erfolgte.

Durch die Bestimmung der Mutationsfrequenzen nach Behandlung mit 4-NQO
konnte allerdings nachgewiesen werden, dafy Polymerase n auch einen Teil der durch 4-
NQO ausgelosten Schaden fehlerfrei iiberliest. Bei den Mutationsfrequenzen zeigt sich in
rad30-Deletionsmutanten in Korrelation mit der 4-NQO-Konzentration eine deutliche
Erhohung. Es ist plausibel anzunehmen, dafl die Prozessierung der Schiden dann durch
Polymerase  erfolgt, obwohl dies nicht direkt gezeigt wurde.

In der rad30 mphl-Doppelmutante kann dieser Effekt noch deutlich verstirkt werden.
Leider lassen die gemessenen Daten keine genaue Aussage zu, ob der Phéinotyp der
Doppelmutante synergistisch oder additiv ist. In jedem Fall entstehen durch 4-NQO
jedoch Lisionen, welche durch Mphl und Rad30 fehlerfrei prozessiert werden konnen.
Dies unterscheidet sich von den Lasionen, die zu spontanen Mutationen fithren, da Rad30
hier offenbar nur eine untergeordnete Rolle spielt.

Aus diesem Befund laf3t sich ableiten, daf Mphl ein distinktes Spektrum von Lésionen
fehlerfrei prozessiert, welches nur partiell mit dem Substratspektrum von Rad30
tiberlappt. Eine mogliche Hypothese ist, daf$ Mphl fiir einen erheblichen Anteil der
spontan im Metabolismus entstehenden Lisionen sowie fiir einen Teil der induzierten
Schiden zustindig ist, wahrend Rad30 vermehrt z.B. durch UV-Licht induzierte Schaden
fehlerfrei umgeht, an deren Umgehung Mph1 nur in geringem Maf3e beteiligt ist.

Die vorhandenen Daten deuten auf eine spezifische Erkennung von DNA-Ldsionen hin

Die beobachtete Abgrenzung der Lasionstypen deutet darauf hin, daf3 beide Proteine
spezifisch fiir die Umgehung kleiner DNA-Lisionen eingesetzt werden. Dies setzt aller-
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dings voraus, daf} die einzelnen Lasionen in irgendeiner Art von der Zelle erkannt werden
konnen. Eine solche Erkennung wire entweder durch die auftretenden Lasionen selbst
oder durch Strukturen wie Replikationsintermediate moglich, welche durch die Lasionen
hervorgerufen werden. Mit einem solchen Erkennungssystem wire es der Zellen moglich,
passende Systeme fiir die Umgehung oder Reparatur spezifischer Schaden einzusetzen.

Die Hypothese von einer differenzierten Schadenserkennung wird durch zwei unter-
schiedliche Arbeiten unterstiitzt. So konnte durch HoeGe et al. gezeigt werden, dafl
PCNA wihrend der Replikation sowohl durch Ubiquitin als auch durch SUMO (small
ubiquitinlike modifier) an der Position K164 modifiziert werden kann. Die Ubiquity-
lierung ist hierbei abhingig vom Rad6, Ubc13-Mms2, Rad18 und Rad5 (HokGk et al,
2002), von welchen angenommen wird, daf} es sich um Schliisselenzyme sowohl des
fehlerfreien als auch des fehlerhaften Weges der postreplikativen Reparatur handelt
(MATUNTS, 2002). In Abwesenheit von Rad5, Ubc13 und Mms?2 erfolgt im Falle von DNA-
Schidden zunichst eine Monoubiquitylierung von PCNA durch Rad6, welches durch
Rad18 zur an die DNA gebundene PCNA rekrutiert wird. Fiir diese Monoubiquitylierung
wird angenommen, daf3 sie z.B. eine Rolle bei der fehlerhaften Umgehung von DNA-
Lasionen spielt (HOEGE et al., 2002).

Diese Hypothese konnte durch den Befund bestitigt werden, dafl in Mutanten, in
welchen keine Ubiquitylierung mehr moglich ist, eine zusitzliche Deletion sowohl von
RAD30 als auch von REV3 keine erhohte UV-Sensitivitdt zur Folge hat. Offenbar ist die
Monoubiquitylierung von PCNA ein entscheidender Faktor fiir die Transldsionssynthese
durch Polymerase 1 und Polymerase { (STELTER & ULRICH, 2003).

DNA-Schidden fiithren zudem zu einer Translokation von Ubc13-Mms2 in den Kern.
Durch eine Interaktion von Rad5 mit Rad18 wird der Ubc13-Mms2-Komplex in Kontakt
mit Rad6 gebracht. Auf diese Weise ist eine Polyubiquitylierung von PCNA méglich. Die
Verkniipfung der einzelnen Ubiquitin-Molekiile erfolgt hierbei am (ungewo6hnlichen)
Rest K63. Derartige Ketten markieren ein Protein nicht fiir eine Degradation durch das
Proteasom, wie die »normalen« K48-Ketten, sondern scheinen eine fehlerfreie Umgehung
von Lisionen zu ermoglichen (HoeGe et al., 2002).

Fir die Sumolyierung, welche durch Ubc9 und Sizl erfolgt, 143t sich ein inhibi-
torischer Effekt auf die DNA-Reparatur nach Bestrahlung mit UV nachweisen (STELTER &
ULricH, 2003). Dies ist darauf zuriickzufiithren, daf} eine Sumolyierung offenbar dazu
fihrt, dal durch Pol { die DNA-Reparatur gehemmt wird. In Mutanten, welche zu einer
Sumolyierung nicht mehr in der Lage sind, wird hingegen eine Monoubiquitylierung von
PCNA fiir die Aktivitit von Pol { benétigt (STELTER & ULRICH, 2003).

Interessant im Bezug auf die Modifizierung von PCNA an Position K164 ist, daf3 die
spontane Mutationsrate einer pol30(K164R)-Mutante gegeniiber dem Wildtyp nicht ver-
andert ist. Offenbar sind die spontan auftretenden Mutationen nicht von der Ubiquity-
lierung von PCNA abhiéngig. Im Kontrast hierzu kann der Mutatorphénotyp einer rad18-
Mutante durch die Mutation pol30(K164R) supprimiert werden (STELTER & ULRICH,
2003).
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Diese Daten unterstiitzen die Hypothese, dafl PCNA einen Schalter reprisentiert,
welcher es ermdglicht, unterschiedliche Reparaturprozesse selektiv zu nutzen. Wie bereits
tir E. coli gezeigt (BERDICHEVSKY ef al, 2002) deuten aber auch hier die vorhandenen
Daten darauf hin, daf} im Falle von Lisionen zundchst fehlerfreie Systeme wie z.B. Mphl
oder auch Rad30 fehlerhaften Systemen wie Rev3 vorgezogen werden. Wird dann aller-
dings Polymerase { rekrutiert, kommt es zu einer Hemmung anderer Reparaturprozesse

(STELTER & ULRICH, 2003).

Das Mphl-Protein ist an einem rekombinativen Mechanismus
zur Umgehung kleiner DNA-Ldsionen beteiligt

Es wurde bereits erwéhnt, dafd beziiglich der Mutationsrate sowie der Sensitivitit gegen-
tiber Mutagenen eine epistatische Interaktion von mphl mit rad51, rad52 und rad55
beobachtet wurde (SCHURER et al., in Vorbereitung; siehe Seite 73). Dies legt die Annahme
nahe, dafl Mphl an einem rekombinativen Prozef3 zur Umgehung kleiner, spontan
auftretender DNA-Lidsionen beteiligt ist.

Diese Hypothese konnte durch die spontane Reversionsrate des KanKanMX4-Moduls
sowie durch die Reversionsfrequenzen nach Behandlung mit Chemikalien gestiitzt
werden. Es wurde bereits ausgefiihrt, daf3 sich die Reversionsereignisse des KanKanMX4-
Moduls hauptséchlich auf rekombinative Mechanismen zuriickfithren lassen (sieche Seite
133). Die erniedrigte spontane Reversionsrate sowie die erniedrigten Reversions-
frequenzen nach Behandlung mit Mutagenen deuten also darauf hin, dafl in mphl-
Mutanten weniger Rekombinationsereignisse stattfinden. Dies ist im Einklang mit den
gemessenen epistatischen Interaktionen von mphl mit rad51, rad52 und rad>55.

Zusitzlich wird die Hypothese durch die Befunde unterstiitzt, daf} die Behandlung mit
Camptothecin und 4-NQO unterschiedlich starken Einflufy auf mphl-Mutanten haben.
Beide Mutagene fithren im Wildtyp zu einer Erhohung der Reversionsfrequenzen in
Korrelation mit der Konzentration des eingesetzten Mutagens.

In mphI-Mutanten zeigten die Mutagene jedoch unterschiedliche Effekte. Wahrend bei
Behandlung mit 4-NQO die Reversionsfrequenzen deutlich erniedrigt waren, fiel die
Erniedrigung bei Behandlung mit Camptothecin moderater aus. Offenbar ist Mphl an
der rekombinativen und fehlerfreien Umgehung von Liasionen, welche durch 4-NQO
ausgeldst werden, beteiligt, wahrend durch Camptothecin ausgeldste Lasionen zumindest
weniger durch den rekombinativen Mph1-Weg prozessiert werden. Eine nichtrekombina-
tive Prozessierung durch Mphl kann nicht ausgeschlossen werden, erscheint aber
aufgrund der mangelnden Sensitivitit der mphl-Mutanten eher unwahrscheinlich.
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Die experimentellen Daten deuten auf eine Beteiligung von Mphl
an der Prozessierung von Replikationsintermediaten hin

An welchem ProzefS konnte Mphl beteiligt sein?

Aus den vorhandenen Daten lassen sich die folgenden Eingrenzungen beziiglich des

Prozesses machen, an dem das Mph1-Protein beteiligt ist.

1) Durch Mphl wird ein definierter Subsatz kleiner DNA-Schiden, zu denen vermutlich
AP-Stellen, aber auch durch 4-NQO hervorgerufene Lisionen gehoren, fehlerfrei um-
gangen. Lasionen, welche bevorzugt die replikativen Helikasen arretieren, werden ver-
mutlich kaum durch Mph1 prozessiert.

2) In Abwesenheit von Mphl wird ein erheblicher Teil der Lésionen bevorzugt durch
Polymerase { mutagen iiberlesen.

3) Die fehlerfreie Umgehung der Lésionen erfolgt iber Mechanismen, die Enzyme der
homologen Rekombination benétigen und an denen Mphl entweder direkt oder
indirekt beteiligt ist.

Aus ersten Experimenten zur Sensitivitdt der mphI-Mutante gegeniiber 4-NQO wihrend

des Zellzyklus ging hervor, daf$ die mphI-Mutante offenbar insbesondere wéihrend der S-

Phase des Zellzyklus eine erhohte Sensitivitit im Vergleich zum Wildtyp zeigt (Daten

nicht gezeigt). Demnach erscheint die Annahme plausibel, daf3 Mph1 an der Reinitiation

von Replikationsgabeln beteiligt ist, welche an kleinen Lasionen arretiert sind. Bei diesem

Vorgang ist eine Beteiligung an mehreren Prozessen vorstellbar.

A) Mphl konnte am gap filling des lagging strand beteiligt sein, welches vermutlich
rekombinativ erfolgt. In mph1-Deletionsmutanten wire dann dieser Prozef gestort, so
daf3 das Auffiillen der Liicken vermehrt mit Hilfe der Transldsionssynthese erfolgt. Es
ist leicht vorstellbar, dafy es auch bei derartigen homologen Rekombinations-
ereignissen zu einer Deletion von Sequenzduplikationen kommt, so daf sich auch die
Verminderung der Reversionsraten und Frequenzen erkléren lief3e.

B) Mphl konnte an der Entstehung oder Stabilisierung von Holliday junctions beteiligt
sein und somit zur fehlerfreien Umgehung von Lisionen insbesondere auf dem
leading strand beitragen. Bei Ausfall von Mph1 wiirden weniger Holliday junctions ent-
stehen oder diese vermehrt wieder mittels branch migration aufgelost, so daf3 die
Reinitiation verstirkt tiber Transldsionspolymerasen erfolgt. Sofern weniger Holliday
junctions entstehen, werden diese auch weniger mittels Resolvasen geschnitten, so daf3
es zu weniger Rekombinationsereignissen kommt. So erklirten sich die verringerten
Reversionsraten und Reversionsfrequenzen, jedoch nicht die erhohte mitotische
Rekombinationsrate von mphI-Deletionsmutanten.

