Zur Funktion des MPH1-Gens

von Saccharomyces cerevisiae

bei der rekombinativen Umgehung

von replikationsarretierenden DNA-Schaden

Dissertation

zur Erlangung des Doktorgrades

der Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultaten
der Georg-August-Universitat zu Goéttingen

vorgelegt von Anke Schurer
aus Zwickau

Gottingen 2003



D7

Referent: PD Dr. Wilfried Kramer
Korreferent: Prof. Dr. Gerhard Braus

Tag der mundlichen Prtifung: 22.01.2004



»The process of genetic recombination
is in danger of becoming popular.«

Stephen C. West







INHALTSVERZEICHNIS

N0 0 7
Mutagene bypass-MechaniSMEN ........cccov e 8
Nicht-mutagene bypass-MechaniSmeN .........ccccciiiiiiieiiiieeee e 9
Rolle von ReCQ-HEIIKASEN.......cooiiieee e 12
Verbindung zwischen Replikation und checkpoint............cccccovvevceeeceecceneceeeecee e 12
Das MPH1-Gen aus SaCCharoOmyCes CEIreVISIAE .....c.uuuuvuurraieeeieeeeeeeeaeeesieeeseeeesseeesaneeens 14

MATERIAL UND METHODEN....c.o et 16
1Y 1=Y o T o TSR UPRUPTRURRP 16
1Y =1 0 1] TSP 17
OligodesoxyribonUKIEOTIde. .......c.ooiiiiiiiece e 22
o =T 0 T Lo L PSR RPRPURPRRRIT 26
Klonierung, Deletion und Komplementation von spmph1.......cccceevvivceneccenecceeeenee 28
MutationsratenbestimmMUNG ........coocie i 29
Drop dilution assay zur Bestimmung der Sensitivitdt gegenliiber DNA-schadigenden
o =) V41T o PPN 31
Mitotische Rekombination ...........oo i 32
WaChSTUMSKUIVEN ..c...ciiii ettt ettt st e e e b bt sae e saeeeaee e 32
e (=TT 0 o T= T o -1 -1 4 Lo o 1SS 33
IMMUNPIrAZIPITATION ... e e e e s ene e e e e e 33
L AT LT =T o T 51 o | SR 33
O-FAKEOI=ATTEST ...ttt st st et e b e s b e e s 34
Fluoreszenzmikroskopie.........coo i 34

ERGEBINISSE ...t e 35
Genetische InteraktioNsstudIieNn .........cooiiiii e 35

Basen- und Nukleotidexcisionsreparatur.............cccoimmeeemiiiinmmmmeesesssss—. 37
Transkriptionsgekoppelte REPAratur ........ooo i iiiiiiiie e e 41
Doppelstrangbruchreparatur..........c.ccoieeiiiieiiimmesi s s ea 42
MPH1 zeigt keine Interaktion mit der NHEJ ......coooiiiii e 46
mph1 ist hypostatisch zu rad57, rad52 und rad55........cooecoeiiiiieeeee e 47
MPH1 ist nicht defekt in der mitotischen Rekombination ..........ccccoeiiiiiniiiii i 49
1YL BV T a Ve 1V = L 51
RADG-EPiStasSiSOrUPPE ...cuuuirimmuuirrnmmsirrnnnssssnnnsssssnnsssssnnssssssnsssssmnnssssssnnsssssnnsssssnnnsssnnnnnss 52
Der mph1-Mutatorphanotyp ist vom error-prone Zweig abhangig und wird durch rad5
=T U 2= o 54
Proteine mit einer Funktion an arretierten Replikationsgabeln........................... 59
Yo 3 U1 o B oo 1o J PRSP 59
sgs1 und top3 reduzieren den mph1-Mutatorph@notyp .....cccceceviiiiieniii s 61
sgs1 reduziert den rad52 MutatorphanotyP....cccoceeiiceriiiire e 63
BLM kann partiell den Phdnotyp von sgs7 mph1 komplementieren .........c.cccoovvviveriennne 64
Die SGS1-Uberproduktion ist toxisch in mph1-Zellen...........ccoceceiueeececieceeeceeeeceeere e 66
SRS 2 .o e e e e e ———eeee e e e e e a—reeeeee e e e aneeeeeeeeeaannnreeeeeeaaannnreaeean 69
RADZ27 & MIMSA ..ottt ettt ettt e e e e e e e e e e e e e e s s beee e e e e e e s assnneeeaaaeaaanns 72
Interaktionen mit dem DNA damage checkpoint ...............cccuimmmemmeniiismnmmmesesssinn 75
mph1 zeigt eine synergistische Interaktion mit rad9 und mecT........cccccoeeeviiiiniccnnneenn. 79

Ist Mph1 ein Substrat der Kinasen des DNA damage checkpoints? .........cccccvveeeenencennne 83



INHALTSVERZEICHNIS

Lokalisation VON IMPRNT ...t e e eene e e nnneeeneeens 86
Das putative Homologe von MPH1 in Schizosaccharomyces pombe............ccccceu..... 89
Phdnotypische Charakterisierung von somphT-Mutanten.........ccccccciimmeiiniecninnnees 20
Komplementation......... i s s s s m s s m s s s nm s s nnmm e nnmnn 21
DISKUSSTON L. et eens 94
Mph1 agiert in einem Weg zur fehlerfreien Umgehung von DNA-L&sionen ............ 94
Mph1 ist nicht in die postreplikative Reparatur involviert..........ccoccoiiiiniiinininnie. 95
Die fehlerfreie Umgehung von DNA-Schaden durch Mph1 erfordert Proteine der
homologen RekombiNatioN .........cooiiiiii e 96
Modelle zur chicken foot-Bildung durch homologe Rekombination.........c.ccccc........ 97
Mph1 hat vermutlich eine Funktion bei der D-loop-Stabilisierung .........cccceeeeeennenn. 99
Destabilisiert Sgs1 den D-I00P7? .......ooiiiiiiieieeeeee ettt 102
Die Funktion von Mph1 ist mit dem Informationstransfer vom Schwesterchromatid
Lo 11 e o] o1 SO 104
Mph1 und der DNA damage ChECKPOINT ........c.coveceeeeceeeeie e 105
Evolutiondre Konservierung VON MPHT .........coiiiiiiiieie et 106
ZUSAMMENFASSUNG . ..ot 107
LITERATURVERZEICHNIS ..ot e 109

ANHANG . . e 125
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EINLEITUNG

Replikation, Rekombination und Reparatur der DNA wurden lange Zeit als separate
Mechanismen studiert und betrachtet. Replikation ist der Prozess der DNA-
Verdopplung vor jeder Zellteilung, Rekombination der Austausch von genetischem
Material zwischen verschiedenen DNA-Molektlen, und Reparatur die Wieder-
herstellung einer chemisch verdnderten DNA in ihre Ausgangsform. Durch neuere
Untersuchungen in E. coli, Saccharomyces cerevisiae und héheren Eukaryoten wird es
immer offensichtlicher, dass diese drei Prozesse eng miteinander verknlpft sind. Da
DNA standig durch endogene und exogene Quellen geschadigt wird, kann das Genom
ohne die Mitwirkung von Rekombination und Reparatur nur selten vollstandig und
fehlerfrei repliziert werden (Friedberg 2003). Dies hat auch zur Anderung der Lehr-
meinung Uber die Funktion der Rekombination gefthrt. Friher wurde die Bedeutung
hauptsachlich in der Erzeugung genetischer Variabilitdt gesehen, wahrend sie heut-
zutage vielmehr als wichtiger Bestandteil des Replikationsapparates einer Zelle
betrachtet wird (Cox 2001).

Chemisch modifizierte Basen kédnnen zum einen fehlkodierend sein, was in der
nachsten Replikationsrunde zu Mutationen flihren kann. Sie kénnen aber auch zum
Arrest der replikativen DNA-Polymerasen fuhren. Die Replikation ist ein Prozess mit
hoher Genauigkeit. Fir diese Genauigkeit sorgen zum einen die replikativen DNA-
Polymerasen selbst. Die hohe Genauigkeit dieser Enzyme wird vermutlich dadurch
erreicht, dass die Geometrie des neu zu bildenden Basenpaares sehr genau abgefragt
wird (Kunkel und Bebenek 2000). Chemische Modifikationen der Matrize fihren daher
in der Regel zu einem Arrest der Polymerase und damit der Replikation (Abbildung
1 B). Im schlimmsten Falle kann das in Organismen, die nur einen origin of replication
pro Genom haben, zum Zelltod fihren, aber auch in multizellularen Organismen mit
dem Auftreten von Krankheiten, wie z. B. Krebs verbunden sein. Eine weitere DNA-
Lasion, die den Kollaps einer Replikationsgabel herbeifihren kann, ist ein
Einzelstrangbruch (Abbildung 1 C). Lauft die Replikation Uber diesen hinweg, entsteht
ein Doppelstrangbruch (DSB) mit potentiell katastrophalen Folgen fur die Zelle, wie
z. B. den Verlust von Chromosomenfragmenten. In allen bisher studierten Organismen
konnte daher eine Vielzahl von Reparaturmechanismen, wie u. a. die Basen- und
Nukleotidexcisionsreparatur (BER, NER), identifiziert werden, die auftretende DNA-
Lasionen beseitigen. Hierbei kann z.B. die geschadigte Base oder gar mehrere
Nukleotide entfernt und die Lucke durch Neusynthese und Ligation wieder aufgefullt
werden, womit der Fehler korrigiert ist. Gelingt es jedoch nicht, die DNA-Lasion
rechtzeitig vor der nachsten Replikation zu reparieren, kann es zu dem oben
erwahnten Arrest der Replikationsgabel kommen. Es ist deshalb nicht verwunderlich,
dass neben den klassischen Reparaturmechanismen auch hierfir Mechanismen
entdeckt wurden, die DNA-Ldsionen umgehen, bzw. die Wiederaufnahme der
Replikation gewahrleisten kénnen. Solche bypass-Mechanismen koénnen strikt
gesprochen nicht als Reparatur bezeichnet werden, da die DNA-Lasion zunachst in der
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DNA verbleibt. Treffender hierfir ist der Begriff Schadenstoleranzmechanismus. Die
DNA-Lasion kann spater durch potentielle Reparaturenzyme entfernt werden. Die
Umgehung der DNA-L&sion kann zum einen mutagen erfolgen. Dieser Prozess, der im
nachsten Abschnitt eingehender vorgestellt wird, wird als Translasionssynthese (TLS)
bezeichnet und von spezialisierten Polymerasen ausgefihrt (Friedberg et al. 2002).
Daneben gibt es aber auch fehlerfreie Mechanismen, bei denen Uber rekombinative
Prozesse die Information des Schwesterchromatids ftr die Umgehung der DNA-Lasion
ausgenutzt wird (Cox et al. 2000). Wenn es zum Stop der Replikationsgabel gekom-
men ist, mlssen die Zellen nicht nur direkt auf dieses Ereignis reagieren, sondern auch
- weil die DNA-Replikation noch nicht beendet ist - Prozesse, wie z. B. die Mitose,
zurlickhalten, wobei die Proteine des DNA damage checkpoint eine wichtige Rolle
spielen.

Mutagene bypass-Mechanismen

Mutationen kénnen nicht nur durch fehlkodierende Lasionen oder Fehler der
replikativen Polymerasen entstehen, sondern auch durch den Einsatz der Trans-
l[asionssynthese als Toleranzmechanismus. Dieser Prozess involviert spezialisierte
Polymerasen mit geringerer Genauigkeit, die - im Gegensatz zu den replikativen
Polymerasen (s. 0.) - gegentber einer DNA-Lasion Nukleotide einbauen kénnen. Da
viele Lasionen aber nichtkodierend sind, kann dies zu Mutationen fuhren. In E. coli
und in Hefe wurden verschiedene Translasionspolymerasen gefunden, aber die Familie
dieser Polymerasen ist in héheren Eukaryoten weitaus gréoBer (Goodman und Tippin
2000). In Hefe wurden Rad30 (Poln) und Rev1 als Transldsionspolymerasen iden-
tifiziert. Revl baut gegentber von apurinischen/apyrimidinischen Stellen (AP sites)
bevorzugt Cytosin ein, vermutlich da die meisten AP sites durch spontane
Depurinisierung von Guanin zustande kommen, kann aber auch Pyrimidin 6-4-
Photoaddukte Uberlesen (Nelson et al. 1996b, Nelson et al. 2000). Pol n, deren Ausfall
im Menschen mit der vererbbaren Krankheit Xeroderma pigmentosum variant (XPV)
einhergeht, kann relativ fehlerfrei Gber Thymindimere hinweglesen, indem zwei
Adenine eingebaut werden (Johnson et al. 1999, Washington et al. 2000). Sie ist aber
ebenfalls an der mutagenen Prozessierung von Pyrimidin 6-4-Photoaddukten beteiligt.
Eine anderes Enzym, dass in die mutagene Translasionssynthese involviert ist, ist Pol ¢,
die von REV3 und REV7 kodiert wird (Nelson et al. 1996a). Pol £ hat die Eigenschaft,
fehlgepaarte 3'-Primer mit hoher Effizienz zu verlangern, was die meisten
Polymerasen — auch Translasionspolymerasen — nicht kdnnen (Johnson et al. 2000). Auf
ungeschadigten Matrizen zeigt Pol { eine relativ hohe Genauigkeit, GUber DNA-
Lasionen hingegen kann sie ineffizient hinweglesen. Dies impliziert, dass Pol ¢,
zusammen mit einer weiteren Polymerase agiert, die die eigentliche DNA-Ldsion
mutagen umgehen kann, wahrend sie selbst das fehlgepaarte Primerende verlangert
(Haracska et al. 2001, Haracska et al. 2003).