C) Mphl konnte spezifisch an dem Prozef3 beteiligt sein, bei welchem nach dem
polymerase strand switch am vierten Arm der Holliday junction direkt ein einzel-
strangiges 3’-Ende gebildet wird, damit ein Substrat fiir die homologe Rekombination
vorhanden ist. Auch in diesem Fall wiirde der Ausfall von Mphl zu weniger Re-
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kombinationsereignissen fithren und damit gleichzeitig einen Anstieg von

Reinitiationsereignissen iiber die Transldsionspolymerasen herbeifithren.

Diese Moglichkeiten schlieflen sich nicht gegenseitig aus. So ist es denkbar, daff Mphl
sowohl fiir rekombinative Prozesse bei einem Arrest der lagging-strand- als auch der
leading-strand-Polymerase zum Einsatz kommt. Bei der Annahme, dafl Mph1 an der Aus-
bildung von Holliday junctions beteiligt ist, wére es plausibel anzunehmen, dafl Mph1 an
Prozessen beteiligt ist, bei welchen eine entstandene Holliday junction auch ohne
Rekombinationsereignis wieder aufgelost wird.

Eine Beteiligung von Mphl an einem Prozefl nach der Stranginvasion, also z.B. bei der
Prozessierung des entstehenden D-loops, erscheint hingegen unwahrscheinlich, da
Modelle fiir eine Deletion nach der Stranginvasion im Gegensatz zu der sehr plausiblen
Méglichkeit der Deletionsentstehung im Zuge der Stranginvasion aus mehreren Schritten
bestehen miifiten und durch vorhandene Daten kaum belegbar sind.

Durch die heterologe Expression von recG
wird der mph1-Phédnotyp nicht komplementiert

Das RecG-Protein ist an der Prozessierung kleiner DNA-Ldsionen beteiligt

Die heterologe Expression von recG in Hefe kann unterschiedliche Effekte zur Folge
haben. Einerseits ist es moglich, dafl das RecG-Protein an der Katalyse dhnlicher Prozesse
wie in E. coli beteiligt ist. Es ist allerdings ebenfalls moglich, daf$ das Protein an ein Sub-
strat bindet und dadurch, insbesondere in der tberexprimierten Form, anderen
Reparatursystemen den Zugang erschwert und somit phianotypische Verdnderungen aus-
16st. Dies ist theoretisch auch dann moglich, wenn das gebildete Protein in Saccharomyces
cerevisiae nicht in der Lage ist, den Prozef, fiir den es in E. coli zustindig ist, zu kataly-
sieren, oder wenn bei einem bestimmten Teilschritt Kofaktoren fehlen.

Die durch die Expression von RecG beobachteten phinotypischen Veranderungen
sind, wie im folgenden diskutiert, allerdings recht dhnlich zu den Phéanotypen, welche fiir
E. coli beobachtet wurden. Aus diesem Grund wird in der folgenden Diskussion davon
ausgegangen, daf8 das Protein in Hefe primir an einem &hnlichen Prozefl wie in E. coli
beteiligt ist.

Wie bereits oben erldutert, ist RecG insbesondere an der Prozessierung kleiner DNA-
Lisionen beteiligt, wihrend eine Beteiligung bei der Prozessierung von Strukturen, die zu
Helikasearresten fiihren, bisher nicht nachgewiesen werden konnte (siehe Seite 115). Diese
Hypothese konnte auch durch die heterologe Expression von recG in Saccharomyces
cerevisiae unterstiitzt werden. Beziiglich der Reversionsfrequenzen nach Mutagen-
behandlung zeigt sich, daf} die Expression bei Behandlung mit 4-NQO einen deutlichen
Effekt zeigt, wihrend bei Behandlung mit Camptothecin nur ein wenig ausgepragter
Effekt zu beobachten ist.

Die Erniedrigung der Mutationsrate im Wildtyp deutet zudem darauf hin, daf} auch
spontan im Organismus auftretende Lasionen durch RecG prozessiert werden. Dies gilt
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jedoch offenbar nur bedingt fiir die Lasionen, welche in Abwesenheit von Mphl mittels
der Translisionssynthese prozessiert werden, da die Mutationsrate in mphl-Mutanten
durch die Expression von RecG kaum erniedrigt ist.

Ein dhnlicher Effekt laf3t sich auch bei den Reversionsfrequenzen nach Behandlung
mit 4-NQO zeigen. Hier fiihrt interessanterweise bereits die Expression von recG zu einer
Erniedrigung der Reversionsfrequenzen, wobei diese Erniedrigung durch die zusitzliche
Deletion von MPH]I verstarkt werden kann. Offenbar hat die Expression von recG also
einen stabilisierenden Effekt auf Sequenzwiederholungen. Die zusitzliche Erniedrigung
durch die Deletion von MPH]I konnte bedeuten, dafy RecG und Mph1 unterschiedliche
Prozesse katalysieren.

Dies ist bei Behandlung der Zellen mit Camptothecin anders. Hier werden die durch
die Deletion von MPH1 erniedrigten Reversionsfrequenzen nicht verindert. Diese Daten
deuten also ebenso darauf hin, dafl RecG kleine DNA-Lisionen oder daraus entstehende
Intermediate prozessiert. Hingegen spielt RecG bei der Umgehung von durch
Camptothecin ausgelosten Lasionen offensichtlich kaum eine Rolle. Dies ist beziiglich
Mphl anders, welches einen distinkten Teil der durch Camptothecin ausgelosten
Léasionen zu prozessieren scheint.

Interessant ist in diesem Zusammenhang, daf8 sich die Expression von RecG auf die
Sensitivititen der Zellen gegeniiber Mutagenen auswirkt. Insbesondere bei der dauer-
haften Behandlung der Zellen mit MMS und 4-NQO kann die Sensitivitdt der mphl-
Mutante partiell supprimiert werden. Interessant an diesem Effekt ist die Tatsache, daf3
durch Expression von RecG die Mutationsrate der mphl-Mutante nicht verandert wird.
Dies konnte bedeuten, dafy durch Mphl bei Behandlung mit 4-NQO und MMS Lasionen
prozessiert werden, welche zur Sensitivitét jedoch nicht zur Mutationsrate beitragen.

Allerdings haben die Experimente mit sgsI-Deletionsmutanten gezeigt, dafd sich die
spontane Mutationsrate und die Mutationsfrequenzen nach Mutagenbehandlung
drastisch unterscheiden konnen. Wahrend die Mutationsrate der mph1-Deletionsmutante
durch die zusitzliche Deletion von SGSI supprimiert ist, sind die Mutationsfrequenzen in
mphl sgs1 Doppelmutanten drastisch erhoht. Aus den spontanen Mutationsraten laf3t sich
dementsprechend nicht auf die Mutationsfrequenzen der Zellen nach Mutagen-
behandlung schliefien. Es wire also moglich, daf$ die Expression von recG auf die Muta-
tionsfrequenzen nach Mutagenbehandlung durchaus einen Effekt ausiibt, der sich in den
spontanen Mutationsraten nicht widerspiegelt.

Neben der partiellen Komplementation der Mutagensensitivititen der mphl-
Deletionsmutante fithrte die Expression allerdings auch zu einer Erhohung der Sensitivi-
tait des Wildtyps gegeniiber Camptothecin, wobei dies in der mphl-Mutante nicht
beobachtet werden konnte. Eine Erklarung fiir diesen Phanotyp wire, daf} die gemein-
same oder aufeinanderfolgende Prozessierung von durch Camptothecin ausgelosten
Lasionen durch Mphl und RecG ein fiir die Zellen letales Produkt zur Folge hat. Dies ist
hingegen nicht der Fall, wenn nur eines der beiden Proteine vorhanden ist. Dieses Er-

148



DiskussioN

gebnis unterstreicht noch einmal den Befund, dafy durch beide Proteine offensichtlich
unterschiedliche Substrate prozessiert werden.

An welchem Reinitiationsweg ist RecG beteiligt?

Die gezeigten Ergebnisse sind zu einem nicht unerheblichen Teil bereits in E. coli
beschrieben worden. Die Deletion von recG fithrt hier zu einer erhohten Sensitivitit
gegeniiber UV-Strahlung (Bort & LLoYD, 2002). Zusitzlich wurde nachgewiesen, dafl die
Deletion von recG zu einer Erhohung der Deletion von tandem repeats in einem dhn-
lichen wie dem hier genutzten System fithrt (BiErRNE et al.,, 1997A; SAVESON & LOVETT,
1999), wihrend die Deletion von recG in rep~-Mutanten nicht verstarkt zur Bildung von
Doppelstrangbriichen fiithrt (SEIGNEUR ef al., 2000; siehe auch Seite 137).

In vitro wurde gezeigt, dafl das bevorzugte Substrat von RecG eine Gabelstruktur der
DNA ist, welche einer Replikationsgabel dhnelt, bei welcher der lagging strand tiber das
Ende des leading strand hinaus verldngert ist (McGLYNN & LLoYD, 2001). Fiir diese Struk-
tur wird angenommen, daf3 sie genau dann entsteht, wenn eine kleine Lésion zu einem
Arrest der leading strand Polymerase fiihrt. Es erscheint plausibel, daff RecG an der
Umgehung derartiger Lisionen beteiligt ist. Zu dieser Uberlegung passen die experimen-
tellen Befunde, dafl die Behandlung der Zellen mit 4-NQO grofien Einfluf} auf die Rever-
sionsfrequenzen zeigt und hier auch eine bessere Uberlebensfihigkeit beobachtet wird,
wihrend sich bei Behandlung der Zellen mit Camptothecin deutlich geringere Effekte
verzeichnen lassen.

Fiir die Interpretation beziiglich der Funktion von RecG und Mphl gibt es eine Reihe
unterschiedlicher Moglichkeiten. Von McGLyNN & Lroyp wurde die Hypothese vor-
gestellt, daf} RecG in E. coli an der Bildung von Holliday junctions beteiligt ist. Diese
konnen u.a. zu einem polymerase strand switch genutzt werden und somit zur fehlerfreien
Umgehung von DNA-Lasionen beitragen (McGLYNN & LLOYD, 2002).

Andererseits sollte das vermehrte Auftreten von Holliday junctions dazu fithren, dafl
diese auch vermehrt durch Resolvasen geschnitten werden, so dafy mehr doppelstriangige
DNA-Enden entstehen, welche tandem repeats destabilisieren konnen. Genau dies wird
jedoch genetisch nicht beobachtet, sondern RecG scheint sowohl in E. coli als auch in
Saccharomyces cerevisiae fiir eine Stabilisierung von tandem repeats zu sorgen.

Als Alternative wurde von Cox vorgeschlagen, daf3 durch RecG Holliday junctions auf-
gelost werden konnten, ohne dafl es zu einem rekombinativen Ereignis kommt (Cox,
2001). Diese Hypothese stiitzt sich u.a. auf den Befund, dafl in vitro gezeigt werden
konnte, dafl replikationsgabeldhnliche Substrate durch RecA in Holliday junctions tiber-
fithrt werden (Rosu et al., 2001). In diesem Fall wiirde RecG fiir eine Destabilisierung von
Holliday junctions sorgen und damit vermutlich auch die rekombinative Auflosung ver-
hindern. Durch diese Hypothese liefle sich dementsprechend eher erkldren, wie durch
RecG eine Stabilisierung von tandem repeats erreicht werden kann. Man kann dement-
sprechend einen Mechanismus annehmen, nach welchem in E. coli durch RecA eine
Holliday junction gebildet wird. Anschlieflend kann durch einen polymerase strand switch
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die Lasion fehlerfrei umgangen und die Holliday junction durch RecG aufgelost werden.
Dies wiirde neben den genetischen und biochemischen Daten aus E. coli auch die
Befunde aus Saccharomyces cerevisiae erklaren.