DNA-Lasionen kdénnen auch, wie oben bereits angedeutet, durch rekombinative
Prozesse fehlerfrei umgangen werden. Da die TLS per se mutagen ist, verwundert es
nicht, dass die Entscheidung, ob fehlerfreie oder fehlerbehaftete Mechanismen
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verwendet werden, reguliert wird. Allerdings ist nach wie vor unklar, welches die
Entscheidungsparameter sind. Untersuchungen in Hefe haben gezeigt, dass die Gene
der RADG6-Epistasisgruppe hierbei eine wichtige Rolle spielen. Rad6, ein ubiquitin-
konjugierendes Enzym (Jentsch et al. 1987), welches durch die Interaktion mit Rad18
an einzelstrangige DNA-Bereiche dirigiert wird, katalysiert die Monoubiquitinierung
von proliferation cell nuclear antigen (PCNA, Hoege et al. 2002), was die Vorraus-
setzung fur Translasionssynthese ist (Stelter und Ulrich 2003). Rad5, welches ebenfalls
mit Rad18 interagiert, leitet im Komplex mit dem ubiquitinkonjugierenden
Heterodimer aus Ubc13/Mms2 (Hofmann und Pickart 1999) die Polyubiquitinierung
von PCNA ein, wobei die Verknipfung an Lysin 63 erfolgt, und nicht - wie beim Signal
fur Proteolyse - an Lysin 48. Hierdurch erfolgt vermutlich die Umschaltung auf
fehlerfreie Mechanismen (Hoege et al. 2002).

Bei der Regulation zwischen mutagener und fehlerfreier Umgehung spielt auch
SRS2, das fur eine DNA-Helikase kodiert und ebenfalls in die RAD6-Epistasisgruppe
eingeordnet wird, eine Rolle (Schiestl et al. 1990, Rong und Klein 1993). Indem es die
Bildung des Rad51-Filamentes, einem Intermediat der Rekombination, verhindert bzw.
wieder auflésen kann (Krejci et al. 2003, Veaute et al. 2003), verhindert es wahr-
scheinlich homologe Rekombination zugunsten replikativer bypass-Mechanismen.

Nicht-mutagene bypass-Mechanismen

Mittlerweile wird in der Literatur weitgehend akzeptiert, dass rekombinative
Prozesse an der Reinitiation von arretierten und kollabierten Replikationsgabeln
beteiligt sind (u. a. Oakley und Hickson 2002, Cox 2002). Die Information, die nétig ist,
um eine DNA-Lasion fehlerfrei zu umgehen, wird durch Interaktion mit dem
Schwesterchromatid erhalten.

Wenn die DNA-Lasion die lagging strand-Synthese blockiert (Abbildung 1 A), kann
das entsprechende Okazaki-Fragment unbeendet zurlickgelassen und die DNA-
Synthese mit dem nachsten Okazaki-Fragment weitergefiihrt werden, da fir jedes
Okazaki-Fragment sowieso ein neuer Primer synthetisiert werden muss. Hierbei bleibt
aber eine Einzelstrangllicke (single strand gap) zurick, die - wie in Abbildung 1b
schematisch gezeigt - spater rekombinativ aufgefullt werden kann. Das freie 3'-Ende
des unbeendeten Okazaki-Fragmentes kann das neusynthetisierte Schwesterchromatid
unter Ausbildung eines displacement loops (D-loop, Abbildung 1 e, d) invadieren. Der
Strang kann dann mit dem leading strand als Matrize verlangert werden (Abbildung
1e). Wird der verlangerte Strang zurlckgeklappt (Abbildung 1), ist die Lasion
fehlerfrei umgangen. Eventuell noch verbleibende Licken k&énnen durch DNA-
Polymerasen - jetzt wieder mit dem lagging strand als template - aufgefullt und der
nick durch Ligation geschlossen werden. Wird das 3'-Ende des terminierten Okazaki-
Fragmentes Uber den Anfang des vorherigen Okazaki-Fragmentes hinaus verlangert
(Abbildung 1 f), entsteht nach dem Zurlckklappen ein 3'-flap. Fur die Entfernung
dieses 3'-flaps ist moglicherweise Rad27 und Sgs1 oder alternativ Mms4/Mus81 (Fabre
et al. 2002) verantwortlich.
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Abbildung 1: Einige Modelle fur die fehlerfreie Umgehung von DNA-Schaden bei der
Replikation und fur die Reinitiation von kollabierten Replikationsgabeln. Die hier vor-
gestellten Modelle reprasentieren nur einen Teil der denkbaren Variationsmdéglichkeiten,
demonstrieren aber die grundlegenden Konzepte. A: DNA-Lasionen am lagging strand
nach dem gap-repair-Modell. B: DNA-Lasionen am leading strand, die zum Arrest der
Replikationsgabel flhren und rekombinativ Gber Schneiden der Holliday Junction durch
Resolvasen oder nicht-rekombinativ durch branch migration aufgelést werden kénnen.
C: Strangbriche, die zum Kollaps der Replikationsgabel fihren, werden mit homologer
Rekombination aufgelost, hier als Beispiel das Doppelstrangbruchreparaturmodell. Die
Details sind im Text erklart. Die parentalen Strange sind schwarz, der neusynthetisierte
lagging strand in blau, der neusynthetisierte leading strand in weinrot dargestellt. DNA-
Neusynthese, um die DNA-Lasion zu umgehen, ist in orange dargestellt. Das rote Kastchen
bei A und B stellt eine DNA-Lasion dar. Die Pfeile (griin, violett) stellen Enzyme mit
endonukleolytischer Aktivitét dar.

Alternativ zu dem in Abbildung 1 A gezeigten Modell ist denkbar, dass der D-loop
nicht mit der Verlangerung des 3'-Endes verschoben wird. Dann kann der Einzelstrang
des D-loop mit der Matrize des lagging strand hybridisieren und sich eine Struktur mit
einer doppelten Holliday Junction (HJ) ausbilden, die je nach Auflésung der HJ, zu
einem sister chromatid exchange (SCE) fuhren kann.

Bei einer arretierenden Lasion auf dem leading strand ist die Situation besonders
kritisch, da die Replikation nicht durch die Synthese eines neuen Primers stromabwarts
des Schadens fortgesetzt werden kann, da die Synthese des leading strand Primers
strikt reguliert ist und nur genau einmal pro Zellzyklus erfolgt. Es wurde aber gezeigt,
dass nach Arrest der leading strand Polymerase die Synthese des lagging strand noch
fir mindestens 1-2 kb fortgesetzt wird (Abbildung 1 g; Cordeiro-Stone et al. 1999).
Hierdurch wird eine Verlangerung des abgebrochenen /eading strand mit dem lagging

10
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strand als Matrize moglich. Mechanistische Modelle, deren Grundlage bereits 1976
durch Higgins et al. und, unabhdngig davon, von Fujiwara und Tatsumi vorgeschlagen
wurden, postulieren die Bildung einer X-Struktur, die wegen ihres Aussehens auch als
chicken foot bezeichnet wird (Lee et al. 1970, Postow et al. 2001). Diese Struktur - im
Prinzip eine Holliday Junction - wie in Abbildung 1 hundi gezeigt, kann durch
Zuruckschieben (branch migration) der arretierten Replikationsgabel (fork regression)
entstehen, wobei sowohl die beiden neusynthetisierten, als auch die beiden Parental-
strdnge paaren. Die Bildung des chicken foot kann durch Torisonsstress spontan
erfolgen. Jedoch bedarf die fork regression in vivo wahrscheinlich enzymatischer
Aktivitaten. In E. coli konnte dies flr RecA und/oder RecG postuliert werden (Seigneur
et al. 2000, McGlynn und Lloyd 2000, McGlynn und Lloyd 2002a). Nach einem
Matrizenwechsel der DNA-Polymerase (template switch), kann jetzt das 3'- Ende des
leading strand elongiert werden (Abbildung 1i). So entstandene Holliday Junctions
kénnen auf zweierlei Arten aufgeldst werden: Zum einen kann durch Resolvasen
geschnitten werden, wobei ein Doppelstrangende entsteht (Abbildung 1j). Zum
anderen kann die Holliday Junction durch reverse branch migration in Replikations-
richtung verschoben werden, wodurch auf dem /eading strand hinter der Lasion ein
elongiertes 3'-Ende zur Verfliigung gestellt wird und die Replikation fortgefihrt
werden kann (Abbildung 1 m). Die DNA-L&sion ist nach wie vor im leading strand
template und kann spater durch Reparaturmechanismen beseitigt werden.

Bei der oben erwahnten Auflésung der Holliday Junction Gber Resolvasen muss die
Replikationsgabel durch Einsatz der homologen Rekombination wieder hergestellt
werden. Nach SchlieBen der Strangbriicke und Prozessieren des Doppelstrangendes
durch Nukleasen zur Erzeugung eines 3'-Uberhanges, kann dieses in das vollstindige
Chromatid eingefadelt werden, wodurch die Replikationsgabel (a&hnlich wie in
Abbildung 1 C dargestellt) wieder hergestellt werden kann (Abbildung 1 j, m). Da fur
die Stranginvasion das elongierte 3'-Ende des leading strand benutzt wird, liegt die
Lasion auf jedem Fall hinter diesem Ende. Allerdings muss erwahnt werden, dass in
Eukaryoten zwar flir Enzyme, wie dem Mus81/Mms4-Komplex (siehe S. 73), bio-
chemisch gezeigt werden konnte, dass X-Junctions bzw. Replikationsgabel-dhnliche
Strukturen mit schlechter Effizienz geschnitten werden, jedoch wurde bisher, im
Gegensatz zu E. coli (RusA und RuvC), keine nukledre Holliday Junction-Resolvase in
Hefe und hoéheren Eukaryoten identifiziert.

Nach dem chicken foot Modell kann eine DNA-Lasion, die nicht rechtzeitig vor dem
Eintreffen der Replikationsgabel repariert werden konnte, weil die beiden template
Strange bereits separiert wurden, auch noch durch die ,normalen” Reparatur-
mechanismen (BER, NER) beseitigt werden, da die Information des gegenuber-
liegenden Stranges wieder zur Verfigung steht (Abbildung 11). Nach branch
migration kann die Replikation normal fortgesetzt werden.

Ein weiterer Schaden, der nicht zum Arrest sondern zum Kollaps der Replikations-
gabel fuhrt, ist ein Einzelstrangbruch in einem der parentalen Strange. Bei der in
Abbildung 1n gezeigten Situation eines Einzelstrangbruches in der Matrize des
leading strand, entsteht wahrscheinlich durch Replikations-run-off ein Doppelstrang-
bruchende (Strumberg et al. 2000). Ahnlich, wie nach dem Schnitt des chicken foot
durch Resolvasen, kann man sich hier eine Reinitiation der Replikationsgabel durch
homologe Rekombination vorstellen (Abbildung 1 o, p ,q,r).

11
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Die meisten Evidenzen fur die hier vorgestellten Mechanismen stammen von
genetischen Daten in E. coli (zusammengefasst u. a. in McGlynn und Lloyd 2002b),
aber ahnliche Mechanismen werden in Eukaryoten angenommen. Eine Bewertung
Uber die Relevanz der Mechanismen ist schwierig, aber es wurde abgeschatzt, dass es
in einer menschlichen Zelle pro Zellzyklus zu ca. 10 Arresten der Replikationsgabel
kommt (Haber 1999).