Allerdings darf nicht aufler Acht gelassen werden, daf die einzelnen Proteine teilweise
zahlreiche Interaktionen mit anderen Proteinen eingehen. So konnte sowohl fiir Sgs1 (Wu
et al., 2001) als auch fir Srs2 (Krejc1 et al, 2003) eine Interaktion mit Rad51 nach-
gewiesen werden. In humanen Zellen konnte die Interaktion von Blm mit hRad51 eben-
falls gezeigt werden, (Wu et al., 2001), wobei es in humanen Zellen zusitzlich Evidenzen
gibt, daf} Blm in einem Komplex mit 15 weiteren Komponenten zu finden ist, zu welchem
Wrn, Atm, Brcal, Msh2-Msh6 und andere gehoren. Dieser Komplex wird als BASC
(BRCA1-associated genome surveillance complex) bezeichnet und es konnte nach Behand-
lung mit Mutagenen eine Kolokalisation dieses Komplexes mit PCNA gezeigt werden
(WaNG et al., 2000). Auch fiir Mphl wurden Interaktionen mit einer Reihe anderer
Proteine gezeigt, was darauf hindeutet, dal es in einem grofleren Komplex vorliegt
(GavIN et al., 2002).

Bei der Expression von RecG in Saccharomyces cerevisiae sollte man allerdings davon
ausgehen, daf} die notwendigen Interaktionsstellen zur Rekrutierung in einen solchen
Komplex nicht vorhanden sind. Sofern RecG nur bedingt Cofaktoren benétigt, ist es
moglich, daf? es den gleichen Prozef! katalysiert, fiir welchen es auch in E. coli zustindig
ist. Es bleibt jedoch nach wie vor die Moglichkeit offen, dafl der beobachtete Phanotyp in
Hefe auf Prozesse zuriickgeht, die mit den in E. coli katalysierten Reaktionen nur wenig
gemein haben.

Der Ausfall von REV3 fiithrt in An- und Abwesenheit von MPH1
verstirkt zu Reversionsereignissen

In Abwesenheit einer funktionalen Transldsionspolymerase {

werden verstdirkt rekombinative Prozesse fiir die Reinitiation genutzt

Mit Hilfe des KanKanMX4-Systems lief} sich zeigen, dafl die Reversionsfrequenzen in
einer rev3-Deletionsmutante nach Behandlung mit 4-NQO sogar iiber das Niveau des
Wildtyps erhoht sind. Dieser Befund ist in Ubereinstimmung mit den von Limour et al.
vorgestellten Daten, nach welchen es in XP-V-Zellen, in welchen keine funktionsfahige
Translasionspolymerase n mehr gebildet wird, vermehrt zur Bildung von Doppelstrang-
briichen kommt. Es wird angenommen, daf8 auftretende UV-Schiden nicht durch Pol n
tiberlesen werden konnen, sondern dafl an arretierten Replikationsgabeln vermehrt
Holliday junctions gebildet werden. Die vermehrte rekombinative Auflosung dieser Struk-
turen bedingt dann die erhohte Frequenzen von Rekombinationsereignissen (LimoL1 et
al., 2000). Prinzipiell lassen sich die erhohten Reversionsfrequenzen der rev3-Deletions-
mutante auf die gleiche Art erkléren.

Auffallend ist aber, dafl auch die Reversionsfrequenzen der rev3 mphl-Doppelmutante
tiber das Niveau des Wildtyps erhoht sind. Dieser Befund ist ein Beleg dafiir, daf es in
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Abwesenheit von rev3 sowie mphl Mechanismen gibt, welche zu einer vermehrten Ent-
stehung von Reversionsereignissen fithren, wobei diese Prozesse aber offenbar durch
Rev3 supprimiert werden, da in mphl-Mutanten einer Erniedrigung der Reversions-
frequenzen beobachtet wird. Eine solche Supprimierung alternativer Reparatur-
mechanismen wurde bereits von STeLTER & ULRrICH fiir Polymerase { gezeigt (STELTER &
ULricH, 2003; siehe Seite 143).

Es wurden bereits Evidenzen gezeigt, daf8 auch in Saccharomyces cerevisiae fehlerfreie
Mechanismen zunichst fehlerbehafteten Mechanismen vorgezogen werden (siche Seite
75). Wenn allerdings die Transldsionspolymerasen rekrutiert werden, dann werden durch
diese aktiv fehlerfreie Mechanismen gehemmt. Diese Befunde lassen es zwar nicht
unmoglich aber unwahrscheinlich erscheinen, dafl die Rekrutierung auf rein kinetischen
Faktoren beruht. Die vorliegenden Daten legen allerdings nahe, dafy die Rekrutierung
bestimmter Reparaturenzyme aktiv erfolgt (siehe auch Seite 143). In diesem Fall wire eine
interessante Frage, ob das Reparatursystem, welches in Abwesenheit von Rev3 vermehrt
zu Reversionsereignissen fiihrt, ebenfalls spezifisch rekrutiert wird, oder ob das Fehlen
von Rev3 zu einem unregulierten Einsatz dieses Systems fiihrt.

Offensichtlich hat in einer rev3-Deletionsmutante auch die zusitzliche Deletion von
mphl nur noch einen geringfugigen Effekt. Dies konnte darauf hindeuten, daf in rev3-
Mutanten von vornherein ein alternativer Weg genutzt wird, so dafy Mphl nicht mehr
»zum Zuge« kommt. Es wire also denkbar, daf3 in rev3-Deletionsmutanten bei einem
Arrest ein Signal gegeben wird, welches den Einsatz von Mph1 nahezu ausschlief3t.

Alternativ kénnte angenommen werden, dafy Lasionen bei Ausfall von Rev3 durch
einen weiteren Mechanismus prozessiert werden, der vermehrt zu Reversionsereignissen
fihrt. Bei Ausfall von Rev3 kommt es aus diesem Grund vermehrt zu Reversions-
ereignissen. Gleichzeitig werden aber auch Lisionen mit Hilfe von Mphl fehlerfrei
umgangen. Fillt nun Mphl zusitzlich aus, kénnen die durch Mphl umgangenen
Lasionen nicht mehr durch Rev3 iiberlesen werden, so dafl ebenfalls eine Prozessierung
durch den zusitzlich angenommenen Mechanismus erfolgt. Da sowohl durch die Mphl-
abhidngige Umgehung als auch durch den zusitzlich angenommenen Weg Reversions-
ereignisse entstehen, hat die Deletion von MPHI keinen ausgeprigten Effekt auf die
Reversionsfrequenzen.

Es laf3t sich spekulieren, daf3 z.B. Rev3 die Polyubiquitylierung von PCNA verhindert
und damit zu einer Verminderung der Prozessierung von Lasionen durch die fehlerfreien
Wege der postreplikativen Reparatur fithrt. Fiir diese miifite man annehmen, daf3 sie eine
Erhohung der Reversionsfrequenzen zur Folge haben. In Abwesenheit von Rev3 wiirden
die Lasionen dann sowohl von Mphl als auch von der fehlerfreien postreplikativen
Reparatur prozessiert, wobei beide Wege zu Reversionsereignissen fithren. Durch die
zusitzliche Deletion von MPHI wiirden auch hier die Lasionen durch die fehlerfreie
postreplikative Reparatur ebenfalls unter Entstehung von Reversionsereignissen
prozessiert. Da beide Wege zu Reversionsereignissen fiihren, sind die Unterschiede bei
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Ausfall von Mphl nur moderat. Durch einen solchen Weg wire auch die Repression von
Reparaturmechanismen durch Rev3 erklért (siehe auch Seite 142).

Diese Uberlegung wird in gewisser Weise durch die Reversionsfrequenzen nach
Behandlung der Zellen mit Camptothecin gestiitzt, da hier ein dhnlicher Effekt auftritt.
Bei niedrigeren Camptothecin-Konzentrationen zeigt die rev3-Deletionsmutante eine
leichte Erniedrigung der Reversionsfrequenz, erreicht dann aber bei hohen Konzen-
trationen das Niveau des Wildtyps. Die rev3 mphl-Doppelmutante ist mit der rev3-
Einzelmutante nahezu identisch. Auch hier findet sich also die Ubereinstimmung der
Reversionsfrequenzen von Einzel- und Doppelmutante.

Aus diesen Daten laf3t sich zum einen der Schluf} ziehen, dafl durch Camptothecin
offensichtlich Lasionen ausgelost werden, fiir deren Prozessierung die Anwesenheit von
Rev3 eine Rolle spielt, da die Reversionsfrequenzen erniedrigt sind. Andererseits wird bei
hoheren Konzentrationen das Niveau des Wildtyps erreicht, was den Schluf3 zulafit, dafl
die Rolle von Rev3 bei der Prozessierung von Lisionen, die durch Camptothecin
ausgelost wurden, nicht sehr grof§ ist. Diese Uberlegung ist im Einklang mit den fiir
Camptothecin erwarteten Schadenstypen, welche priferentiell wohl nicht durch die
Translasionssynthese tiberlesen werden konnen (siehe Seite 68).

Die spontane Reversionsrate ist in rev3-Mutanten nicht stark verdndert. Es wurde
bereits postuliert, daf3 auch in Saccharomyces cerevisiae fehlerfreie Mechanismen der
fehlerhaften Prozessierung von Lésionen vorgezogen werden, so daf3 es nicht tiberrascht,
dafl unter Normalbedingungen (also ohne zusitzliche Mutagenbehandlung) nur eine sehr
schwache Erhéhung der Reversionsrate zu verzeichnen ist.

In der Doppelmutante ist hingegen die spontane Reversionsrate im Vergleich zur
mph1-Einzelmutante auf das Niveau des Wildtyps erhoht. Auch hier gleichen sich also die
Einzel- und die Doppelmutante, wobei sich dieser Effekt ebenfalls darauf zuriickfithren
1483, daf3 bei Abwesenheit von Rev3 das Signal fiir einen rekombinativen Reinitiationsweg
gegeben wird, welcher von vornherein unabhingig von der Anwesenheit von Mphl ist.
Aus den vorliegenden Daten kann allerdings keine Aussage dariiber gemacht werden, um
was fiir einen Weg es sich handeln konnte.

Eine weitere Erklarungsmoglichkeit fiir die beobachteten experimentellen Daten wire
die Annahme einer Interaktion von Mphl mit Rev3. So wire es moglich, daf3 Rev3 in
bestimmten Situationen zu einer Aktivierung von Mph1 fiihrt, wodurch die Translasions-
synthese verringert und die Mphl-kontrollierten rekombinativen Reinitiationsprozesse
verstarkt wiirden. In diesem Fall sollte man annehmen, daf8 die zusitzliche Deletion von
MPH]1 keinen groferen Einfluf} auf eine rev3-Deletionsmutante hat, wobei fiir die Muta-
tionsrate, die Mutationsfrequenzen und auch die Reversionsrate und Reversions-
frequenzen genau dies beobachtet wird.

Dagegen spricht jedoch, daf} beziiglich der Sensitivitit insbesondere gegeniiber MMS
ein synergistischer Phanotyp von rev3 und mphl beobachtet wurde (ScHELLER et al.,
2000). Hierfiir sind mehrere Moglichkeiten denkbar. Einerseits ist es moglich, durch
MMS eine weitere Klasse von Schiden hervorgerufen wird, welche weder bei 4-NQO und
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bei Camptothecin in gréflerer Konzentration vorkommt und welche in einer Art und
Weise prozessiert wird, die zu dem beobachteten synergistische Phanotyp fithrt. Oder
durch die Behandlung mit MMS entstehen Schidden, deren Prozessierung in Abwesenheit
von Mphl und Rev3 (also z.B. durch die fehlerfreie, postreplikative Reparatur) zu fiir die
Zellen toxischen Intermediaten fithren.

Die enigmatische Rolle von Polymerase n

Durch Rad30 werden kleine Lisionen der DNA grofSteils fehlerfrei umgangen

Die Deletion von RAD30 fithrt nur zu einer moderaten Sensitivitit gegeniiber UV
(SteLTer & ULRIcH, 2003) und 4-NQO, wihrend die rad30-Deletionsmutante keine
Sensitivitat gegeniiber Camptothecin zeigt. Dies ist im Einklang mit den biochemischen
Befunden, daff Rad30 als Transldsionspolymerase an der fehlerfreien Prozessierung
kleiner DNA-Lisionen beteiligt ist (JoHNsON et al.,1999).

Diese Hypothese wird auch durch die Mutationsfrequenzen bestitigt. Durch die
Behandlung von rad30-Mutanten mit 4-NQO kann die Mutationsfrequenz deutlich
erhoht werden. Offenbar ist Rad30 an der fehlerfreien Umgehung von durch 4-NQO
ausgelosten Lasionen beteiligt, die in dessen Abwesenheit mutagen tiberlesen werden.