Rolle von RecQ-Helikasen

Fur die Wiederaufnahme der Replikation spielen auch die Helikasen der RecQ-
Familie eine wichtige Rolle. Die RecQ Helikase wurde in E. coli als Komponente des
rekombinativen RecF Weges entdeckt (Nakayama et al. 1984). Es konnten bisher zehn
Mitglieder der RecQ-Helikasefamilie in verschiedenen Eukaryoten identifiziert werden,
wozu Sgs1 aus Saccharomyces cerevisiae und rgh+ Schizosaccharomyces pombe zahlen,
aber auch im Menschen BLM, WRN und RECQL4, bei deren Ausfall Erbkrankheiten
auftreten, die mit dem verstarkten Auftreten von Krebs und erhéhter genomischer
Instabilitdt verbunden sind (siehe S. 59). Es wird postuliert, dass sie eine Rolle bei
verschiedenen rekombinativen Prozessen spielen, wobei die genaue molekulare Rolle
nach wie vor nicht bekannt ist. E. coli recQ-Mutanten zeigen eine erhohte
Rekombinationsrate und kénnen nach UV-Bestrahlung die DNA-Synthese nicht mehr
aufnehmen (Hanada et al. 1997). RecQ kann synthetische Holliday Junctions
entwinden und wurde deshalb als Anti-Rekombinase bezeichnet (Harmon und
Kowalczykowski 1998). Es kann aber auch Einzelstrang-Substrate fir RecA (dem
Homologen von Rad51) generieren und mag deshalb auch wahrend der Initiation der
Rekombination agieren. Auch fir das BLM-Protein konnte éhnliches gezeigt werden:
Es kann Holliday Junctions verschieben (Karow et al. 2000) und, so wurde postuliert,
fordert moglicherweise die Bildung des chicken foot. Desweiteren konnte sowohl in
vivo als auch in vitro ein physikalische Interaktion von BLM mit RAD51, sowie eine
Kolokalisation in nuklearen Foci gezeigt werden (Wu et al. 2001a). In Verbindung mit
der evolutionadren Konserviertheit der Interaktion von RecQ mit Topoisomerase Il
konnte gezeigt werden, dass dieser Komplex Plasmidkatenane auflésen kann. Daher
wurde eine Rolle bei den letzten Schritten der Replikation postuliert (Harmon und
Kowalczykowski 1999).

Verbindung zwischen Replikation und checkpoint

Wenn ein DNA-Schaden in Eukaryoten auftritt, wird der Zellzyklus angehalten oder
verlangsamt, um Zeit fur die Prozessierung des Schadens bereitzustellen. Dies wird
Uber den sogenannten DNA damage checkpoint (DDC) vermittelt. In Saccharomyces
cerevisiae werden diesem checkpoint u. a. die Gene MEC1, DDC2, RAD17, DDC1, MEC3,
RAD24, TEL1, RAD53 und CHK1 zugewiesen. Hierbei werden fir unterschiedliche
Zellzyklusphasen verschiedene checkpoint unterschieden. Der G1- und der G2/M-
checkpoint arretieren den Zellzyklus, um entweder den Beginn der S-Phase oder den
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Eintritt in die Mitose zu verhindern. Wahrend also die Aktivierung dieser beiden
checkpoint aufgrund des Zellzyklusarrestes zu einem klar definierbaren Phanotyp
fuhrt, ist dies beim S-Phase-checkpoint nicht der Fall. Fehlfunktionen des S-Phase-
checkpoint gehen mit genomischer Instabilitat einher. Das hei3t, dass Mutanten von
Genen, die in diesen checkpoint eingeordnet werden, eine verstarkte Rate von
genomischen Rearrangements zeigen (Myung et al. 2001a). Dies fuhrte zu der
Hypothese, dass der S-Phase-checkpoint eine Verbindung zwischen Rekombination
und Replikation herstellt, indem rekombinative Prozesse bei der Replikation, die zu
genomischer Instabilitdt flhren kénnen, durch die Funktionen dieses checkpoint
unterdrickt werden (Kolodner et al. 2002). Der S-Phase-checkpoint wird nach neueren
Literaturdaten nochmals in den intra-S-Phase-checkpoint und den replication
checkpoint unterteilt. Dem ersteren wird u. a. die Kontrolle der Replikationsinitiation
an den spaten origin of replication zugeschrieben (Santocanale et al. 1999). Es gibt
mindestens zwei redundante Zweige dieses Weges: Der eine bedingt RAD17/24 und
der andere bendtigt SGS7, eine Helikase der RecQ-Familie (Frei und Gasser 2001).
Prozesse, die aktiv die Replikation verlangsamen, werden als replication checkpoint
bezeichnet (Lowndes und Murguia 2000). Der S-Phase-checkpoint, so scheint es, wird
aktiviert, wenn an der Replikationsgabel eine DNA-Ldsion wahrgenommen wird
(Marchetti et al. 2000, Tercero und Diffley 2001). So wurde fur mec7-Zellen
beschrieben, dass selbst in Abwesenheit von DNA schadigenden Agenzien es zum
Arrest von Replikationsgabeln kommt, bzw. sich vermehrt Doppelstrangbriiche in G2
anhaufen (Cha und Kleckner 2002). Fir Rad53 wurde postuliert, dass es bei der
Stabilisierung von Replikationsgabeln von Bedeutung ist, da es in rad53-Mutanten
verstarkt zur Anhaufung von ungewodhnlichen DNA-Strukturen kommt, wenn die
Zellen mit Hydroxyharnstoff behandelt werden (HU; fuhrt durch Inhibition der Ribo-
nukleotidreduktase zu einer Depletion des dNTP-Pools und damit zum Replikations-
stop; Lopes et al. 2001). Zu diesen ungewdhnlichen Strukturen gehdéren interes-
santerweise auch Einzelstrangllcken (single strand gaps) und chicken foot-Strukturen
(Sogo et al. 2002).

Genomische Instabilitat, wie sie durch den Arrest oder Kollaps von Replikations-
gabeln in Folge von DNA-Lasionen (Basenschaden, sperrige DNA-Addukte, Strang-
briche) und deren Sekundarschaden (Doppelstrangbriiche) hervorgerufen werden
kann, ist ein charakteristisches Merkmal bei einer Vielzahl von humanen Erb-
krankheiten und Krebs (Lengauer et al. 1998). Die Phanotypen von Mutanten aus
Saccharomyces cerevisiae, die in Prozesse bei der Wiederaufnahme der Replikation
involviert sind, dhneln denen von Zellen aus Patienten mit solchen Krankheiten. Man
mag also spekulieren, dass dies auf den gleichen mechanistischen Grundlagen beruht.
Unterstitzt wird diese Hypothese dadurch, dass Saccharomyces cerevisiae mindestens
sieben Gene mit Homologien zu menschlichen Genen besitzt, deren Ausfall kausal mit
Erbkrankheiten mit einer Pradisposition fir Krebs und genomischer Instabilitat in
Verbindung gebracht werden (vgl. Tabelle 21, S. 76). Zusatzlich konnte beobachtet
werden, dass Proteine wie BRCA1 und BRCA2, die beim vererbbaren Brustkrebs
mutiert sind, mit Proteinen wie RAD51, MRE11/RAD50/NBS1 oder BLM interagieren
(Wang et al. 2000) oder durch Proteine (ATM, ATR) phosphoryliert werden (Cortez et
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al. 1999, Tibbetts et al. 2000), fur die eine Rolle bei der Aufrechterhaltung der
genomischen Stabilitat gezeigt ist.

Das MPH1-Gen aus Saccharomyces cerevisiae

Im Jahre 1996 wurde die Sequenzierung des Saccharomyces cerevisiae-Genom
abgeschlossen (Goffeau et al. 1996). Das Genom enthéalt 6882 offene Leserahmen
(ORF). Von etwa 30 % der daraus abgeleiteten Aminosdauresequenzen war die
Funktion bereits bekannt. Weitere 30% wiesen Homologien zu Sequenzen bereits
bekannter Proteine auf, was Ruckschlisse auf die Funktion zulieB. Eine dritte
Kategorie der deduzierten Aminosduresequenzen zeigte keine Homologien zu
bekannten Proteinen, womit ihre Funktion véllig unbekannt war. Im Rahmen eines
BMBF-Verbundprojektes wurden von 324 bisher nicht naher charakterisierten
potentiellen offenen Leserahmen systematisch Deletionen erzeugt und anschlieBend
eine phanotypische Charakterisierung der Deletionsmutanten vorgenommen. Die
Arbeitsgruppe um Wilfried Kramer untersuchte die Phanotypen der Deletions-
mutanten bzgl. spontan erhohter Mutationsfrequenzen und UV-Sensitivitat. Die
Deletionsmutante des putativen Gens von Y/R002c wies eine erhdhte CANT-Vorwarts-
mutations- (19-fach) und trp7-289-Reversionsrate (16-fach; CAG—-TAG, Codon 130 des
TRP1-Gens) auf. Bei einer Vielzahl weiterer Untersuchungen zu Stoérungen des
Wachstums auf verschiedenen Kohlenstoffquellen, der Zellmorphologie und des
Cytoskeletts, der Mitochondrienfunktion, der Paarung und der Stressantwort wurden
keine auffalligen Phanotypen gefunden (Entian et al. 1999). Der offene Leserahmen
YIR002 wurde in MPH1 (mutator phenotype 1) umbenannt (Entian et al. 1999). MPH1
befindet sich auf dem rechten Arm des Chromosoms IX (Position: 357.415-360.393).

DEAD-FAMILIE
ATPass A Moty ATPase B Motly C-tsrminals-Regionen

Abbildung 2: Schematischer Vergleich konservierter Aminosduren der DEAD/DExH-Familie
mit Mph1 als potentielles Mitglied dieser Familie. Konservierte Aminosduren sind in den
Kastchen fettgedruckt, die Zahlen geben den Abstand der Aminosauren wieder

(aus Scheller 1999).
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Der offene Leserahmen von MPH1 kodiert fiir ein Protein von 993 Aminosauren mit
einer berechneten relativen molaren Masse von 114.861. Die deduzierte Aminosaure-
sequenz von Mph1 weist, wie in Abbildung 2 gezeigt, die sieben charakteristischen
Motive der DEAD/DExH-Box-Proteinfamilie auf (Scheller et al. 2000). Zur DEAD/DexH-
Familie zédhlen eine Reihe von DNA- und RNA-Helikasen, die u. a. an Transkription,
RNA-Splicing, mRNA-Export, Translation, DNA-Reparatur oder DNA-Rekombination
beteiligt sind (Deschavenne und Harosh 1993, Paques und Haber 1999, Cruz et al.
1999). Man kann daher postulieren, dass MPH1 fir eine ATP-abhangige Helikase
kodiert, obwohl es eine Reihe von Mitgliedern dieser Proteinfamilie gibt, fur die
bisher keine Helikaseaktivitat nachgewiesen werden konnte. Fir Mph1 konnten keine
Hinweise gewonnen werden, dass es an Prozessen, wie dem RNA-splicing oder der
Translation beteiligt ist (Scheller et al. 2000).

Neben der erhdohten Mutationsrate konnten fir mph7-Mutanten auch eine
Sensitivitdt gegentber verschiedenen DNA-schadigenden Agenzien (MMS, EMS,
4-NQO, Camptothecin, Scheller et al. 2000) gezeigt werden. Diese Daten fuhrten zu
der Hypothese, dass Mph1 bei der Aufrechterhaltung der genomischen Integritat eine
Rolle spielt. Durch eine MPH1-GFP-Fusion konnte gezeigt werden, dass das Protein im
Kern lokalisiert (Scheller et al. 2000). Epistasisanalysen erlaubten die weitere Eingrenz-
ung der Funktion von MPHI1. So konnte eine Beteiligung an der Basenexcisions-
reparatur, der Nukleotidexcisionsreparatur und der mismatch-Reparatur mit hoher
Wahrscheinlichkeit ausgeschlossen werden (Scheller et al. 2000). Auch konnte gezeigt
werden, dass der Mutatorphanotyp von mph1 REV3-abhéngig ist. REV3 kodiert fur die
katalytische Untereinheit der Transldsionspolymerase { (Nelson et al. 1996a). Daraus
wurde geschlossen, dass die erhdhte Mutationsrate in mph7 aus der mutagenen
Umgehung von spontan auftretenden DNA-Lasion herrhrt, flr deren Prozessierung
normalerweise Mph1 bendétigt wird. Da das Mutationsspektrum von mphi1 keine
Auffalligkeiten gegeniber dem Wildtyp zeigt, konnten hieraus keine Riickschlisse auf
eine mogliche Funktion von Mph1 gezogen werden (Scheller et al. 2000). Putative
Homolge von Mph1 finden sich in Archaea und in anderen Eukaryoten
(Schizosaccharomyces pombe, Drosophila melanogaster, Arabidopsis thaliana, Maus
und Mensch). Daher scheint Mph1 und der Weg, in dem es involviert ist, nicht nur auf
Saccharomyces cerevisiae beschrankt zu sein.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Funktion von MPH1 durch Epistasisanalysen
von mph1 mit Mutanten aus weiteren DNA-Reparatur-Wegen, der Doppelstrang-
bruchreparatur, der postreplikativen Reparatur, dem DNA damage checkpoint und mit
Mutanten, fir deren Genprodukte eine Rolle bei der Aufrechterhaltung der
genomischen Integritat postuliert wird, weiter eingegrenzt.
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MATERIAL UND METHODEN

Medien

Alle Medien wurden far 20 min bei 121 °C autoklaviert. Fir Festmedien wurde
zuséatzlich zu dem angegeben Rezept 1.6 % Agar zugegeben.

YPD: 2 % D-Glukose, 2 % Bacto-Pepton, 1 % Yeast Extract

YPD": YPD mit je 75 mg/l Adenin, Histidin, Leucin, Lysin, Tryptophan, Tyrosin,
Methionin und Uracil

SC: 2 % D-Glukose, 0.17 % Yeast Nitrogen Base w/o amino acids and ammonium
sulfate, 0.51 % Ammoniumsulfat, 680 mg/l SC complete Aminosauremischung, (die
Glukose wurde, gegebenfalls mit dem Agar, getrennt von den Ubrigen Zutaten
autoklaviert)

SC complete Aminosauremischung

Adenin 40 mg/l L-Phenylalanin 50 mg/I
L-Arginin 30 mg/I L-Serin 100 mg/I
L-Histidin 20 mg/l L-Threonin 150 mg/I|
L-Isoleucin 20 mg/I L-Tryptophan 30 mg/l
L-Leucin 30 mg/l L-Tyrosin 30 mg/l
L-Lysin-HCI 30 mg/I Uracil 20 mg/l
L-Methionin 20 mg/l L-Valin 100 mg/I

Drop out: wie SC, jedoch (680 — x) mg/l SC complete Aminosauremischung. X ist
dabei die namensgebende Komponente, auf deren Prototrophie selektiert wird (z. B.
SC-ura, wenn Uracil in der SC complete Aminosdauremischung fehlt).

5-FOA: wie SC, zusatzlich 50 mg/l Uracil und nach dem Autoklavieren als Feststoff
1 g/l 5-Fluorooroticacid [5-FOA, Toronto Research] zugesetzt

Sporulationsmedium: 0.05 % D-Glukose, 2 % Kaliumacetat, 0.23 % Yeast Extract,
1.6 % Agar

CAN: SC-arg, zusatzlich 40 mg/lI Canavanin [Sigma] aus einer 2 % sterilfiltrierten
Stammlésung nach dem Autoklavieren zugesetzt, wenn das Medium kalter als ca.

60 °C war

G418: YPD oder YE mit 200 pg/ml G418 [Calbiochem] als Pulver nach dem
Autoklavieren zugesetzt, wenn das Medium kalter als ca. 60 °C war

YE: 3 % D-Glukose, 0.5 % Yeast extract, 0.2 % Casaminoacids

EMM: 2 % Glukose, 0.3 % Kaliumhydrogenphtalat, 0.22 % Natrium-
hydrogenphosphat (Na,HPO,), 0.5 % Ammoniumchlorid
Zusatze wie benotigt: 75 mg/l Adenin, 40 mg/l Leucin, 40 mg/l Uracil
Nach dem Autoklavieren wurde aus Stamml&sungen zugesetzt: 2 % 50 x Salz-
Stammlosung (20 ml pro 11), 0.1 % 1000 x Vitamin-Stammlésung (1 ml pro 1 1),

0.01 % 10.000 x Mineralien-Stammlésung (100 pl pro 1 1)
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50 x Salz-Stammldsung 1000 x Vitamin-Stammldsung 10.000 x Mineralien-Stamml6sung

MgCl, x 6 H,0 5.25 % Pantothenséure 0.1 % Borsdure 0.5 %

CaCl,x 2 H,0 0.074 % Nicotinsaure 1% MnSO, 0.4 %

KCl 5% Inositol 1% ZnSO, x 7 H,0 0.4 %

Na,SO, 0.2 % Biotin 0.001 % FeCl, x 6 H,0 0.2 %

autoklavieren sterilfiltrieren Molybdansaure 0.04 %
Kaliumiodid 0.1 %
Cuso,,5H,0 0.04 %
Zitronensaure 1%
sterilfiltrieren

Stamme

E. coli: DH5a (F-, endAl, hsdR17, (r.-m,-), supE44, thil, recAl, gyrA (Nal), relAl,
A(lacZYA-argF)U169, @80lacZAM15; Hanahan 1983)
Schizosaccharomyces pombe:
ATCC 969993: h-, ade6 M210, leu1-32, ura4 D18
ATCC 969994: h+, ade6 M210, leu1-32, ura4 D18
ATCC 969993 somph1: h-, ade6 M210, leul-32, ura4 D18, mph1::kanMX4
ATCC 969994 spmph1: h+, ade6 M210, leul-32, ura4 D18, mph1::kanMX4
Saccharomyces cerevisiae: siehe Tabelle 1,
Stammbhintergrund: CEN.PK2 (MATa/MATq, leu2-3,112, ura3-52, trp1-289, his 341,
MAL2-8cc, SUC2 (Quelle: Peter Koétter; Entian et al. 1999). Wenn nicht anders ange-
geben, wurde CEN.PK2-1c (MATa) verwendet. Der MAT «-Stamm tragt die Bezeichnung
CEN.PK2-1d.
Far die Untersuchung der Phosphorylierung von Mph1 wurde in CEN.PK2-1c unter
Verwendung des Plasmids pYM3 (Knop et al. 1999) und der Primer 5' tag mph1 stop
und 3’ tag mph1 stop ein immunochemisch nachweisbares MPH1-Konstrukt hergestellt
(MPH1-6HA-KITRP).
Stdmme zur Bestimmung der mitotischen Rekombination siehe dort.

Tabelle 1: Alle konstruierten Saccharomyces cerevisiae CEN.PK2-1c (MATa) Derivate.

Stamm Konstrukt/Disruption Disruptionskonstrukt Referenz / Quelle
apni apn1::HIS3 pSCP19A [EcoRI, BamHI] Ramotar et al. 1991
apnl rev3 rev3::hisG in apn1 pYPG [Kpnl] Morrison et al. 1989
apn2 apn2::hisG pBLUE-ETH1 [Sacll, Xhol] Bennett 1999
lig4 lig4::HIS3 pPGEMTScLig4 [Pael, Sall] Teo und Jackson 1997
mag1 mag1::hisG + FOA-Selektion Scheller et al. 2000
mecT mec1::TRPT in sml1 PCR auf chromosomale DNA, Zhao et al. 1998
Stamm U953 Quelle: R. Rothstein
mgsT mgs1::HIS3MX6 PCR-basiert Wach et al. 1997
mms2 mms2:: kanMX4 Scheller et al. 2000
mms4 mms4::hisG + FOA-Selektion Scheller et al. 2000
mpht * mph1:hisG Scheller et al. 2000
mrell mrel1::URA3 pKFg Mre11 [BamH]I, HindlIll] K. Ohta, RIKEN, Japan
rad5 * rad5::kanMX4 PCR-basiert Wach et al. 1994

rad5 rad51 *

rad51::LEU2 in rad5

rad5 rad52 rad52::URA3 in rad5
rad6 rad6::kanMX4
rad9 * rad9::kanMX4

siehe rad51
pSM22 [BamHI]

PCR-basiert

Torres-Ramos et al. 1996
Scheller et al. 2000
Wach et al. 1994
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rad14 rad14::kanMX4 Scheller et al. 2000
rad17 rad17::URA3 pUC Rad17::URA3 [BamHI] Siede et al. 1996
rad18 rad18::HIS3MX6§ PCR-basiert Wach et al. 1997
rad24 rad24::kanMX4 PCR-basiert Wach et al. 1994
rad26 rad26::kanMX4 PCR-basiert Wach et al. 1994
rad27 rad27::hisG PRAD27::hisG-URA-hisG [EcoRl,

Sall]
rad28 rad28::kanMX4 PCR-basiert Wach et al. 1994
rad51 * rad51::LEU2 durch PCR auf chromosomaler  Quelle: I. Hickson

DNA von entsprechender

Mutante
rad52 * rad52::kanMX4 Scheller et al. 2000
rad53 rad53::kanMX4 in sml1 PCR-basiert Wach et al. 1994
rad54 rad54::kanMX4 PCR-basiert Wach et al. 1994
rad55 rad55::LEU2 pSTL11 [HindllI] Lovett und Mortimer, 1987
rad57 rad57::LEU2 pSM51 [Sacl], D. Schild Quelle: L. Symington
revl rev1::hisG-URA-hisG pSF3 [Xhol, Sall] Larimer et al. 1989
rev3 rev3::kanMX4 Scheller et al. 2000
rev7 rev7::hisG pYPG102 Torpey et al. 1994
sgs1 sgs1::kanMX4 PCR-basiert Wach et al. 1994
sgs1 * sgs1:LEU2 pPWASGS1 [BamHI, Kpnl] Watt et al. 1995

sgs1 rad52 *  sgs1:LEU2
rad52::kanMX4

durch Kreuzung erhalten

smli1 sml1::HIS durch PCR auf chromosomaler  Zhao et al. 1998
DNA von entsprechender
Mutante (U953-61A)
srs2 * srs2::HISMX6 PCR-basiert Wach et al. 1997
tell tel1::KanMX4 PCR-basiert Wach et al. 1994
top3 top3::HISMX6 PCR-basiert Wach et al. 1997
ubc13 * ubc13::HISMX6 PCR-basiert Wach et al. 1997
yku70 yku70::LEU2 PGEMAZ-S-H-leu [Sacl, Hindlll] Feldmann und Winnacker 1993
yku80 yku80::kanMX4 pHDF2 [BamH], Sall] Feldmann et al. 1996

Far die Konstruktion der Doppelmutanten mit mph7 wurde, wenn nicht anders angegeben,
CEN.PK2-1c mph1::hisG (Scheller et al. 2000) verwendet. Die chromosomalen Koordinaten der
Gene sind abfragbar bei der Saccharomyces genome database (SGD) http:/yeastgenome.org
oder der Comprehensive yeast genome database (CYGD) http:/mips.gsf.de.
Symbolerklarung: * Diese Stdmme gibt es in den Varianten Mato. und Mata. Die in [ ]
angegebenen Restriktionsenzyme sind zu verwenden, um die Disruptionskassette

freizusetzen.

Samtliche Hefestdmme und Hefemutanten wurden mittels der one step gene

disruption Methode (Rothstein 1991) erzeugt. Die Transformation erfolgte wie in
Gietz et al. 1992 beschrieben. Die Disruptionskassetten wurden durch Spaltung von
Plasmiden oder durch PCR gewonnen (siehe Tabelle 1). Fir die PCR dienten als
template entweder chromosomale DNA von Deletionsmutanten aus anderen Stamm-
hintergrinden, pFA6a (Wach et al. 1994) oder pFA-HIS3MX6 (Wach et al. 1997). Fur die
pFA-basierte PCR trugen die Primer jeweils am 5’-Ende 40 bp, die Homolog entweder
zu den ersten 40 bp nach dem ATG oder zu den letzten 40 bp vor dem Stopcodon des
zu deletierenden Genes waren. Die erhaltenen Transformanten wurden als
Einzelkolonien ausgestrichen. Wenn die Disruptionskassette das hisG::URA3::hisG-
Konstrukt enthielt (Alani et al. 1987), wurde auf ura3-Rekominanten durch Einzel-
kolonieausstrich auf 5-FOA-Platten selektiert (Sikorski und Boeke 1991). Nach
Isolierung der chromosomalen DNA wurden Einzelklone mittels PCR verifiziert. Dabei
wurde, wie in Abbildung 3 schematisch dargestellt, mit auBerhalb der deletierten
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Region liegenden Primern (5' screen und 3’ screen) die gesamte Genregion amplifiziert
und dadurch Uberprift, ob die Deletion an richtiger Lage im Genom erfolgte. Wobei
dies nur moglich war, wenn das zu erwartenden PCR-Produkt nicht gréBer 4000 bp ist.
Zusatzlich wurde die Anwesenheit des Markers an der richtigen Position kontrolliert
(5' screen mit dem entsprechenden 3’ Marker Primer und 3’ screen mit 5' Marker).
Weiterhin wurde Uberprift, ob mit innerhalb der deletierten Region liegenden
Primern (5’ intern und 3’ intern, oder wahlweise mit dem passenden screen-Primer) ein
PCR-Produkt zu erhalten war. Hiermit wurde sichergestellt, dass das Wildtypgen nicht
mehr vorhanden war. Es wurde bei jeder PCR-Kombination der Wildtyp mitgefihrt
(die zu erwartenden PCR-Fragmente sind in Tabelle 2 zusammengestellt).