Auch die Daten der Reversionsfrequenzen deuten auf eine solche Beteiligung hin. Hier
zeigt sich, dafy insbesondere die Behandlung mit 4-NQO einen Einfluf} auf die
Reversionsfrequenzen des KanKanMX4-Moduls in der rad30-Mutante hat, wihrend die
Behandlung der Zellen mit Camptothecin nur einen geringen Effekt zeigt. Die vorhan-
denen Daten stimmen diesbeziiglich mit der biochemisch nachgewiesenen Funktion des
Proteins tiberein.

Die Deletion von RAD30 fiihrt nicht zu einer verstdirkten Bildung von Doppelstrangbriichen
nach Behandlung der Zellen mit 4-NQO

Interessanterweise lassen sich die Ergebnisse fiir XP-V, dem Homolog von Polymerase n
(siehe Seite 150), in rad30-Mutanten nicht bestitigen. Sowohl die Behandlung mit 4-NQO
als auch die Behandlung mit Camptothecin fiihrt nicht zur Erh6hung sondern zu einer
Erniedrigung der Reversionsfrequenzen. Offenbar unterscheiden sich die Konsequenzen
eines Fehlens von Polymerase n in Hefe und in humanen Zellen.

Beziiglich der Behandlung mit 4-NQO ist beachtenswert, dafi sich die rad30- und die
mphl-Mutante dhnlich verhalten, obwohl aus den bisher vorhandenen Daten hervorgeht,
daf} beide funktionell unterschiedlich sind. Wahrend beziiglich Mphl einiges dafiir
spricht, dafl das Protein an einem rekombinativen Mechanismus zur Umgehung
arretierter Replikationsgabeln beteiligt ist, erscheint fiir Polymerase n gemifl den
biochemischen Befunden zunichst eine Rolle in der Transldsionssynthese wesentlich
plausibler. Unter diesem Gesichtspunkt ist es dann allerdings verwunderlich, warum in
der rad30-Deletionsmutante die Reversionsfrequenzen erniedrigt sind.
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Es wurde bereits diskutiert, daf3 fiir Polymerase n in Schizosaccharomyces pombe auch
ein Zusammenhang mit der Kontrolle des checkpoint gezeigt wurde (siche Seite 86).
Hieraus liefle sich schlieflen, dafl das Rad30-Protein auch eine gewissen regulatorische
Funktion besitzt.

Diese regulatorische Funktion muf sich jedoch nicht zwingend auf den checkpoint
beziehen. Nimmt man erneut das Modell zu Hilfe, nach welchem Schiden definiert
erkannt und bestimmte Reinitiatonsmoglichkeiten eingeschaltet werden, dann wire es
denkbar, daf bei Ausfall von Polymerase n vermehrt Polymerase ( eingesetzt wird, wobei
bereits gezeigt wurde, dafl durch diese andere Reparaturmechanismen gehemmt werden
kénnen (STELTER & ULRICH, 2003). Auch auf diese Weise lief3e sich also eine Erniedrigung
der Reversionsfrequenzen erkléren.

Nimmt man an, dafy durch Rad30 insbesondere spezielle UV-Schiden spezifisch
prozessiert werden (JouHNSsON et al., 1999; WASHINGTON et al., 2000), dann verwundert es
nicht, daf} sich die Reversionsfrequenzen nach Behandlung der Zellen mit Camptothecin
nicht massiv dndern, da hier der Einsatz von Pol n nur eine untergeordnete Rolle spielen
sollte. Bei der rad30 mphl-Doppelmutante sind (im Gegensatz zur rev3 mphl-Doppel-
mutante) die Frequenzen auch nicht gleich, sondern die zusitzliche Deletion von MPH]I
fuhrt zu einer Erniedrigung der Frequenzen der Doppelmutante. Diese Befunde unter-
stiitzen die Hypothese, dafl Mph1 und Rad30 in unterschiedlichen Wegen an der Prozes-
sierung von DNA-Lisionen beteiligt sind.

Bei der Behandlung mit Camptothecin ist - wie schon bei rev3-Mutanten -
bemerkenswert, daf3 die Frequenzen sowohl der rad30- als auch der rad30 mphl-Doppel-
mutante bei niedrigen Mutagenkonzentrationen leicht verringert sind, wihrend sie bei
hohen Konzentrationen iiber das Niveau des Wildtyps bzw. der Einzelmutante hinaus-
gehen. In Anbetracht der zumindest biochemisch klar definierten Rolle von Rad30 ist
ohne zusitzliche Daten auch hier die Annahme am plausibelsten, dal die Effekte auf
regulatorische Funktionen des Rad30-Proteins zuriickzufiihren sind.

Auf Schiden, welche von Mphl fehlerfrei umgangen werden, haben die Deletionen
von RAD30 und REV3 unterschiedliche Einfliisse

In vitro konnte gezeigt werden, dafl durch Polymerase 1 (6-4)TT-Dimere relativ effizient
tiberlesen werden konnen, wihrend die weitere Verlingerung des entstehenden Primer-
Terminus nur relativ ineffizient erfolgt. Hingegen konnte dieses Primerende von Poly-
merase ( effizient verlingert werden. Diese biochemischen Befunde haben zusammen mit
genetischen Daten zu der Hypothese gefiihrt, daf$ an der Translasionssynthese zwei unter-
schiedliche Polymerasen beteiligt sein konnten, wobei durch eine Polymerase gegeniiber
der Lisionen Basen inkorporiert werden, wihrend durch Polymerase ( die Elongation des
Primers, welcher gegeniiber der Lasion endet, erfolgt (BREssoN & FucHs, 2002; PRAKASH
& PRAKASH, 2002).

Die hier vorgestellten Daten zeigen allerdings eindeutig, daf3 diese Hypothese,
zumindest beziiglich der untersuchten Lasionen und beziiglich einer sequentiellen Aktivi-
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tat von Polymerase n und Polymerase {, nicht zutreffend ist. Bei den Mutationsfrequenzen
nach 4-NQO-Behandlung fiihrt die Deletion von RAD30 zu einer deutlichen Verstirkung
der Mutationsfrequenzen, wobei angenommen werden kann, dafl diese Verstairkung
durch Polymerase { hervorgerufen wird. Sofern beide Polymerasen fiir die Prozessierung
von Liasionen zustindig sein sollten, dann sollte der Mutatorphanotyp der mphl-Mutante
auch durch die Deletion von RAD30 supprimiert werden, was nicht der Fall ist. Auch hier
sind offenbar Polymerase n und ( in unterschiedlichen Wegen involviert. Sofern die auf-
gestellte Hypothese zutreffend ist, gilt sie nicht fiir die untersuchten Lasionsarten, sondern
z.B. nur fiir UV-Liasionen.

Ein dhnliches Ergebnis erhilt man auch aus den spontanen Mutationsraten. Bei einer
sequentiellen Prozessierung spontan auftretender Lisionen von Polymerase { und
Polymerase ) sollte man auch hier eine Unterdriickung des Mutatorphédnotyps der mphI-
Mutante in der mphl rad30-Doppelmutante erwarten. Die Absenkung ist hingegen nur
gering, so dafl auch hier davon ausgegangen werden kann, dafl beziiglich der spontan
auftretenden Schdden, die von Mph1 fehlerfrei prozessiert werden, bei Ausfall von Mphl
keine sequentielle Prozessierung von Polymerase { und Polymerase n vorliegt.

Sgsl ist ein Regulator von Rekombinationsprozessen

Sgsl ist an der Prozessierung unterschiedlicher Lisionen beteiligt

In sgsl-Deletionsmutanten zeigen alle Lésionstypen einen Effekt. Dieser ist allerdings
heterogen. Zunichst ist auffallend, dafl durch die Deletion von SGSI der Mutator-
phénotyp der mphl-Deletionsmutante supprimiert wird. Dieser Befund deutet darauf hin,
daf} Sgsl direkt oder indirekt an der Transldsionssynthese von Schidden, welche im
Rahmen des normalen Zellmetabolismus entstehen, beteiligt ist. Der Ausfall von Sgsl
fihrt offensichtlich zu einem geringeren Einsatz von Polymerase (, so daf3 eine andere
Prozessierung der Lasionen erfolgen muf.

Im scharfen Kontrast zu diesen Daten stehen die Ergebnisse der Mutationsfrequenzen,
aus welchen eindeutig hervor geht, dafl es bei Behandlung der Zellen mit Mutagenen zu
einer Erhohung der Mutationsfrequenzen kommt. Offenbar fihrt hier das Fehlen von
Sgs1 zu einer verstarkten Transldsionssynthese.

Interessant ist, daf3 sich diese Diskrepanz auch bei den Reversionsraten und
Reversionsfrequenzen wiederfindet. Wihrend die spontane Reversionsrate erhoht ist, sind
die Reversionsfrequenzen nach Behandlung mit 4-NQO deutlich erniedrigt.

Diese Diskrepanz laf3t sich durch mehrere Hypothesen erklaren. Eine Moglichkeit ist,
daf} Sgs1 in Abhingigkeit der Schadensdichte die Prozessierung von Lisionen beeinflufit.
Bei relativ wenig auftretenden Lasionen wiirde dann in Abwesenheit von Mphl durch
Sgsl die Transldsionssynthese ermdoglicht werden, was zu dem beobachteten Phinotyp
und zur Suppression des mphl-Phanotyps durch die zusitzliche Deletion von SGSI fiihrt.
Man mag in diesem Zusammenhang argumentieren, dafl ein schnelles Beenden der
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Replikation bei einer niedrigen Schadensdichte einer hochgradig genauen Replikation
vorgezogen wird.

Bei einer hohen Schadensdichte wire hingegen die Zahl der potentiell auftretenden
Mutationen zu grof3, so daf3 alternative Mechanismen gegeniiber der Transldsionssynthese
bevorzugt werden. Eine solche regulatorische Funktion von Sgs1 hitte zur Folge, daf3 bei
geringen Schadensdichten weniger Lasionen mittels der Transldsionssynthese umgangen
werden, wihrend bei hohen Schadensdichten keine Unterdriickung der Transldsions-
synthese mehr erfolgen kann, so dafl die beobachtete Erh6hung der Mutationsfrequenzen
auftritt.

Hierdurch liele sich auch erkldren, warum es in sgsI-Mutanten bei Behandlung mit
MMS im Gegensatz zum Wildtyp zu keiner Verlangsamung des Zellzyklus kommt (Frer
& GASSER, 2000). Es wiirde vermehrt die Transldsionssynthese fiir die Prozessierung der
Lasionen eingesetzt werden, wobei leicht vorstellbar ist, daf3 diese schneller als alternative
Reparaturprozesse ist. Allerdings miifiten die Lasionen anschlieflend entfernt werden, was
den beobachteten verlangsamten G,/M-Ubergang erkliren konnte (FREI & GASSER,
2000).

Sgs1 ist offenbar nicht an der vermehrten Bildung von Holliday junctions beteiligt

Die biochemischen Daten deuten an, dafl Sgs1 an der Bildung oder an der Auflésung von
Holliday junctions beteiligt sein konnte. Eine mogliche Hypothese hierbei ist die
Annahme, daf$ Sgs1 Holliday junctions nach dem polymerase strand switch durch branch
migration auflost, wodurch die arretierende Lasion fehlerfrei tiberbriickt werden konnte
(Karow et al., 2000).

Diese Hypothese konnte in dieser Einfachheit durch die gewonnenen Daten
verworfen werden, da die Reversionsfrequenzen nach Behandlung der Zellen mit 4-NQO
deutlich erniedrigt sind. Das Fehlen von Sgs1 fiihrt also ganz offensichtlich nicht zu einer
Stabilisierung von Holliday junctions. Allerdings wire eine Rolle von Sgs1 bei der Bildung
von Holliday junctions denkbar, so dafy in Abwesenheit von Sgs1 weniger rekombinative
Reinitiationsereignisse stattfinden konnen.

Uberraschend war der Befund, daf3 die Deletion von SGSI im Falle der Behandlung
der Zellen mit Camptothecin zu einer kriftigen Erhohung der Reversionsfrequenzen
fihrt. Hieraus lafit sich schlieflen, daf3 in Wildtypzellen kleine DNA-Lasionen Sgsl-
vermittelt rekombinativ umgangen werden, wihrend bei anderen Typen von DNA-
Schiden eine rekombinative Umgehung unterbunden wird.

In diesem Zusammenhang ist interessant, daf§ durch CourceLLE & HANAWALT gezeigt
werden konnte, dafy durch Rec] und RecQ in E. coli eine Degradation des lagging strand
nach UV-Bestrahlung nachweisbar ist (COURCELLE & HANAWALT, 1999). Nimmt man eine
dhnliche Funktion fiir Sgs1 und eine bisher unbekannte Exonuklease an, dann konnte
durch eine gezielte Degradation des lagging strand in bestimmten Fillen verhindert
werden, daf} eine Prozessierung z.B. iiber die Bildung einer Holliday junction erfolgt. Es
wire aber in Hinblick auf die Substratspezifitit des Mms4-Mus81-Komplexes moglich,
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dal durch Camptothecin ebenfalls Lasionen gebildet werden, bei welchen der lagging
strand tiber den leading strand hinaus verlangert ist, welche aber nicht mittels des Mms4-
Mus81-Komplexes geschnitten werden sollen. Fehlt Sgs1, dann bleibt u.a. haufiger eine
Struktur erhalten, welche durch den Mms4-Mus81-Komplex geschnitten werden kann,
woran sich zwangsldufig ein Rekombinationsprozefd anschlieflen mufi. Dies wiirde die
Erhohung der Reversionsfrequenzen in sgsI-Deletionsmutanten nach Behandlung mit
Camptothecin erkldren.

Interessant ist das Ergebnis, dafy die spontane Reversionsrate in sgsI-Deletions-
mutanten deutlich gegeniiber der des Wildtyps erhoht ist. Dies liele sich erklaren, wenn
man davon ausgeht, dafl ein signifikanter Anteil von Arresten der Replikation an
grofleren Hindernissen wie u.a. DNA-Proteinkomplexen, Sekundérstrukturen der DNA
etc. erfolgte. Dann wiirde in diesen Fillen gemidfd der oben aufgestellten Hypothese
hiufiger eine Degradation durch Mms4-Mus81 erfolgen und sich damit die Zahl der
Reversionsereignisse erhohen.

Srs2 ist ein positiver Regulator von Rekombinationsprozessen

Im Gegensatz zu den unterschiedlichen Phénotypen der sgsI-Deletionsmutante zeigt eine
srs2-Deletionsmutante eine Erniedrigung der spontanen Reversionsrate und eine kraftige
Erniedrigung der Reversionsfrequenzen sowohl nach Behandlung mit 4-NQO als auch
mit Camptothecin. Dieser Befund steht im Widerspruch zu der beschriebenen erhohten
Rekombinationsrate (RONG ET AL., 1991; WANG et al., 2001). Zusitzlich wurde fiir srs2-
Mutanten eine Erhohung der heteroallelischen Rekombination nach Bestrahlung mit UV
gezeigt.

Interessant an diesen Befunden ist, dafy durch Vaze et al. gezeigt wurde, daf3 srs2-
Mutanten nach einen Doppelstrangbruch am G,/M-Ubergang dauerhaft arretiert bleiben,
auch wenn der Bruch bereits repariert wurde (Vaze et al., 2002). Aus diesem Befund laft
sich schlieflen, daf offenbar die beobachteten heteroallelischen Rekombinationsereignisse
nicht auf Doppelstrangbriiche, sondern auf die Bildung von Heteroduplex-DNA zuriick-
gehen. Erfolgt die Reparatur der Fehlpaarungen in unterschiedliche Richtungen, fithrt
dies zu einem Rekombinationsereignis, ohne daf} ein Doppelstrangbruch gebildet wurde.

Nimmt man an, daf$ srs2-Zellen, in welchen es zur Bildung von Doppelstrangbriichen
kommt, dauerhaft arretieren, dann konnte die beobachtete Erniedrigung der Reversions-
frequenzen gerade darauf beruhen, daf$ die Reversionsereignisse auf Doppelstrangbriiche
zuriickgehen. Da Doppelstrangbriiche in einem srs2-Hintergrund zu einem dauerhaften
Arrest am G,/M-Ubergang fithren, wiirden Zellen, in welchen es zu Reversions-
ereignissen gekommen ist, keine Kolonien mehr bilden. Fiir diese Hypothese mag auch
der Befund sprechen, daf3 srs2-Deletionsmutanten im Vergleich zum Wildtyp eine
ausgepragte Sensitivitit sowohl gegeniiber 4-NQO als auch gegeniiber Camptothecin
zeigen.

Allerdings ist in diesem Zusammenhang auffallend, daf die Reversionsraten weniger
stark erniedrigt sind als die Reversionsraten einer rad52-Deletionsmutante. Nimmt man
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an, dafd alle entstehenden Doppelstrangbriiche zum Tod der srs2-Deletionsmutante durch
dauerhaften Arrest der Zellen fithren, dann ist verwunderlich, warum die Absenkung der
Reversionsrate weniger ausgeprigt als im Falle der rad52-Mutante ist. Dies liefle sich u.U.
dadurch erkldren, daff Rad52 auch an anderen Rekombinationsprozessen der Zellen
beteiligt ist (AGUILERA, 2001), die in der srs2-Mutante noch zu Reversionen fithren und
bei denen kein Doppelstrangbruch auftritt.

Durch diese Hypothese liele sich auch der Befund der synthetischen Letalitdt einer
sgsl srs2-Doppelmutante erklidren. Es wurde gezeigt, dafd die spontane Reversionsrate von
sgsI-Mutanten gegeniiber dem Wildtyp erhoht ist. Dies konnte ein Hinweis darauf sein,
daf in sgsI-Deletionsmutanten vermehrt Doppelstrangbriiche entstehen, welche in Ab-
wesenheit von Srs2 zu einem dauerhaften Arrest des Zellzyklus fithren. Wird zusitzlich
z.B. RAD5]1 deletiert, so konnte dies einerseits dazu fithren, dafl das Signal, welches den
checkpoint response auslost, nicht mehr gebildet wird. Andererseits konnten die Lasionen
auch iiber andere Mechanismen wie z.B. die Transldsionssynthese prozessiert werden, so
dafl die Bildung von Doppelstrangbriichen vermieden wird.

Interessant ist in diesem Zusammenhang, daf} alle bisherigen Daten darauf hindeuten,
dafl auch die zusitzliche Deletion von MPH]I in einem srs2-Hintergrund synthetisch letal
ist (E. Panico, unveroffentlicht). Dies ist insbesondere im Licht der Hypothese
bemerkenswert, nach welcher Mphl gerade an einem rekombinativen Weg beteiligt ist,
durch welchen die Reinitiation arretierter Replikationsgabeln erméglicht wird. Wenn
jedoch srs2-Deletionsmutanten sensitiv auf Doppelstrangbriiche reagieren, dann stellt
sich die Frage, warum gerade die zusitzliche Deletion von MPH]I, welche vermutlich zu
einer Erhohung der Transldsionssynthese und einer Verringerung rekombinativer
Ereignisse fiihrt, synthetisch letal ist.

Eine Erklarungsmoglichkeit liegt in der biochemisch dargestellten Funktion von Srs2,
Rad51-Filamente aufzulosen. So kénnte das Fehlen von Srs2 in mphl-Mutanten zu einer
Stabilisierung von Rekombinationsintermediaten fiihren. Fiir diese miifite angenommen
werden, daf} sie in Abwesenheit von Mphl verstarkt in Doppelstrangbriiche tiberfiihrt
werden. In diesem Fall wiirde durch das Fehlen von Srs2 zusitzlich dauerhaft der Arrest
am G,/M-Ubergang erfolgen und somit das Wachstum der Zellen ausbleiben.

Es wurde bereits darauf hingewiesen, dafl nach der Bildung der Holliday junction der
vierte Arm direkt prozessiert und fiir die Stranginvasion genutzt werden kann (siehe Seite
136). Es wire also denkbar, dafl genau dieser Arm fiir die Bildung des Rad51-Filamentes
genutzt wird. Wird in mphl-Mutanten vermehrt die Transldsionssynthese genutzt, dann
wire es moglich, dafl die Rad51-Filamentbildung in mphl-Mutanten durch die Funktion
von Srs2 erniedrigt wird, so dafl es seltener zu Rekombinations- und damit zu
Reversionsereignissen kommt. Fehlt hingegen Srs2, dann wiirde die Holliday junction mit
dem Rad51-Filament stabilisiert werden. Eine vermehrte Auflosung dieser Holliday
junction durch Resolvasen wiirde wiederum zu mehr Doppelstrangbriichen und damit zu
mehr Zellen fiihren, die dauerhaft am G,/M-Ubergang arretieren.
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Gegen diese Hypothese spricht allerdings die relativ hohe Reversionsfrequenz des
KanKanMX4-Moduls, welches mit einer Rate von 1 - 10~ in einem Sequenzabschnitt von
266 Basenpaaren revertiert. Dies bedeutet, dafy es in einer von 1-10* Zellen pro
266 Basenpaaren zu einem Rekombinationsereignis mit einem Doppelstrangbruch
kommt. Bezogen auf die gesamte Genomgr6fle mit 1,2 - 10" Basenpaaren sollte man
erwarten, daf} derartige Rekombinationsereignisse iiber das gesamte Genom gesehen mit
einer Rate von 1-107/266 - 1-10™* = 4 auftreten. Demnach mifite es in jeder Zelle zu
derartigen Ereignissen kommen, so dafl srs2-Deletionsmutanten generell nicht lebens-
fahig sein sollten.

Allerdings darf bei dieser Uberlegung nicht iibersehen werden, dafl die Reversions-
frequenzen des KanKanMX4-Moduls bei chromosomaler Integration niedriger als im
Falle des auf dem Plasmid lokalisierten Systems. Es kann dementsprechend sein, daf3 die
Rate von derartigen Rekombinationsereignissen im gesamten Chromosom niedriger ist.

Fir diese Hypothese konnte sprechen, daf} fiir srs2-Mutanten ein Wachstumsdefekt
gezeigt wurde (VAzE et al., 2002). Dieser konnte dadurch zustande kommen, daf3 ein Teil
der Zellen aufgrund von Doppelstrangbriichen im Zellzyklus arretiert. Dann miifite man
allerdings entweder voraussetzen, dafl es den Zellen zumindest teilweise gelingt, den
Arrest dennoch gelegentlich aufzulosen oder annehmen, dafy nur in einem bestimmten
Prozentsatz von Zellen Doppelstrangbriiche auftreten.

Uber das Zusammenspiel von Mms4 und Mphl

Mms4 ist an der Prozessierung eines zu Mphl inversen Schadensspektrums beteiligt

Die biochemischen und genetischen Daten mehrerer Arbeitsgruppen haben Hinweise
dafiir geliefert, daf} auch der Mms4-Mus81-Komplex an der Reinitiation arretierter
Replikationsgabeln beteiligt ist. Den Mutationsraten lafit sich aber entnehmen, dafd
mms4-Deletionsmutanten im Gegensatz zu mphl-Mutanten zumindest unter normalen
Wachstumsbedingungen keinen Mutatorphénotyp besitzen. Hieraus lafit sich ableiten,
daf3 der Mms4-Mus81-Komplex entweder nicht an der fehlerfreien Prozessierung von
Lasionen beteiligt ist, welche im Verlauf des normalen Zellmetabolismus auftreten, oder
daf} die prozessierten Lasionen in der Regel dergestalt sind, daf sie nicht durch Transla-
sionspolymerasen iiberlesen werden koénnen. Die formal synergistische Mutationsrate der
mms4 mphl-Doppelmutante 143t zudem den Schluf zu, daf3 beide Proteine in unter-
schiedlichen Wegen involviert sind, die partiell tberlappende Substratspezifititen
besitzen.

Diese Hypothese wird durch die Reversionsfrequenzen nach Mutagenbehandlung
gestiitzt. Im Gegensatz zur mphl-Mutante zeigt die mms4-Deletionsmutante bei Behand-
lung mit 4-NQO nur eine moderate Erniedrigung der Reversionsfrequenzen. Hingegen
fuhrt die Behandlung mit Camptothecin, welches in mphl-Mutanten nur zu einer
moderaten Erniedrigung fithrte, zu einem kriftigen Riickgang der Frequenzen. Eine
mogliche Interpretation diese Daten ist, daf3 durch den Mms4-Mus81-Komplex nicht
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kleine, replikationsarretierende Lasionen prozessiert werden, sondern Blockade, welche so
grof3 sind, dafl sie nicht durch Transldsionspolymerasen iiberlesen werden konnen und
welche auch nicht zu einem Arrest der Polymerasen sondern der replikativen Helikasen
fihren.

Der Mms4-Mus81-Komplex konnte an der Prozessierung mehrerer Substrate beteiligt sein

Den spontanen Reversionsraten laf3t sich entnehmen, daf unter normalen metabolischen
Bedingungen vermehrt Reversionsereignisse auftreten. Formal laf3t sich dies also so inter-
pretieren, dafl Mms4 die Stabilitdt von tandem repeats erhoht.