A

B

_"—|

5'Gen X screen

—
4{ Gen X I

I—q_

5' Gen X screen

3 Marker
—
Marker I Gen X
+—
5' Marker

5'Gen Xintern
—>

3' Gen X screen

Gen X

—

—
3" Gen Xintern

3' Gen X screen

Abbildung 3: Schematische Darstellung des PCR-Nachweises einer Gendeletion.
A: Situation in der Mutante. B: Situation im Wildtyp.

Tabelle 2: Primerkombinationen und die zu erwartenden FragmentgréBen (nur gerundet
angegeben) von Saccharomyces cerevisiae Mutanten.

Gen Primerkombination PCR-Produkt PCR-Produkt in der
im wt [bp] Mutante [bp]

apnl 5" & 3’ screen 3000 3700

5' & 3’ intern 600 -

5" screen & 3'HIS3 - 1800
apn2 5’ & 3' screen 2500 2800

5 screen & 3' intern 760 -

5’ screen & hisG1 - 1100

3’ screen & hisG2 - 1100
lig4 5' & 3' screen 3200 4200

5" & 3" intern 800 -

5" screen & 3’ HIS3 - 1900

3’ screen & 5' HIS3 - 1500
mag1 5" & 3' screen 2900 3300

5" & 3' intern 500 -

5’ screen & hisG2 - 1500

3’ screen & hisG1 - 1600
mecT 5’ & 3' disrupt 1100

5" & 3' screen 7320 1240

5’ screen & 3' intern 430 -

5" screen & 3' TRP1 - 650

3" screen & 5" TRP1 - 900
mgs1 5' & 3' screen 2200 1800

5 screen & 3' intern 500 -

5’ screen & 5’ his out - 900

3’ screen & 3’ his out - 700
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mms2 5' & 3' screen 900 1800
5’ screen & 5’ kan out - 1000
3’ screen & 3’ kan out - 1200
mms4 5" & 3’ screen 2200 2400
5’ & 3" intern 600 -
5’ screen & hisG2 - 1400
3’ screen & hisG1 - 1400
mph1:hisG 5' & 3’ screen (oder screen_2) 3600 2500
5’ & 3" intern 1000 -
5’ screen & hisG2 - 1500
3’ screen & hisG1 - 1300
mph1::kanMX4 5' & 3’ screen 3600 2500
5’ & 3" intern 1000 -
5 screen & 5’ kan out - 1600
3’ screen & 3’ kn out - 1000
mrell 5' & 3' screen 4200 4000
3’ screen & 5’ intern 1900 -
5'screen & 3' URA3 - 1800
rad5 5’ & 3' screen 4600 2700
5’ & 3' intern 1000 -
5’ screen & 5’ kan out - 1100
3’ screen & 3’ kan out - 1000
rad6 5" & 3’ screen 1100 2000
5’ screen & 5’ kan out - 1000
3’ screen & 3’ kan out - 1200
rad9 5’ & 3' screen 4600 2300
5" & 3" intern 1000 -
5" screen & 5’ kan out - 800
3’ screen & 3’ kan out - 850
rad14 5’ & 3' screen 1700 2000
5" & 3" intern 800 -
5" screen & 5’ kan out - 800
3’ screen & 3’ kan out - 600
rad17 5" & 3' screen 1100 2600
5’ screen & 3’ URA3 - 1500
rad18 5" & 3' screen 2200 2100
5’ screen & 3’ intern 900 -
5’ screen & 5' his out - 1100
3’ screen & 3’ his out - 700
rad24 5’ & 3' screen 2800 2400
5’ & 3" intern 650 -
5’ screen & 5’ kan out - 1000
3’ screen & 3’ kan out - 900
rad26 5" & 3’ screen 4100 2400
5’ & 3" intern 700 -
5’ screen & 5’ kan out - 1000
3’ screen & 3’ kan out - 900
rad27 5" & 3’ screen 1600 2200
5’ & 3" intern 640 -
5’ screen & 5’ hisG1 - 700
3’ screen & 3’ hisG2 - 1150
rad28 5' & 3' screen 2800 2800
5’ screen & 5’ kan out - 1300
3’ screen & 3’ kan out - 1000
rad51 5' & 3' disrupt 2500
5' & 3' screen 1700 2700
5" intern & 3’ screen 440 -
3" screen & 3' LEU2 - 1100
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rad52::kanMX4 5' & 3' out 1900 1800
5" out& 3’ intern 800 -
5’ out & 5’ kan out - 900
3’ out & 3’ kan out - 1000
rad52::URA3 5" screen & 3’ out 2800 4500
5’ screen & 3’ intern wt 1800 2500
5’ screen& 3’ intern 1700 -
5’ URA3 & 3’ out - 2400
3" URA3 & 5’ screen - 2000
rad53 5" & 3' screen 2800 1700
5 screen & 3' intern 900 -
5’ screen & 5’ kan out - 1000
3’ screen & 3’ kan out - 1100
rad54 5" & 3’ screen 2900 1900
5'sc & 3" intern 720
5’ screen & 5’ kan out - 900
3’ screen & 3’ kan out - 450
rad55 5" & 3’ screen 1900 4000
5" & 3' intern 200 2500
5" screen & 5’ LEU2 - 1500
3" screen & 3' LEU2 - 2400
rad57 5" & 3’ screen 2400 2700
5' & 3" intern 500 -
5" screen & 3' LEU2 - 1000
3" screen & 5' LEU2 - 1500
revl 5" & 3' screen 5100 6600
5’ screen& 3’ intern 1600 -
5’ screen & hisG2 - 1900
3’ screen & hisG1 - 1200
rev3::kanMX4 5" & 3' screen 5600 2800
5’ out & 5’ kan out - 900
3’ out & 3’ kan out - 1300
rev3::hisG 5" & 3’ screen 5600 2600
5" up & 3" intern 2400 -
3’ screen & hisG1 - 800
5’ screen & hisG2 - 1200
rev7 5" & 3’ screen 3500 3700
5" screen& 3’ intern 900 -
3’ screen & hisG2 - 2700
5’ screen & hisG1 - 1200
sml1 5" & 3’ screen 900 1900
5’ screen& 3’ intern 400 -
3" screen & 5" HIS3 - 1000
5" screen & 3’ HIS3 - 600
sgs1::kanMX4 5' & 3' screen 5300 1500
5" wt screen& ‘3 wt screen 800 -
3’ screen & 3’ kan out - 1000
5’ screen & 5' kan out - 1000
sgs1::LEU2 5’ screen & 3’ int out 3000 4700
5’ & 3" intern 500 -
5" screen & 3'LEU2 - 2200
5’ LEU2 & 3'int out - 1600
srs2 5" & 3' screen 4200 2000
3’ screen & 5’ intern 900 -
3’ screen & 3’ his out - 950
5’ screen & 5’ his out - 900
tell 5" & 3' screen 9000 250
5’ & 3" intern 800 -
3’ screen & 3’ kan out - 900
5’ screen & 5’ kan out - 1000
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top3 5" & 3’ screen 3300 2600
5’ & 3" intern 900 -
3’ screen & 3’ his out - 1200
5’ screen & 5' his out - 1400
ubci13 5’ & 3' screen 1050 1800
5" & 3" intern 500 -
3’ screen & 3’ his out - 700
5’ screen & 5' his out - 1000
yku70 (hdf1) 5' & 3’ screen 1700 3400
5" & 3" intern 300 -
3" screen & 3' LEU2 - 1600
yku80 (hdf2) 5' & 3' screen 2700 3800
5’ screen & 5’ kan out - 1000
3’ screen & 3’ kan out - 2400

Oligodesoxyribonukleotide

Tabelle 3: VVerwendete Primer. Die Nummer, angegeben nach dem Primernamen,
gibt die laborinterne Nomenklatur des jeweiligen Primers wieder.

Name/Nummer Sequenz

5" HIS3, 293 5'-AAA GGG TGG TCC CCT AGC GAT A
3' HIS3, 134 5'-CAG TGG TGT GATGGTCGTCTA T
5" URA3, 224 5'-GTC GAA AGC TAC ATA TAA GG

3" URA3, 151 5'-CAC ACC GTG TGC ATT CGT AAT G

5' LEU2, 321 5'-GCC CCT AAG AAG ATCGTCGTTT
3' LEU2, 153 5'-TAC CTC CCA CTAATTCTCTGA C

5’ TRP1, 292 5'-TGA AAG TTT GCG GCT TGC AGA G
3' TRP1, 152 5'-GTCTTG GTATTC TTG CCA CGA C

3' kI TRP, 208 5'-GGT GGA CTG CAG TTG AAATACC
5" kan out, 11 5-CGT GAG TCT TTT CCT TAC CCA TGG
3’ kan out, 12 5'-ATG TTG GAC GAG TCG GAA TCG CAG
5" his out, 282 5'-GTA AAG TCG TAA GCT CCA GCCT
3’ his out, 283 5'-GAC GAA GCT CTT TCT AGA AGC G
his G1, 89 5'-CCT TTC TGG TCG AGG TAG CGT TTG
his G2, 88 5'-GCT ATC TGC GAT TTG GTC TCT ACC

5" APN1 screen, 162
3" APN1 screen, 163
5" APN1 intern, 160,
3" APN1 intern, 161
5' APN2 screen, 129
3' APN2 screen, 130
3' APN2 intern, 197
5' LIG4 screen, 135
3' LIG4 screen, 136
5' LIG4 intern, 137
3' LIG4 intern, 138
5' MAG1 screen, 164
3' MAG1 screen, 165
5' MAG1 intern, 166
3' MAG1 intern, 167
5' MEC1 disrupt, 307
3' MEC1 disrupt, 308
5' MEC1 screen, 304
3' MEC1 screen, 305
3' MEC1 intern, 306
5' MGS1 disrupt, 235

5'-TAA TAA CGG GCG ATC CCA GTG ATC
5'-GCA AGT GAA GAT ATG GAC ACA CTC
5-CTGTTC CTT ACG CGA TTT AGC ACC
5'-TTG AAA GGA GAC CAT CAG TTG CAG
5'-GGG AACTGT TTACAG ATT CCT C
5'-GGC CAG TTG TGA TGG GGA AAA A
5'-ATC CAG CAG CCA ACG CCAGAAT
5-CGT TGT TTG TGC AGT ACT AGA G
5'-CCT TAA GTT AAT TGA CTG GCCA
5-AGT AGA CGG GGCATC GACTAT A
5'-CGG AGG TTC TTT TCC AAT GTC C
5-TTA ACG AGA ACCTCG AGT CGTTTG
5-GTT CTG TTT GAG TCT AGA AG TCC
5'-AACCCG GTT ACA GTT CAG TTG GTC
5'-ACA CCC TAT TGT TGT GTG TGA TGC
5'-CAA CAA GAA CGA CAT ACA CCG C
5'-AAG AGG AAG TTCGTCTGT TGC C
5'-GGA ACG CACGCT CCA AAACTA G
5-TTA ACT CCG CCG GAG AAAAGCA
5'-CTC AAA GTT CCC GTT GGA ATCC

5'-CG CTA GCG GTA AGA TCT GAAACA GGA TCG CAC

AGT CTC A CAG CTG AAG CTT CGT ACG CTG
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3' MGS1 disrupt, 236

5' MGS1 screen, 232
3' MGS1 screen, 233
3' MGS1 intern, 234
5' MRE11 screen, 198
3' MRE11 screen, 199
5' MRE11 intern, 200
5' MMS2 disrupt, 173

3' MMS2 disrupt, 172

5' MMS2 screen, 174
3' MMS2 screen, 175
5' MMS4 screen, 169
3' MMS4 screen, 168
5' MMS4 intern, 171
3' MMS4 intern, 170
5’ tag mph1 stop, 226