Dies ist allerdings anders, wenn die Zellen mit Mutagenen behandelt werden. Wie
bereits ausgefiihrt, sind die Reversionsfrequenzen von mms4-Mutanten nach 4-NQO-
Behandlung moderat erniedrigt, wihrend die Deletion von MMS$4 zu einer drastischen
Abnahme der Reversionsfrequenzen nach Behandlung mit Camptothecin fiihrt. Dies ist
auch aus den Sensitivititen der Stimme erkennbar. Zwar ist auch die mms4-Mutante
gegen 4-NQO empfindlich. Im Gegensatz zu mphl-Mutanten besitzen mms4-Mutanten
aber eine ausgeprigte Sensitivitit gegeniiber Camptothecin. Ganz offensichtlich ist also
das Schadensspektrum, welches durch Mms4-Mus81 prozessiert wird, ein anderes als
dasjenige, welches durch Mph1 prozessiert wird.

Auch die Daten zur Sensitivitdt unterstiitzen die Hypothese, daf3 durch den Mms4-
Mus81-Komplex volumindse Schiden umgangen werden, die naturgemdfd nicht durch
Polymerasen iiberlesen werden kénnen. Die Erniedrigung der Reversionsfrequenzen im
Falle der Behandlung mit 4-NQO kann dann entweder daran liegen, daf3 bereits durch die
Behandlung mit 4-NQO Schiden entstehen, welche nicht mit Hilfe der Transldsions-
synthese tiberlesen werden konnen. Oder es kann sich um Sekundérschiden handeln,
indem an replikationsarretierenden Lasionen z.B. Transkriptionskomplexe arretieren.
Wenn diese nicht sofort von der DNA entfernt werden, konnen sie zu Arresten der
replikativen Helikasen fithren (McGLYNN & LLOYD, 2000; TRAUTINGER & LLOYD, 2002).

Bei dieser Argumentation ergibt sich allerdings die Schwierigkeit, daf3 durch den
Mms4-Mus81-Komplex ein Substrat erkannt wird, welches gerade dann entstehen sollte,
wenn die leading strand Polymerase durch eine kleine Lasion arretiert wird, wenn also der
lagging strand tber den leading strand hinaus elongiert ist (Cox, 2001; Cox, 2002;
McGLYNN & LLoyp, 2002). Diese Uberlegung pafit auf den ersten Blick nicht zu der
erhohten Sensitivitit gegeniiber Camptothecin, da man davon ausgehen kann, dafl gerade
dieses Replikationsintermediat bei Behandlung mit Camptothecin weniger hiufig anzu-
treffen ist.

Andererseits fithrt die Deletion von MMS4 zu einer weiteren Erhchung der spontanen
Mutationsrate in mphl-Mutanten. Diese Daten lassen den Schlufi zu, dafl es offenbar
Lésionen gibt, die zumindest in Abwesenheit von Mphl durch Mms4-Mus81 fehlerfrei
umgangen werden und die durch die Transldsionssynthese iiberlesen werden konnen.
Dies scheint jedoch der kleinere Teil anfallender Lésionen zu sein.
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Durch Fasre et al. wurde folgende Hypothese aufgestellt: Der Mms4-Mus81-Komplex
konnte an der Prozessierung von Intermediaten beteiligt sein, welche beim SchliefSen
einzelstrangiger DNA-Bereiche gegeniiber von Lisionen entstehen. Ein mogliche Funk-
tion von Sgsl wire die Vermeidung einzelstrangiger DNA-Bereiche wéihrend der Replika-
tion. In sgsI-Deletionsmutanten miifiten diese einzelstraingigen DNA-Bereiche mit Hilfe
rekombinativer Prozesse geschlossen werden. Hier kann z.B. angenommen werden, daf3
ein einzelstrangiges 3’-Ende in das Schwesterchromatid eingefithrt und replikativ ver-
langert wird. Ist der Strang ausreichend elongiert, konnte der Strang wieder mit dem ur-
spriinglichen Strang zum Doppelstrang hybridisieren. Wurde bei der Elongation das 3’-
Ende iiber den einzelstringigen Bereich hinaus elongiert, entsteht im Verlauf der
Relokation des elongierten Stranges eine 3’-flap-Struktur, welche gerade das ideale Sub-
strat fiir den Mms4-Mus81-Komplex darstellt (FABRE et al., 2002).

Die starke Absenkung der Reversionsfrequenzen nach Chemikalienbehandlung unter-
stiitzt diese Hypothese allerdings nicht, da der Mms4-Mus81-Komplex erst nach der
Invasion des 3’-Endes benétigt wiirde. Die Reversionsereignisse miissen allerdings bereits
vorher, ndmlich bei der Invasion des 3’-Endes, entstehen. Zusdtzlich kann durch diese
Hypothese nicht die hohe Sensitivitit der mms4-Mutante gegeniiber Camptothecin
erklart werden. Camptothecin fithrt zwar zu einem Arrest der Polymerasen auf dem
lagging strand (STRUMBERG et al., 2000), aber dieser Arrest sollte dadurch zustande
kommen, daf} die replikativen Helikasen mit dem kovalenten Topoisomerase-DNA-Kom-
plex kollidieren und so zu einem Arrest des Replisoms fithren. Es erscheint unplausibel,
daf3 durch Camptothecin verstirkt unvollendete Okazaki-Fragmente und damit einzel-
strangige DNA-Bereiche in der DNA zuriickbleiben. Mms4 muf} also entweder eine
andere oder eine zusitzliche Funktion besitzen.

Eine weitere Hypothese besagt, dafy durch Mms4-Mus81 direkt Replikations-
intermediate geschnitten werden (WHIiTBY et al, 2002). Gemif3 der biochemischen
Aktivitat des Mms4-Mus81-Komplexes erfolgt der Schnitt in der Matrize fiir den leading
strand, wobei ein einzelstringiges 5-Ende entsteht. Bei dessen Degradation wiirde dann
die replikationsarretierende Lésion beseitigt und ein fiir die homologe Rekombination
geeignetes 3’-Ende entstehen, durch welches die Replikation reinitiiert werden konnte.
Auch durch diese Hypothese lafit sich jedoch nicht ohne weiteres die hohe Sensitivitat
gegeniiber Camptothecin erkldren, da die durch Camptothecin ausgelosten Lasionen
gerade auf dem leading strand zu run-off-Produkten fithren, die vermutlich unabhéngig
von Mms4-Mus81 entstehen.

Weiterhin ist beziiglich dieser Hypothese problematisch, dafy der Mms4-Mus81-Kom-
plex insbesondere dann Gabelstrukturen schneidet, wenn das 5’-Ende weniger als fiinf
Nukleotide vom Verzweigungspunkt der Replikationsgabel entfernt ist. Man miif3te also
annehmen, daf} nach der Entfernung aller replikativen Proteine von der Gabel entweder
dieses Substrat iibrig bleibt oder gebildet wird.

Durch eine weitere Hypothese laf3t sich zumindest die erhohte Sensitivitat der mms4-
Mutante gegeniiber Camptothecin erkliren. Es wurde bereits ausgefiihrt, dafl ein
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Camptothecin-Komplex auf der Matrize des leading strand zu einem sogenannten run-
off-Produkt fithrt, wobei ein doppelstringiges DNA-Ende entsteht. Erreicht das Replisom
eine solche Lision, so ist es vorstellbar, dafy die replikativen Helikasen, sofern sie die
Matrize des lagging strand umschlieflen (Yuzuaxov et al., 1996; GoobMAN, 2002), nicht
sofort stoppen, sondern, wie schematisch in Abb. 36 gezeigt, die Entwindung der Strange
noch etwas fortsetzen. In diesem Fall konnte auch der lagging strand verlangert werden.
Es entstiinde also einerseits ein doppelstringiges DNA-Ende, welches via homologe
Rekombination eingefiihrt werden miifdte. Zusatzlich entsteht durch die Verlangerung des
lagging strand eine 3’-flap-Struktur, welche entfernt werden mufl. Diese Struktur ist
zumindest in vitro das optimale Substrat fiir den Mms4-Mus81-Komplex. Durch dessen
Schnitt wiirde eine Liicke entstehen, die mit Hilfe einer Polymerase und einer Ligase ge-
schlossen werden konnte. Anschlieflend konnte das doppelstrangige DNA-Ende einge-
fithrt werden.

Einen Hinweis fiir die Entstehung einer solchen Struktur bietet der Befund von
STRUMBERG et al., nach welchem ein durch Camptothecin inhibierter DNA-Topoiso-
merase [-Komplex auf der Matrize fiir den leading strand zu einem run-off-Produkt fithrt.
Dies ist insofern bemerkenswert, als durch das Topoisomerasemolekiil mehrere Basen auf
beiden Seiten des Einzelstrangbruches bedeckt werden, so daf8 die replikative Polymerase
nicht ohne weiteres bis an das Ende des Stranges synthetisieren kann (STRUMBERG et al.,
2000). Dies wire hingegen leicht moglich, wenn die replikative Helikase den Strang iiber
den Einzelstrangbruch hinaus entwinden wiirde.

Mit dieser Hypothese liefle sich auch die synthetische Letalitit einer mms4 sgs1- sowie
einer rad27 mus81-Doppelmutante erkliren (MULLEN et al., 2001; KLEIN, 2001; BASTIN-
SHANOWER et al., 2003), wenn man davon ausgeht, dafl bei auftretenden Einzelstrang-
briichen durch die Replikation ebenfalls eine 3’-flap-Struktur entsteht. Da AP-Stellen eine
der haufigsten Léasionsarten in Zellen sind (BERNSTEIN & BERNSTEIN, 1991), kann davon
ausgegangen werden, dafl durch die Reparatur mit Hilfe von AP-Endonukleasen immer
wieder Einzelstrangbriiche auftreten, welche zu einem Kollaps der Replikation fithren.

Durch FaBre et al. wurde postuliert, dafl Sgs1 u.a. in der Lage ist, eine 3’- in eine 5’-
flap-Stuktur umzuwandeln. Diese konnte dann in Saccharomyces cerevisiae durch Rad27
geschnitten werden. In Abwesenheit von Mms4 konnte die entstehende Struktur also tiber
Sgs1/Rad27 aufgelost werden. Sofern sowohl Mms4/Mus81 als auch Sgsl bzw. Rad27
fehlen und dadurch die 3’-flap-Struktur persistiert, wire eine Reinitiation durch die Inva-
sion des Rad51-Filaments nicht moglich. Die Invasion des Rad51-Filamentes wiirde auf
dem lagging strand erfolgen und eine Elongation vom 3’-Ende an der flap-Struktur
wiederum beendet werden (siehe Abb. 36)

Wird allerdings das doppelstrangige DNA-Ende durch die Ausbildung des Rad51-Fila-
mentes vor der Degradation durch Exonukleasen geschiitzt, wiirde sich spatestens dann
eine grofle Gefahr fiir die Zelle ergeben, wenn eine Replikationsgabel, welche an einem
benachbarten origin mit der Replikation begonnen hat, diesen Bereich erreicht. Ver-
mutlich sind die entstehenden Intermediate letal fiir die Zelle, da Teile des betroffenen
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Chromosoms verloren gehen konnen. Im Falle der Abwesenheit von Rad51 konnte durch
Exonukleasen das doppelstringige DNA-Ende degradiert werden, so daf3 ein einfacher
Doppelstrang entsteht. In diesem Fall wiirde die Replikation am gleichen origin neu
initiiert werden miissen, oder der Bereich miifite durch die Replikationsgabeln vom
rechts bzw. links liegenden origin kommend repliziert werden. Auf diese Weise lief3e sich
erklaren, warum die synthetische Letalitit der mms4 sgsI-Doppelmutante durch die
zusitzliche Deletion von RADS5I aufgehoben werden kann (FABRE et al., 2002; BASTIN-
SHANOWER et al., 2003).