3’ tag mph1 stop, 227

5' Sp_Mph1_Xhol, 263

3’ Sp_Mph1_Sacl, 262

5' Sp_Mph1 screen, 264
3’ Sp_Mph1 screen, 265
5' Sp_Mph1 intern, 266
3’ Sp_Mph1 intern, 267
5" MPH1 disrupt kan, 342

3’ MPH1 disrupt kan, 343

5' MPH1 screen, 91

5 MPH1 screen_2, 378
3" MPH1screen, 90

3" MPH1 screen_2, 377
3' MPH1 intern, 92

5' MPH1 intern, 93

5' RAD5 screen, 109

3' RADS5 screen, 110

5' RADS5 intern, 107

3' RADS5 intern, 108

5' RADS5 disrupt, 105

3' RADS disrupt, 106
5' RAD6 disrupt, 185
3' RADG6 disrupt, 184
5' RADG screen, 187
3' RADG6 screen, 186
5' RAD9 disrupt, 111
3' RAD9 disrupt, 112
5' RAD9 screen, 115
3' RAD9 screen, 116
5'RAD9 intern, 113

3' RAD9 intern, 114
5' RAD14 disrupt, 111

5'-ATT GTA GAC GCG GCATTG AGA GAA GTATGG AAG
ACCCTT GA GCATAG GCCACT AGT GGATCT G

5'-A GTA AATAAG CCG GGT CAG GAT GC

5'-AAA ACG TGC CAG CAA TGC AAT GCG

5-TTT GGG CCT GCC AAA AGA CTT GAC

5'-G CGC GAT TCT ACG GAA TAT ACC

5'-TGA ACT TTATGG AGC GCT GAAT

5'-CTG AGA ACA GAT GAT GCA GAG G

5'-CTG TAT ATG CAA CGT AGA AGA AAG CAG CGT TTA
CAC AAA ACA GCT GAA GCT TCG TAC GC

5'-CTT GGA ATG CTG CAA ATA CTG TTT AGG AAA AAG
TAG ATA AGC ATA GGC CACTAG TGG ATC

5'-TGA ATG GTC CACTCA ATG CACTGA

5'-GAT GAG GAC CGT TGC AAG GAT TGA

5-AACTTT CTG CGC CGT TCT TCC AAG

5'-ATG AGA GCCATT GCCTTATTG ACC

5’-CTG CCA GAG AGG TAT CAC AACTAG

5'-GTT CCT GAC AAT CGT TGT TCT ACC

5'-CGC AGA ATT AGA TGA CAT ACT GGG CTC AGA
TTCTGATTT T CGT ACG CTG CAG GTC GAC

5'-CAG CGT TAT TTT TGT ATA GAC GCA GAC GTATAA
GAG TCT CGC ATA GGC CACTAG TGG ATC TG

5'-GCCT CTCGAG GTG AAT CAG TAA ATT TAA AAT ACG

5'-CGGT GAGCTC AGG GAA ATC CTT CAG CAG GCT ATC

5'-GTG CTT AAATTCTTT AAT TTA TAC

5'-CGG AGC ATC GAT GTA TAATGA GAA

5'-AGA GGG TTT GGA CAT AGG TGA AGT

5'-TAG CTA GAG AAT GCG GTA TCCGTC

5'-ATG GCT AGT GCA GAT GAT TACTTT AGT GAT TTC
GAA GAT GCA GCT GAA GCT TCG TAC GC

5'-AAA ATC AGA ATC TGA GCC CAG TAT GTC ATC TAA
TTC TGC GGC ATA GGC CACTAG TGG ATC TG

5'-ATC TCC TCT AACTCC TTA CTG GTG

5'-AGT AGT GGA GCG TCT AACTGG CCT

5'-CGA CAA AGCTAG AAC GCG AGT CAG

5'-TGCTTA GCT TTT GCG ACA CCT GTG

5'-CGC TCT CTT AGT TCG TTC AGC TCC

5'-TCT TGT CAT CGA TGA AGC TCA CAG

5'-GAG GCG AGCTAG CTG CTATTAA

5'-ACCCACCTT GTATGG GTT CGT A

5'-GCT CGA AAA GACTGG CTCTACT

5'-GACGTCCTCATCTGT CATCCT T

5'-ATG AGT CAT ATT GAA CAG GAA GAA AGG AAG
AGG TTT TTT ACA GCT GAA GCTTCG TACGCT G

5'-CTA TTC AAA CAG CAT CTG GAT TTCTTC AAT TCT
CCTTTT TGC ATA GGC CACTAG TGG ATC TG

5'-GAT TAT TTT TAG GCA GAC AGA GACTAA AAG ATA
AAG CGT CCA GCT GAAGCTTCG TACGCT G

5'-ATC GGC TCG GCATTC ATC ATT AAG ATT CTT TTG
ATT TTT CGC ATA GGC CACTAG TGG ATC

5'-TGG TGA CTA CAT TTC CCG GAT TAG

5'-CGG GTA TCG GCA GTT ATA ACC GAT

5'-ATG TCA GGC CAG TTA GTT CAA TGG AAA AGCTCT
CCA GAT CCA GCT GAAGCTTCGTACGCT G

5'-TCA TCT AAC CTC AGA AAT AGT GTT GTA TAT ATC
ATT GTC CGC ATA GGC CACTAG TGG ATC TG

5-CGG CCT TGT TAG CGT TAG ATA C

5'-TCATCT CACCCATTG GGG TGA A

5'-TAA TAG TGC TGT GTC TGG CACC

5'-CTG AAG TTC TGA GCTCTG TCC T

5'-GAG TTT GGA TCT TCG TAG TGA AGG TAT CGA
ACG TAA CGC TCA GCT GAA GCT TCG TACGC
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3' RAD14 disrupt, 112

5' RAD14 screen, 115
3' RAD14 screen, 116
5' RAD14 intern, 113
3' RAD14 intern, 114
5' RAD17 screen, 131
3' RAD17 screen, 132
5' RAD18 disrupt

3' RAD18 disrupt

5' RAD18 screen, 313
3' RAD18 screen, 314
3'RAD18 intern, 315
5' RAD24-disrupt, 117

3' RAD24-disrupt, 118

5' RAD24-screen, 121
3' RAD24-screen, 122
5' RAD24-intern, 119
3' RAD24-intern, 120
5' RAD26-disrupt, 61

3' RAD26 disrupt, 62

5' RAD26 screen, 63
3' RAD26 screen, 64
5' RAD26 intern, 65
3' RAD26 intern, 66
5' RAD27 screen, 390
3' RAD27 screen, 391
5' RAD27 intern, 392
3' RAD27 intern, 393
5' RAD28 disrupt, 71

3' RAD28 disrupt, 72

5' RAD28 screen, 73

3' RAD28 screen, 74

5' RAD51 disrupt, 246
3' RAD51 disrupt, 247
5' RAD51 screen, 248
3' RAD51 screen, 249
5' RAD51 intern, 250
5' RAD52 disrupt, 178

3' RAD52 disrupt, 179

5' RAD52 out, 177
3' RAD52 out, 176
5' RAD52 screen, 201
3' RAD52intern, 202

5'-TAT GACTTT CTT GTT ATA TTC TTA TAT ACA TAA
CCA ACA TGC ATA GGC CACTAG TGG ATC

5-GTT CGA TTC TGC CCT GGA GCG TAA

5-TAT GCA CCC AAG GAATTG ATT GTA

5-GTG TTT GTATTT TAACCG TGG G

5-TGA GGG TTCGGCTTT TCT AGT C

5'-TAT GGT GTG CCT GAA GAT GAA C

5'-TAA GGC TGA ATG AAG GGCTTCG

5'-CAA GTG AGC ATC ACA GCT ACT AAG AAA AGG CCA
TTT TTA CTA CTC CGT ACG CTG CAG GTC GAC

5'-AAA TGT GCA CAA GCT AACAAA CAG GCCTGATTA
CAT ATA CAC ACC ATC GAT GAATTCGAG CTC G

5'-TGG TAA CAATACTACGGA TAG C

5'-AAC CGT AAACTACGCTGG CCTT

5'-AGTAAG GAA GAT CGT AGG GAT G

5'-ATG GAT AGT ACG AAT TTG AAC AAA CGG CCCTTA
TTA CAA TCA GCT GAA GCT TCG TACGCT G

5'-TTA GAG TAT TTC CAG ATC TGA ATC TGA AAG GGA
CTC ACT GGC ATA GGC CACTAG TGG ATC TG

5'-GGCCTT ATCCTT CGT TTCATG C

5'-TCA ATG GGG AGT TCCAGG G

5'-AGT TCG GAG CCT CTATTACCT C

5-AGG TTT TGC GCA CTT CTCGTA A

5'-AGT GAA GAT AAA GAG CAG CAA GAC AAT GCG AAA
CTT GAA ACA GCT GAAGCTTCG TACGCT G

5-TCA TGA AGC ATT GTT ATT CCT AAATTC TTC ATC AAG
CAC CGC ATA GGCCACTAG TGG ATC TG

5-CGA CTG GCA AGT ACG ATC AAC AGT

5'-TCC GTG ACA AAG TAT GTA GGT GGC

5'-GCA GCG TTG CAT CAT TCA GGT CTA

5'-CAA GTCACG CAATGC AACAGCACA

5'-GTA ACA TCG CGCAAATGA AGG T

5'-GCT AGG TGT CGA AGG CAT TACG

5'-AAG AGC ATA ATG AAG AAG CCCA

5'-GAA CCCATCTAACCT ACCCTG A

5'-ATG GAT CCATTT TTA GAG TTC AGA GTA GGC AAT ATC
TCA TCA GCT GAA GCT TCGTAC GC

5'-TAT GAA CAT TCA AAG ATG GAT CCG CCG TCG CTA
ACG GTG TGC ATA GGC CACTAG TGG ATC TG

5'-AAA AGG ACT GCC CGT CAG GTA TAC

5'-GCT TTC GTT TGA AAT CGC GTC TCC

5'-G GAA TAG TGG GGA CTG GAG AAA

5'-CTA AGA CAG TGG ATG GAA ATG A

5-TCT CACCATATCCCA CGACTA G

5'-GAG GAA GTA GTC ATC GGG AAG A

5'-CAG ATC CAA AGA AGCCTATCG G

5'-CGA AAA ATA TAG CGG CGG GCG GGT TAC GCG ACC
GGT ATC GAA TG GCT GAA GCTTCG TACGCT G

5'-TAA TAA ATAATG ATG CAA ATT TTT TAT TTG TTT CGG
CCA GGA AGC GTT TCA ATA GGC CACTAG TGG ATC TG

5'-ATCGGGTCTTGCACACGTCGCTAA

5'-TTAATACGACACATGGAGGAAAGAA

5'-CCACTACTG CTTCTG AACTTG G

5'-TCC TAG AGCATT ACCAAA CCCT

5'-GGG TACCTCGACTTACTG TA

3' RAD52 intern wt, 225

5' RAD53 disrupt kan, 311 5'-AGA ATA GTG AGA AAA GAT AGT GTT ACA CAA CAT CAA
CTA AAA ATG GAA AA CAG CTG AAG CTT CGT ACG CTG C

5'-GGT TAC GAA AAT TGC AAA TTC TCG GGG CCT TTT GAG GTT
TGG TCC AAT TT GCA TAG GCC ACT AGT GGATCT G

5'-GGA CGG TAG AGATTATTG GAA G

5'-CTC GAG ACA ACCTATTGT CTT C

[kénnen als screen Primer verwendet werden]

3' RAD53 disrupt kan, 312

5' RAD53 disrupt, 302
3' RAD53 disrupt, 303
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5' RAD53 screen, 299
3' RAD53 screen, 300
3' RAD53 intern, 301

5' RAD54 disrupt kan, 408

3’ RAD54 disrupt kan, 409

5" RAD54 screen,357
3" RAD54 screen, 358
3’ RAD54 intern, 359
5' RAD55 screen, 334
3' RADS55 screen, 335
5' RAD5S5 screen, 334
3' RAD55 screen, 335
5' RADS55 intern, 336
5' RAD55 intern, 337
5' RAD57 screen, 338
3' RAD57 screen, 339
5' RAD57 intern, 340
3' RAD57 intern, 341
5'REV1 screen, 147
3' REV1 screen, 148
3' REV1 intern, 149
5' REV3 disrupt kan, 9

3' REV3 disrupt kan, 10

5' REV3 screen, 7

3' REV3 screen, 8

5' REV3 up, 143

3' REV3 intern, 144

5' REV7 screen, 145

3' REV7 screen, 146

3' REV7 intern, 150

5' SML1 disrupt, 296
3' SML1 disrupt, 297
5'SML1 screen, 294
3' SML1 screen, 295

3' SML1 intern, 298

5' SGS1 disrupt, 154

3' SGS1 disrupt, 155

5' SGS1 screen, 156
3' SGS1 screen, 157
5'SGS1 wt screen, 158
3' SGS1 wt screen, 159
5'SGS1 intern, 274
3' SGS1 intern, 275
3’ SGS1 intern out, 276
5'SRS2 disrupt-HIS, 309

3’ SRS2 disrupt-HIS, 310
5’ SRS2 disrupt, 252
3’ SRS2 disrupt, 253
5’ SRS2 screen, 253

3" SRS2 screen, 254
5’ SRS2 intern, 255

5'-GGT TGA GAA GAT AAA GGG TACC

5'-CGT ATC AAA ACG TCA CTCTAT A

5'-AGT CAC CAC CAG AAACGAACTC

5'-ATG GCA AGA CGC AGA TTA CCA GACAGA CCA CCA
AAT GGA ATA CAG CTG AAG CTT CGT ACG CTG C

5'-ATGTGA AAT ATA TTG AAA TGC AAA ACT GAT ATC ATT
GTA ATG GCA TAG GCC ACT AGT GGA TCT G

5'-GCG AAG GCC AAA ACTCTTCTCA

5'-CCC CGA CGATCG AATTCTACTT

5'-GAT GTG TCA TGG ACA ATCATTT

5'-GCT CCG CTA TCA AAG ATG TCA AGT

5-TGT ATG GAA GGT AGA CCT CGG GGC

5'-GCT CCG CTA TCA AAG ATG TCA AGT

5'-TGT ATG GAA GGT AGA CCT CGG GGC

5'-ATT AGT CTG CGA TCA TCT GTG TAC

5'-TCT TCC AAG GAT TCG AATTCG TTT

5'-AAC CACTGG GAATTCACCATTT

5'-GTC TCG AAT TAC GAT TCT GGC T

5-GTT GCCTAT TTT ATT AGA GAG A

5'-TTC GCT CAA CGG TTTTATTCT C

5'-GGA TTC CAT TGT TGA TAA AGG C

5'-CCT ACT TCC ACT ACG GAA ACT G

5'-GAG TAT TCCAAATCG CTGTCCA

5'-ATG TCG AGG GAG TCG AAC GAC ACA ATA CAG AGC
GAT ACG GCA GCT GAA GCT TCG TAC GC

5'-AAT CAT TTA GAG ATA TTA ATG CTT CTT CCC TTT GAA
CAG AGC ATA GGC CACTAG TGG ATC TG

5'-TGT CGC TCCTTT GTT CCA TTC CAC

5'-TGC CTC GCA ACA AAA CCA CGT AGA

5'-CGA TGC CAT AACCCATTCGAAT

5'-CCG TAT CGC TCT GTATTG TGT C

5'-CCG CTA AAA ACG AGCAACTCG A

5'-TCA TCG CTA CAG ACATTG AAG G

5'-GTA TACCCT CAGCCACTTCTICT

5'-TCG CCATTT TGG GAA GTC ATC C

5'-CAA AAA TAC GTA GAA GAG ACAT

5-TTT TTG TTA CCT CGC GCT GAG C

5'-AGC ATT GAT CAA GAG AGG GGG A

5'-CAT AGG TGG CAA AGG CACCCTT

5'-ATG GTG ACG AAG CCG TCA CAT AAC TTA AGA
AGG GAG CACACA GCT GAA GCT TCG

5'-TCA CTT TCT TCC TCT GTA GTG ACC TCG GTA ATT
TCT AAA AGC ATA GGC CACTAG

5'-CGG TCC AGA GAC TTC GTG ATC TGC

5'-GAG AGG TTA TAC CCG TGA AGA AGC

5'-AAG ACA AAT TCG CCA CCA ACA ACG

5'-CCT TAG TGA CGG TAG TCG CAG TAG

5'-GAG GCA GAA GAT GAT GCCCATT

5'-TCG CTATCT GAT AGG TACTCG A

5'-CTT GCA GTT GCA GTT AAAGCA A

5'-TTC CAA TTT GAT CTT TCT TCT ACC GGT ACT TAG GGA
TAG CAA ATG TCG CAG CTG AAG CTT CGT ACG CTG C

5'-ATA AAC CGC CTC CAA TAG TTG ACG TAG TCA GGC ATG
AAA GTG CTA CTA GCA TAG GCCACT AGTGGATCT G

5'-GCT TCCTGT CCCTCTAGTTTCT

[far srs2::TRP1 auf Stamm von I. Hickson]

5'-TCA TTC ATA GCT GTC ATATCG G

[kdnnen als screen Primer verwendet werden]

5'-GTA ACG AGA CGC GAATGC GAA A

5'-TTG ACT GGG TACTGC TTG ACT G

5'-CAG TCG CTT ACG TCG AGT GAAT
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5’ TEL1 disrupt, 212
3’ TEL1 disrupt, 213

5" TEL1 screen, 214
3" TEL1 screen, 215
5’ TEL1 intern, 216
3’ TEL1 intern, 217

5 TOP3 disrupt-HIS, 344

3’ TOP3 disrupt-HIS, 345

5’ TOP3 screen, 346
3" TOP3screen, 347
5’ TOP3 intern, 348
3' TOP3 intern, 349
5’ UBC13 disrupt

3’ UBC13 disrupt

5" UBC13 screen, 316
3" UBC13 screen, 317
3’ UBC13 intern, 318
5' HDF1 screen, 139
3' HDF1 screen, 140
5'HDF1 intern, 230
3'HDF1 intern, 231
5' HDF2 screen, 141
3' HDF2 screen, 142
SQ_HX_mut, 285

SQ_HX_rev_seq, 289
SQ_HX_seq, 272

5 pRS screen; 75 + 83
5" MPH1 end, 209

5’ Mph1 prom Xbal, 210

3" Mph1 Fspl, 211

5'-ATG GAG GAT CAT GGG ATT GTA GAA ACT TTA ACC
TTT CTAT CAG CTG AAG CTT CGT ACG CTG

5'-AAT AAA AAG GTG ACC ATC CCA TAT ATA TAA CAC
TCA AATT GCA TAG GCC ACT AGT GGA TCT

5'-GGC CAA GAG TTG CAT CTAACT C

5-TGC GTA GTG AGT CTT TACGGCA

5'-TCC CCT ACC GAC CAG TAATTTTAC

5-GCG TAA ACT CTT TCA CAA CTC CGC

5'-ATG AAA GTG CTA TGT GTC GCA GAG AAA AAT TCT
ATA GCG A CA GCT GAA GCT TCG TAC GC

5'-TAC ATG GAT GCC TTG ACA CGG TCA TAA ACT TGC
AAG AGA G GC ATA GGC CACTAG TGG ATC TG

5'-GTC GCA TGA TAT CAT GGA ACCA

5'-AGC TTC CCG ATG ACT TCG AGA A

5-AGT CGT ATC GTATGG TACATG C

5'-GTG CCA ATG CCG TTT GTATCCA

5-CCA ATA TTA GCA AAT AAG GTC AGG TTC ATT GTA
ACA TAG TTA GAA CGT ACG CTG CAG GTC GAC

5'-GAT ATA TAT TTA TAT ATT CAG TTG AGA AAA CTT
ATA CAG AAA TGA ATC GAT GAATTC GAG CTCG

5'-ATG CCG CAT CCG TAT TGT TACC

5'-AAT GCG CCT CTT TAG ATG ACCA

5'-TGT AAT GCC AGG TACTGG GTCA

5-ACA GGT CACTTCTGC AAG GTT G

5'-CGT CTAGGAATG GAA CCCTGT A

5-ACG GGC AAG ATT GAGAAGGCTT

5-TAG TGT AACCCT TGA CTCCGA C

5-GTA CCG TCA ACC AAAGAT TAG C

5'-AGT ATAACGTCCCCTTTCACGT

5'-TTT GTA AAA GTT AAC GAT AAA gct CAA GTC GAC AAC AAC
AGT GTC AAC CAT GAT TCA gct CAATCT TTT ACCTTA TCG AAC

5'-AGA CGC CGA CGT ATA AGA

5'-AAT GTT TGG CGA GAG GCA

5'-ATT CAG GCT GCG CAA CTG TTGG

5'-CGA TGT GGA GCC CAATTT TGT ACA

5'-GTC ATC TAG ACT CAG GTACTTTTG GCG T

5-TAC GTG CGC ATATGG TGA TTG CCA CAA A

Plasmide

Die konstruierten Plasmide beruhen auf den folgenden Vektoren: pRS31x-Serie

(beschrieben in Sikorski und Hieter 1989), Yplac-Serie (beschrieben in Gietz und Sugino
1988), auf pGEM7Zf(-) (Promega) oder auf pYES2 (Invitrogen).

PRS31x-Serie: colE1-ori, f1-ori, amp®, lacZ-Gen, CEN6-Centromerbereich, ARS6-
Replikationsursprung, (pBluesscript-Derivat). Die Vektoren unterscheiden sich im
Selektivmarker fir die Anwendung in Saccharomyces cerevisiae: pRS313-HIS3, pRS314-
TRP1, pRS315-LEU2, pRS316-URAS.

YplacX-Serie: pMBI-ori, amp®, (pUC19-Derivat), X steht fir verschiedene Nummern,
die sich je nach dem Selektionsmarker fir die Anwendung in Saccharomyces cerevisiae
unterscheidet. Bei der YlplacX-Serie (X: 211-URA3, 128-LEU2, 204-TRPT1) handelt es sich
um integrative Vektoren, bei der YEplacX-Serie (X: 195-URA3, 181-LEU2, 112-TRPT) um
episomale (2u-ori) und bei der YCplac-Serie (X: 33-URA3, 111-LEU2, 22-TRP1) um Cen-
tromervektoren.
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PGEM72Z£(-): colE1-ori, f1-ori, amp", lacZ-Gen, T7-RNA-Promotor, SP6-RNA-
Promotor
PYES2: colE1-ori, f1-ori, amp”, 2u-ori, URA3, GAL1-Promotor

PRS313 e6e9: Dieses Plasmid enthélt ein chromosomales Sspl/Mscl Fragment
aus Saccharomyces cerevisiae mit dem MPH1-Gen einschlieBlich der Promotor- und
Terminatorregion (Quelle: Pia Meyer).

pRS313 MPH1 GFP: Bei diesem Plasmid steht das MPH1-GFP-Konstrukt unter
Kontrolle des eigenen Promotors (Scheller 1999).

PRS313 MPH1: Fir die Konstruktion dieses Plasmids wurde MPH1, einschlieBlich
Promotor- und Terminatorregion, ausgehend von einem PCR-Produkt
(5" Mph1 prom Xbal und 3’ Mph1 Fspl, template: chromosomale DNA von
Saccharomyces cerevisiae), gespalten mit Xbal und Fspl in pRS313 (mit Xbal und Smal
gespaltenen) kloniert. Der Vektor komplementiert den mph1 Mutatorphanotyp.

PRS316 MPH1: Fur die Konstruktion dieses Plasmids wurde MPH1, einschlieBlich
Promotor- und Terminatorregion, ausgehend von einem PCR-Produkt
(5" Mph1 prom Xbal und 3’ Mph1 Fspl, template: chromosomale DNA von
Saccharomyces cerevisiae), mit Xbal und Fspl in pRS316 (gespalten mit Xbal und Smal)
kloniert. Der Vektor komplementiert den mph1 Mutatorphanotyp.

YCplac33 MPH1: Fur die Konstruktion dieses Plasmids wurde MPH1, einschlieBlich
Promotor- und Terminatorregion, ausgehend von einem PCR-Produkt
(5" Mph1 prom Xbal und 3’ Mph1 Fspl, template: chromosomale DNA von
Saccharomyces cerevisiae), mit Xbal und Fspl in den Vektor YCplac33 (gespalten mit
Xbal und Smal) kloniert. Der Vektor komplementiert den mph1 Mutatorphanotyp.

pPRS313 e6e9 MPH1 SQ , mut: Im MPH1-Gen sind zwei der putativen Mec1-
Phosphorylierungsstellen (5Q961, SQ982) gegen AQ ausgetauscht. Dazu wurde ein
PCR-Fragment mit chromosomaler Saccharomyces cerevisiae DNA als template und den
Primern 5’ pRS screen und SQ-HX-mut erzeugt, welches mit Hpal und Xbal gespalten
und in den mit den gleichen Restriktionsenzymen gespaltenen Vektor pRS313 e9e6
kloniert wurde. Die Klonierung wurde durch Sequenzierung (SQ_HX_rev_seq und
SQ_HX_seq) Uberprift.