Allerdings 1483t sich auch durch diese Hypothese nicht ohne weiteres erkldren, warum
die Reversionsfrequenzen in mms4-Deletionsmutanten erniedrigt sind, da die ent-
stehenden doppelstringigen DNA-Enden unabhingig von den Mms4-Mus81-abhéngigen
Schnitten entstehen. Sofern man von der oben dargelegten Hypothese ausgeht, mufd
durch den Mms4-Mus81-Komplex noch ein anderes Substrat erkannt und geschnitten
werden, dessen Prozessierung zur vermehrten Bildung von Reversionsereignissen fiihrt.
So ist es durchaus moglich, dafy auch Replikationsintermediate nach einem Arrest des
leading strand geschnitten werden, sofern die entstehenden Strukturen stabil erhalten
bleiben. In diesem Zusammenhang wire die Fragestellung interessant, ob die in rev3
mphl-Doppelmutanten erhohte Reversionsfrequenzen durch den Mms4-Mus81-
Komplex oder einen anderen Weg zustande kommen.
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Abb. 36: Schematische Darstellung der Entstehung eines Substrates fiir den Mms4-Mus81-
Komplex bzw. fir Rad27 unter Beteiligung von Sgs1. Die Details sind im Text erklart. Die
parentalen Strange sind in rot und blau, die neu synthetisierten Strange in schwarz (leading
strand) und griin (lagging strand) dargestellt. Die am jeweiligen Schritt moglicherweise
beteiligten Proteine bzw. Prozessierungsschritte wurden eingetragen (Abbildung modifiziert

nach Fabre et al., 2002).
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mphl-Deletionsmutanten weisen einen spontanen REV3-abhingigen Mutatorphénotyp
auf und sind sensitiv gegeniiber verschiedenen DNA-schidigenden Chemikalien.
Epistasisanalysen zeigen, daf$ MPHI nicht zu einem der bekannten Reparaturwege
gehort. Es wurden jedoch genetische Interaktionen mit Genen gefunden, welche
vermutlich an der Reinitiation arretierter Replikationsgabeln beteiligt sind.

In der vorliegenden Arbeit wurde ein experimentelles System aus E. coli adaptiert, mit
dessen Hilfe anhand der Reversion einer Antibiotikaresistenz die Stabilitit einer
Sequenzduplikation in Saccharomyces cerevisiae bestimmt werden kann. Als weiterer
Phianotyp wurde die Haufigkeit von Mutationen im Canavaninresistenz-Vorwérts-
mutationstest bestimmt. Fiir beide Phénotypen wurde die spontane Rate sowie die
durch DNA-schiddigende Agenzien induzierte Frequenz vermessen. Als DNA-
schiadigende Agenzien kamen 4-NQO sowie Camptothecin zum Einsatz, wobei die
Behandlung mit 4-NQO hauptsichlich kleine Lisionen in der DNA ausldst, wahrend
Camptothecin vornehmlich zu Einzelstrangbriichen und groflen DNA-Proteinkom-
plexen fiihrt.

Die spontane Mutationsrate war in mms4-Mutanten wenig erhoht. Hingegen zeigte eine
mms4 mphl-Doppelmutante eine synergistische Erhohung. In recG-exprimierenden
Zellen war die spontane Mutationsrate leicht erniedrigt. Auch die erhéhte Mutationsrate
der mph1-Mutante wurde durch die Expression von recG leicht abgesenkt.

Die Mutationsfrequenzen von mphl-, sgs1- und rad30-Deletionsmutanten waren nach
Behandlung mit 4-NQO erhoht, wobei die zusitzliche Deletion von MPHI in den
beiden letztgenannten Mutanten zu einem weiteren Anstieg fiihrte.

Die spontanen Reversionsraten in mphl-, rad52- und srs2-Mutanten waren erniedrigt,
wobei in rad52-Mutanten eine sehr starke Absenkung erfolgte. Die rad52 mphl-
Doppelmutante zeigte eine synergistische genetische Interaktion. In rev3-Mutanten
wurde keine deutliche Veranderung der Reversionsraten gemessen. Allerdings war die
Rate der rev3 mphl-Doppelmutante im Vergleich zur mphl-Einzelmutante etwa auf das
Niveau der rev3-Einzelmutante erhoht. In sgsI- und mms4-Deletionsmutanten waren
die Reversionsraten erhoht. Die zusitzliche Deletion von MPHI fiihrt in beiden Féllen
zu einer Erniedrigung im Vergleich zur jeweiligen Einzelmutante.
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Beziiglich der Reversionsfrequenzen nach 4-NQO-Behandlung zeigten mphl-, rad30-,
mms4-, sgsl-, srs2-Mutanten sowie Stimme, welche recG aus E. coli exprimierten, eine
Erniedrigung. Im Falle von rad30-, mms4- und sgsI-Mutanten fithrte die zusatzliche
Deletion von MPHI zu einer weiteren Erniedrigung. Eine srs2 mphl-Doppelmutante
konnte nicht erzeugt werden, was moglicherweise auf eine synthetische Letalitdt
zuriickzufithren ist. Die Deletion von REV3 fiihrte hingegen zu einer Erhéhung der
Reversionsfrequenzen, auf welche die zusitzliche Deletion von MPHI nur einen
minimalen Einfluf} hatte.

Die Reversionsfrequenzen nach Behandlung mit Camptothecin waren in mphl-, mms4-
und srs2-Mutanten erniedrigt. In der mms4 mphl-Doppelmutante war diese Erniedri-
gung verstirkt. Sowohl rev3- als auch rad30-Mutanten zeigten bei niedrigen
Camptothecin-Konzentrationen eine Erniedrigung der Reversionsfrequenzen, wihrend
bei hohen Konzentrationen die Frequenzen iiber das Niveau des Wildtyps hinaus
anstiegen. Die zusitzliche Deletion von MPHI hatte auf die Frequenzen der rev3-
Mutanten nur einen geringen Einfluf}, wihrend die Reversionsfrequenzen der rad30
mphl-Doppelmutante etwa denen der mphl-Einzelmutante entsprachen. Die Expres-
sion von recG hatte nur einen sehr geringen Einflufl auf den Wildtyp und die mphi-
Mutante. sgsI-Mutanten wiesen eine Erhohung der Reversionsfrequenzen auf, die sich
in der mph1 sgsI-Doppelmutante geringfiigig dnderte.

Aus diesen Befunden wurden folgende Schlufifolgerungen gezogen:

1) Die gemessenen Deletionsereignisse gehen hauptsachlich auf Prozesse zuriick, in
deren Verlauf es zu einer Invasion eines einzelstrangigen 3’-Endes kommt. Prozesse
wie primer template slippage spielen nur eine untergeordnete Rolle.

2) Mphl ist hauptsdchlich an einem rekombinativen Prozefl zur fehlerfreien Um-
gehung kleiner DNA-Lisionen beteiligt. Bei der Umgehung groferer Blockaden wie
DNA-Protein-Komplexen spielt es nur eine untergeordnete Rolle.

3) Mms4 ist umgekehrt hauptsachlich an der Umgehung groflerer Blockaden beteiligt.
Der fehlende Mutatorphénotyp der mms4-Deletionsmutante deutet darauf hin, daf$
der Mms4-Mus81-Komplex hauptséchlich Lasionen prozessiert, die nicht durch die
Transldsionssynthese iiberlesen werden konnen.

4) Die durch die Expression von RecG in Hefe beobachteten Effekte dhneln denjenigen,
die bereits fiir E. coli beschrieben wurden. Durch RecG werden bevorzugt kleine
Lasionen der DNA umgangen. Dies wird zusitzlich durch die Befunde unterstiitzt,
daf} die Sensitivitit einer mphl-Mutanten gegeniiber 4-NQO und MMS partiell
durch die Expression von recG unterdriickt werden kann. Die Umgehung erfolgt
aber durch einen anderen Mechanismus als bei Mph1.

5) Sgsl wirkt sowohl als positiver als auch als negativer Regulator rekombinatorischer
Prozesse.
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6) Durch Rev3 werden insbesondere kleine Lisionen der DNA iiberlesen, wihrend
Camptothecin-induzierte Blockaden nur untergeordnet prozessiert werden. In
Abwesenheit von Rev3 werden auftretende Lasionen vermehrt mittels rekombina-
torischer Prozesse umgangen, die weitgehend unabhangig von Mphl sind.

7) Rad30 ist an der fehlerfreien Umgehung kleiner DNA-Lasionen beteiligt. Die
Erniedrigung der Reversionsfrequenzen deutet zusitzlich auf eine regulatorische
Funktion bei der Umgehung von DNA-Lasionen hin.

8) Die Erniedrigung der Reversionsrate sowie der Reversionsfrequenzen in srs2-
Mutanten konnte darauf zuriickzufithren sein, dafy Doppelstrangbriiche zu einem
dauerhaften Arrest des Zellzyklus fithren und aus diesem Grund auftretende Rever-
sionsereignisse nicht detektiert werden konnen.
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Verzeichnis ungebrduchlicher Abkiirzungen

4-NQO 4-Nitrochinolin-1-oxid
BrdU Bromdeoxyuridin

BSA Rinderserumalbumin

dyT double yeast tryptone

EMS Ethylmethansulfonat

etal. et alii

MMS Methylmethansulfonat

S.c Saccharomyces cerevisiae
S.p. Schizosaccharomyces pombe
viv Volumen pro Volumen

w/v Gewicht pro Volumen

Oligonukleotidsequenzen

Primer fiir die Deletion von RAD30

Bezeichnung Sequenz

5-RAD30disrupt 5 ATGTCAAAATTTACTTGGAAGGAGTTGATTCAGCTTG
GTTCAGCTGAAGCTTCGTACGCTG

3-RAD30disrupt 5 CATTTTTTTCTTGTAAAAAATGATAAGATGTTTTTGGA
AGGCATAGGCCACTAGTGGATCTG

5' his out 5 GTAAAGTCGTAAGCTCCAGCCT
3' his out 5 GACGAAGCTCTTTCTAGAAGCG
5’-rad30delsc 5 ACGCTACCTAATCCTGCCGAT
3’-rad30delsc 5 TGAACAATCAGCTGAGGTCAG
5’-rad30out 5 TGGGGAAGATCCAATACGTCA
3’-rad30out 5 ATCAGGTCCAGTTGCGTACAA

Primer fiir die Sequenzierung der KanKanMX4-Kassette

Bezeichnung Sequenz
5'-KanScreen 5 TCAGGTGCGACAATCTATCGAT
3'-KanScreen 5 ATAGGATGGCAAGATCCTGGTA

Primer fiir die Amplifizierung des recG-Gens aus E. coli

Bezeichnung Sequenz
5'-RecG_BamHI 5 GTGCTAGGATCCAAATGAAAGGTCGCCTGT
3'-RecG_NLS_Xhol 5 GTAATCCTCGAGTTATCAAACCTTTCTCTT
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Primer fiir die Sequenzierung des Vektors pYGET-recG

Bezeichnung
5pYES-MCS
5pYGET-RecG II
5pYGET-RecG III
5pYGET-RecG IV
5pYGET-RecGV
5pYGET-RecG VI
5pYGET-RecG VII
5pYGET-RecG VIII
5pYGET-RecG IX
3pYGET-RecG I
3’pYGET-RecG II

3’ pYGET-RecG III
3’ pYGET-RecG IV
3’pYGET-RecGV
3’pYGET-RecG VI
3’pYGET-RecG VII
3’ pYGET-RecG VIII
3’ pYGET-RecG IX
3’pYGET-RecG X

Nukleotid- und deduzierte Aminosduresequenz von recG aus E. coli

1 GATCCAAATG
a M

51 CGGGCGTTGG
a G V G

101 ACCGTGCAGG
a T V Q D

151 CCATCTCTAC
a H L Y

201 AAGGCGAAGT
a G E V

251 ACCTGCCAGA
a T CQ 1

301 TTTCAGCGCG
a F S A

351 CTTATGGCGA
a Y G E

401 GAATACCGCG
a E Y R V

451
a T PV

501
a L T D

180

CACGCCGGTT

AATTAACCGA

Sequenz

5 GGGCGTGAATGTAAGCGTGACATA

5" AGGGCCGCGAATCTCCAGATCT
5 CAACGCCGACTTCAATAACGGT
5 TCAGTTATGCAGGCGTGGTGCA
5 TCGTCGATAATCACCAGCGCCA
5TCGGTTGGTGCCATCAATGCTA
5TTCAGCGTGTCATTGGCGCTCA
5AGTTCTTCAATGGCGCAGGTGT
5TCGCTGATCTGGCAGGTCATCA
5CCAGTTCCCTGAAATTATTCCC
5TGGCGCAGCACTTAGTAACAAA
5ATGGCGAAGCAAAGCGCGGTAA
5’ ACCGACGCTACAGCTTAGCGTA
5’ AGATCGAGCGCGATATGGCGCT
5’ AAGGTAAAGCACGGCTGGCACA
5’CGATCTCGATACCTCGGTGATA
5AGTTGAACGTTGGCCTGGTACA
5TCTCACTGCGTGCTGCTCTACA
5 CACGCCATATTCACGAACGTTA

AAAGGTCGCC
K G R L

CGCAGCACTT
A A L

ATCTACTCTT
L L L

CCCATCGGAG
P I G E

GCTGAACTGC
L N C

TCAGCGACGG
S D G

GCAATGAAAA
A M K N

AGCAAAGCGC
A K R

TGCAGGGCGA
Q G D

TATCCAACAA
Y P T T

CCAGGCGCTG
Q A L

TGTTAGATGC
L D A

AGTAACAAAC
S N K L

ACACCTTCCC
H L P

AACTACTGCC
L L P

AATATCTCCT
N I S F

TTCCGGCATC
S G 1

ATAGCCTGGC
S L A

GGTAAATATG
G K Y G

TCTCAGCACG
L S T

CGGAAGGCGT
E G V

GATCTGCTCG
D L L D

TGTCCCACTC
V P L

TGGCGAAAAT
A K 1

CTGCGCTACG
L R Y E

GGGCGTTTAT
G VY

TCGGCGGTCG
G G R

CTCACCATGC
L T M R

GGCGGGCCGC
A G R

GTGCGGAGAT
A E M

CCAGAATTAC
P E L Q

AAAGCAGGCC
K Q0 A

ACACCTGCGC
T C A

AGTTCCCTAA
S S L T

CAACCTGCAT
N L H

AAGATCGCAC
D R T

GCCACGGTGG
A T V E

GCGGATGATG
R M M

GCTTTTTCAA
F F N

CGTGTACTGG
R V. L A

GATCCACCCG
1 H P

AGGAAACGCT
E T L

ACGCTGCGTA
T L R K

CATTGAAGAA
I E E



551

601

651

701

751

801

851

901

951

a

CTCCTGCCGC
L L PP

GCGCACTTTG
R T L

CCGGGCAGCA
G Q H
CACAACCTCA
H N L S

CCAGCCGCTG
Q P L

TACCGTTCAA
P F K

CGCGATATGG
R D M A

AGGTTCCGGT
G S G

CCCACGGCAA
H G K

CGGAACTGTC
E L S

CACCGCCCGC
H R P P

TCCGGCGCAA
P A Q

GCATGTTAGC
M L A

AGCGCCAATG
S A N D

GCCAACGGGC
P T G

CGCTGGATGT
L DV

AAAACGCTGG
K T L V

ACAGGTAGCA
Q V A

ACAAGGAATG
Q G M

CACCGACGCT
P T L

CGTCGTCTGA
R R L 1

CTTACGTGCC
L R A

ACACGCTGAA
T L K

GCACAGGCAC
A Q A R

GCCGATGATG
P M M

TCGCCGCCCT
A A L

TTGATGGCAC
L M AP

ATGACGCTAC
M T L P

ACAGCTTAGC
Q L S

TTCTGGAAGA
L E E

GGAGCACAGC
G A Q R

AAATAAACTC
N K L

GCGTAGTGGC
vV V A

CGTCTGGTGC
R LV Q

CGCCGCGTTG
A A L

CAACCGAATT
T E L

CGGAAGCGTT
E A L

GATCTGGAAA
D L ET

ACTGCTGGCG
L L A

GTTTTCATGC
F H A

CTCGCCGCCT
L A AL

GGAGATCGAG
E I E

AGGGCGATGT
G DV

CGTGCGATTG
R A 1 A

ACTCGCCGAG
L A E

1001 CAGCACGCCA ATAACTTCCG CAACTGGTTT GCACCGCTCG GTATCGAAGT

a

1051
a

1101
a

1151
a

1201
a

1251
a

1301
a

1351
a

1401
a

1451
a

1501
a

1551
a

1601
a

1651
a

1701
a

Q H AN

N F R

N W F

A P L G

I E V

GGGCTGGCTC GCCGGTAAGC AGAAAGGTAA AGCACGGCTG GCACAGCAGG

G W L

A G K Q

K G K

A R L

A Q Q E

ANHANG

AAGCCATCGC CAGCGGTCAG GTGCAGATGA TTGTCGGTAC ACACGCCATC
Al A SGQ VQMTI VGT HAII

TTCCAGGAAC AGGTGCAGTT TAACGGCCTG GCGCTGGTGA TTATCGACGA
FQEQ VQF NGL ALV I 1DE

ACAGCATCGT TTTGGCGTGC ATCAGCGTCT GGCATTGTGG GAGAAAGGCC
Q HR FGVH QRL ALW EKTGOQ

AGCAGCAGGG CTTCCATCCG CATCAGTTGA TCATGACCGC CACGCCGATC
Q QG FHP HOQL I MTA TP

CCCCGCACGC TGGCAATGAC TGCGTATGCC GATCTCGATA CCTCGGTGAT
PR TL A MT AYA DLDT S VI

AGATGAGCTG CCGCCAGGCC GCACGCCAGT GACTACGGTC GCTATTCCTG
D E L PP GR TPV T TV A1 PD

ATACCCGCCG TACCGACATC ATTGACCGCG TGCACCACGC CTGCATAACT
T R R T D 1 I DRV HHA C 1T

GAAGGTCGTC AGGCATACTG GGTTTGTACG TTGATTGAAG AGTCGGAATT
E GRQ A Y W V CT L I E E S E L

GCTGGAAGCG CAGGCGGCGG AAGCTACCTG GGAAGAGTTG AAACTGGCGC
L EA QA AE A TW EE L K L A L

TACCAGAGTT GAACGTTGGC CTGGTACACG GGCGGATGAA ACCTGCCGAG
P E L N V G L V H G R M K P A E

AAACAGGCGG TGATGGCGTC GTTTAAACAA GGTGAGCTAC ACCTGCTGGT
K @ AV M A S F K Q G E L H L L V

TGCCACAACC GTTATTGAAG TCGGCGTTGA TGTGCCTAAC GCCAGTCTGA
AT T VvV I EV GV D V P N A S L M

TGATTATCGA AAACCCGGAG CGTCTGGGTC TGGCGCAGTT ACACCAGCTG
I I E N P E R L GL A QL H QL
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1751 CGCGGGCGCG TAGGTCGTGG CGCGGTGGCT TCTCACTGCG TGCTGCTCTA

a R G RV GRG AV A S HCV L LY
1801 CAAAACGCCG CTTTCTAAAA CGGCGCAAAT TCGCCTGCAA GTGCTGCGCG
a K T P L S K T A Q1 R L Q VvV L R D
1851 ACAGTAACGA CGGTTTTGTG ATTGCGCAAA AAGATCTGGA GATTCGCGGC
a S ND G F V I AQ K D L E I R G
1901 CCTGGCGAAT TGTTAGGCAC GCGTCAGACG GGTAATGCTG AATTTAAAGT
a P G E L L G T R QT G N A E F K V
1951 GGCGGATTTA CTGCGCGATC AGGCGATGAT CCCGGAAGTT CAGCGCCTGG
a A D L L R D Q A MI P E V Q R L A
2001 CACGCCATAT TCACGAACGT TACCCACAAC AGGCAAAAGC CCTGATAGAA
a R H 1 H ER Y P Q Q A KA L 1 E
2051 CGCTGGATGC CGGAGACGGA ACGTTACTCG AATGCGCCAA AGAAGAAGAG
a R W M P E T E RY S NAP K K K R
2101 AAAGGTTTGA TAAC

a K v * *

Multipler Sequenzvergleich von ausgewdhlten putativen RecG-
Orthologen

Pae

Ppu

Eco_m
Sty

Hin

Fnu
Bth

1
1
1
1
Pmu 1
1
1
1
1

Dra

Pae

Ppu

Eco_m

Sty

Pmu

Hin

Fnu

Bth

Dra 6

RPRRPRRPRRRRRR

MSEMATVAELQERLRRPLAAELAGGCHDRVVAGGVEKLLSTPLAGPFPKVREVLSGYAGL

Pae
Ppu
Eco_m
Sty
Pmu
Hin
Fnu
Bth
Dra

182

I HTYQDLLHLPERYEDRTHINGH 1 GEL MPGYHYATVEGEV LIS
RIGLHTVQDLLIHLPERYEDRTHENR 1 GELEPCIIAYATVEGEV LN
RIlGIHYLQDLLEHLPIRYEDRTRIL | EDL RPNy ATHE GO (o
R1GIHYNLQDLLEHLPIRYEDRTRIR 1 ANLRPEOHYETHEC]]V O (ol
YOIl 7Y FiRRANIN! IKKIIG N - ENVVIEK A TYISAVNLT
ELI YOI Ry Ay GVIRERL Y YHEIDGNMPY] 1Q KE GFE..T|
- TR AHAY [gHEHERRRANPD ) EEBQK . VIIUMETISKFRRAPR

mm=zZ=Z00
OIV>OH0n AL




Pae
Ppu
Eco_m
Sty
Pmu
Hin
Fnu
Bth EGRQRELTAHFSDGTGI

Dra PGMLILEIMLE PSGER\KATII[F - NQPWYEKQELEE

Pae 133 GE . PﬂP
Ppu 133 NGNEPPPP
Eco m 135 QGBLSTPE
Sty 135 QGDLSTPE
Pmu 135 . IRDNAP

Hin 135 . RDNAP

Fnu 138 LF.SGQQKJS.
Bth 136 K--PEDLK S. SVGLQP.YNTT
Dra 236

Ppu 189 DYQHEAPEDEA [ [MeNHAPADMELI=BAEEQ
Eco m 190 ..GUMTPNRITMEREEET QES)HNETEQRP
Sty 190 . .GUMSEPYRXTIMGIN=TI QNARMETEKFP
Pmu 190 . .HPFSEKS [NF{FINEIIEb) LE"LGH

Pae 188 DYQEGPEDOAY IxY|MelxExy s AD| IS =SBAEER
M
Hin 190

Fnu 191 EYKUMERKSEVM PN IgIYIRVSMKEREE . ... ..
Bth 193
Dra 289
Pae 243
Ppu 244
Eco m 243
Sty 243
Pmu 243
Hin 243
Fnu 241
Bth 242
Dra 339
Pae 302
Ppu 303
Eco_m 302
Sty 302
Pmu 302
Hin 302
Fnu 300
Bth 302
Dra 394
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Pae 362 QERINAMRXEVDGRLCE
Ppu 363 IRRINEVAGELClg
Eco m 362 HXC0QQGFHE
Sty 362 Q HXE0QQGFH
Pmu 362 HOIMER=XEK QADHY[3
Hin 362 BORLYL REKG2EeIRYP
Fnu 360 AN NOIRINKMENEFL . . . .G
Bth 362 [ MNIQP. ..

Dra 454 A QORRRMLAS. . .R...

Pae 421 -R
Ppu 422 A
Stelo BN I Y22BHOL IMTATP IPRTLAMTAYADLDTSMIDELPPGRTPMTTVA I ZDURRL T
Sty 422 HQLIMTATPIPRTLAMTAYADLDTSVIDELPPGRTPVTTV”IPD RRIg! TT
Pmu Vi HOL IMTATPIPRTLAMT\YYADLDTS 1 IDELPPGRTPITT N
Hin VivyaHOL IMTATPIPRTLAM YADLDTSIIDELPPGRTPITTV’ N

Bth VNElHY| VIMTATP I PRTLAMT[RYGDLDYSY 1 DELPPGREP I T T [geIZDNRIEESVARENIRLe)

Fnu VAN VMSATP 1 PRSLAES[IYEDLDMS I 1DELPPGRTP 1 RTIRY | AN DER RN AN
Dra ol @l VMSATP I PRSLABTAYGDLERS 1 1DELPPGRTP IETANI OB H

BTAREQAYGFVMEQLIR

Pae 480
Ppu 481
Eco_m 482
Sty 482
Pmu 482 (&K
Hin 482 (&K
Fnu 476
Bth 478
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Pseudomonas aeruginosa (Pae)
Pseudomonas putida (Ppu)

Escherichia coli modifiziert (Eco_m)
Salmonella typhimurium (Sty)
Pasteurella multocida (Pmu)
Haemophilus influenza (Hin)
Fusobacterium nucleatum subsp. (Fnu)
Bacteroides thetaiotaomicron (Bth)
Deinococcus radiodurans (Dra)
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