PYES2 MPH1 sen his: Das MPH1-Gen steht unter der Kontrolle des Galaktose-
induzierbaren Promotors und ist 3’ in frame mit dem immunochemisch nachweisbaren
Sendai-Epitop (Einberger 1999) und einem HIS-tag fusioniert (Schirer 2000).

PYES2 MPH1 ., sen his: Es handelt sich um den Vektor pYES2 MPH1 sen his.
Anstelle des Wildtyp- MPH1-Gens liegt eine verdanderte Variante vor, bei der die DEAH-
Sequenz gegen eine NEAH-Sequenz (D209N) ausgetauscht wurde (Quelle: Jirgen
Scheller, Konstruktion von mph1,,,, siehe Scheller, 1999)

Yiplac128 MPH1: Fir die Konstruktion dieses Plasmids wurde MPH1, einschlieBlich
Promotor- und Terminatorregion mit Pstl und Xbal aus dem Plasmid pRS316 MPH1
ausgeschnitten und in den mit den gleichen Enzymen gespaltenen Vektor Yiplac128
kloniert. Fur die Integration wurde der Vektor mit Aflll gespalten. In mph1 Zellen
flhrte die Integration dieses Vektors zur Komplementation des Mutatorphanotypes.

Yiplac128 pGAL-MPH1 sen his: Fir die Konstruktion dieses Plasmids wurde
MPH1, einschlieBlich dem GAL7-Promotor- und dem immunochemisch nachweisbaren
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Sendai-Epitop (Einberger 1999) und dem HIS.-tag mit Pstl und Smil aus dem Plasmid
pYES2 MPH1 sen his ausgeschnitten und in den mit Pstl und Smal gespaltenen Vektor
Ylplac128 kloniert. Fur die Integration wurde der Vektor mit Aflll gespalten. In mph1
Zellen fuhrte die Integration dieses Vektors zur Komplementation des Mutator-
phanotypes, wobei die Zellen in Galaktose-haltigen Medium angezogen wurden.

Yiplac128 pGAL-MPH1 NEAH sen his: MPH1, unter Kontrolle eines Galaktose-
induzierbaren Promotors, wurde mit Pstl und Smil aus pYES2 MPH1 ,, sen his
ausgeschnitten und in den mit Pstl und Smal gespaltenen Ylplac128 kloniert. Fur
die Integration wurde der Vektor mit Aflll gespalten.

PYES BLM: Die cDNA des humanen BLM-Gens liegt unter der Kontrolle des GAL1-
Promotors im Vektor pYES2 zwischen der BamHI und der Notl-Schnittstelle vor
(Quelle: 1. Hickson).

PYES SGS1: Das SGS7-Gen liegt unter der Kontrolle des GAL7-Promotors im Vektor
pPYES2 zwischen der BamHI und der Notl-Schnittstelle vor (Quelle: I. Hickson).

pJH626 BLM: Die cDNA vom humanen BLM-Gen liegt unter der Kontrolle des
Promotors des konstitutiven humanen house keeping Gens der Triosephosphat-
isomerase (TPI) im Vektor pRS316 zwischen der BamHI und der Notl-Schnittstelle vor.
Der TPI-Promotor befindet sich zwischen der Hindlll und der EcoRI-Schnittstelle
(Quelle: 1. Hickson).

pJH626 SGS1: SGST liegt unter der Kontrolle des Promotors des konstitutiven
humanen house keeping Gens der Triosephosphatisomerase (TPI) im Vektor pRS316
zwischen der BamHI und der Notl-Schnittstelle vor. Der TPI-Promotor befindet sich
zwischen der Hindlll und der EcoRI-Schnittstelle (Quelle: I. Hickson).

Die Vektoren pGEM7Zf(-)spmph1’, pGEM7Zf(-)spmph1::kanMX4 und
pRS316 spmph1’ sind im folgenden Kapitel beschrieben.

Klonierung, Deletion und Komplementation von spmph1”

Far die Klonierung des somph1* Homologen wurde ausgehend von chromosomaler
Schizosaccharomyces pombe DNA das Gen SPAC9.05 (2605 bp) mit den Primern
5’ Sp_Mph1_Xhol (730 bp vor dem ATG) und 3’ Sp_Mph1_Sacl (430 bp nach Stop-
codon) amplifiziert, mit Xhol und Sacl gespalten und in den mit den gleichen Enzymen
gespaltenen Vektor pGEM7Zf(-) (Promega) kloniert. Die fehlerfreie Nukleotidabfolge
von spmph1* im resultierenden Plasmid pGEM7Zf(-) spmph1® wurde durch Sequen-
zierung nicht Gberpruft.

Fur die Konstruktion der Deletionskassette von spmph1* wurde der Vektor
PGEM7Zf(-) spmph1" mit BamHI und Swal gespalten, wodurch ein 722 bp Fragment
aus dem spmph1'-Gen herausfallt. Das kanMX4-Modul wurde mit Bg/ll und Ec/136lI
aus dem Vektor pFA6a (Wach et al. 1994) ausgeschnitten und anstelle des 722 bp
Fragmentes in den mit BamHI und Swal linearisierten Vektor pGEM7Zf(-) spmph1”
kloniert. Aus dem resultierenden Vektor pGEM7Zf(-) spomph1::kanMX4 kann die
Deletionskassette durch Spaltung mit Xhol und Sacl freigesetzt werden (4213 bp). Fur
die Konstruktion der Stdamme ATCC 969993 spmph1 und ATCC 969994 spmpht
wurden die Stdmme ATCC 969993 und ATCC 969994 mit der Deletionskassette
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transformiert. Die Transformation wurde nach Bahler et al. 1998 durchgefihrt. Ich
mochte hiermit noch mal ausdricklich hinweisen, dass die Mistviecher :-), egal was
man machen mdochte, nur in der log-Phase handhabbar sind (10" Zellen/ml, OD
zwischen 0.5 und 1.0).

Der Nachweis der Deletion erfolgte mittels PCR (Tabelle 4). Die Primer wurden,
analog wie in Abbildung 3 beschrieben, definiert.

600

Tabelle 4: Primerkombinationen und zu erhaltende FragmentgréBen (nur gerundet
angegeben) zur Verifizierung von Schizosaccharomyces pombe und spmph1-Mutanten.

Primerkombination PCR-Produkt im wt [bp] PCR-Produkt in der Mutante [bp]
5" & 3’ screen 3800 4500

5' & 3’ intern 600 -

5" screen & 3" HIS3 - 2500

3’ screen & 5" HIS3 - 1200

Um fur die Komplementation in Saccharomyces cerevisiae den Vektor
pRS316 spmph1* zu erhalten, wurde das spomph1® Gen aus pGEM7Zf(-)spmph1* mit
Xhol und Sacl ausgeschnitten und in den ebenso gespaltenen Vektor pRS316 (Sikorski
und Hieter 1989) ligiert. Die fehlerfreie Nukleotidabfolge von spmph1* wurde durch
Sequenzierung nicht Uberpruft.

Mutationsratenbestimmung

Wahrend des Wachstums einer Kultur treten Mutationen auf. Diese kénnen im
Laufe des Kulturwachstums zu verschiedenen Zeiten auftreten. Ereignet sich ein
Mutationsereignis friher, so ist die Zahl der mutierten Zellen in der Kultur gréBer, als
wenn das Mutationsereignis spater stattfindet. Dies fihrt zu verschiedenen Mutations-
zahlen in vergleichbaren Kulturen mit gleicher Zellzahl, was als Mutationsfrequenz
ausgedrickt wird. Unter der Mutationsrate versteht man die Wahrscheinlichkeit des
Auftretens einer Mutation. Die Bestimmung der Mutationsrate ist nur mit statistischen
Verfahren moglich und wurde nach der Medianmethode bestimmt (Lea und Coulson
1948).

Zur Bestimmung der Mutationsrate wurde das Canavaninvorwartsmutationsystem
verwendet. Das CANT7-Gen kodiert fur die Argininpermease, durch welche sowohl
Arginin als auch das Strukturanalogon L-Canavanin (2-Amino-4-guanidinooxybutter-
saure) in die Zelle aufgenommen werden kann. Der Einbau von L-Canavanin anstelle
von Arginin kann zu aberanten Proteinen flihren und ist damit toxisch. Durch eine
Vorwartsmutation im CAN7-Gen kénnen die Zellen resistent werden, da kein L-Cana-
vanin mehr aufgenommen wird. Nur argininprototrophe Zellen kénnen verwendet
werden.

EIf Parallelkulturen (7 ml) wurden mit 20 Zellen/ml einer Ubernachtkultur des zu
untersuchenden Stammes in YPD angeimpft und bis zum Erreichen der stationaren
Phase (fur drei Tage oder bei langsam wachsenden Stammen vier Tage) bei 30 °C unter
Rollen inkubiert. Aliquots aller Kulturen wurden auf CAN-Platten zur Bestimmung der
Anzahl der Mutanten plattiert. Zur Bestimmung des Lebendtiters wurden von zwei
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willktrlich gewdahlten Kulturen entsprechende Verdlinnungen auf SC-arg plattiert. Es
wird vorausgesetzt, dass die Gesamtzellzahl in der stationdren Wachstumsphase in
allen 11 Parallelkulturen mit hinreichender Genauigkeit gleich ist. Bis zum Sichtbar-
werden von Kolonien auf den Platten wurden die Kulturen bei 4 °C gelagert. Die
Koloniezahl auf den Platten wurde ausgezahlt. Der Wert der Medianplatte
(hochgerechnet auf das Gesamtvolumen) geht in die Berechnung der Mutationsrate
ein. Der Lebendtiter wurde aus dem Mittelwert der Koloniezahl der beiden willkirlich
gewahlten Kulturen berechnet. Wenn nicht anders angegeben wurde fir die
Kalkulation der Mutationsrate der Lebendtiter verwendet. Wurde die Gesamtzellzahl
im Kulturréhrchen zur Berechnung der Mutationsrate herangezogen, wurde die
Zellzahl der Mediankultur mittels Neubauer Zahlkammer von den bei 4 °C gelagerten
Kulturen bestimmt. Bei jedem Experiment wurde unter Verwendung der selbem
Mediumcharge die Wildtyp und mph7-Mutationsrate mit bestimmt und die relativen
Faktoren der jeweiligen Mutanten auf die Rate des Wildtypes in diesem Experiment
bezogen.

Abschdtzung der Mutationsraten
Die Anzahl der Mutationsereignisse m, die der Entstehung von r, Mutanten zu-
grunde lagen, lieBen sich durch folgende Naherung abschatzen (Lea und Coulson
1948):
rh=124-m+m-Inm
Nach der Subtraktion von r, lieB sich m als einzige Nullstelle einer streng monoton
steigenden Funktion betrachten, wobei r, als Konstante angesehen werden konnte.
Deshalb lie3 sich m durch Newtonsche Iteration bestimmen. Die Folge
m, +m,-Inm, —r,
A 2,24+Inm
konvergierte also gegen m. Als Standardwert m. wurde r, verwendet. Der
Algorithmus wurde bei m,, - m, < 10® abgebrochen.
Die Standardabweichung fir die errechnete Anzahl der Mutationsereignisse er-
rechnet sich nach folgender Formel (Lea und Coulson 1948):

EAE
m N (2,24+Inmy

Dabei ist N der Stichprobenumfang, also die Anzahl der Parallelkulturen, die fur die
Bestimmung von r, eingesetzt wurde.
Die Berechnung von Mutationsrate und Standardabweichung erfolgte mit einem von
S. Schmidt erstellten Programm, welches die Newtonsche Iteration approximiert
(http://www.ruser.uni-heidelberg.de/~sschmid6).
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Drop dilution assay zur Bestimmung der Sensitivitat
gegentber DNA-schdadigenden Agenzien

Folgende DNA-schadigende Agenzien kamen zum Einsatz:

MMS (Methylmethansulfonat),

4-NQO (4-Nitrochinolin-1-oxid),

CPT (Camptothecin).

MMS ist ein alkylierendes Agens, welches hauptséachlich N’ von Guanin und N° von
Adenin alkyliert, was zum Verlust der modifizierten Basen fihren kann (AP-sites, Pegg
et al. 1994). MMS qilt als replikationsarretierendes Agens. Wenn eine hohe Schadens-
dichte an Einzelstrangbriichen auftritt, so konnen auch Doppelstrangbriche auftreten
(Milne et al. 1996).

Durch 4-NQO-Behandlung bilden sich sperrige Aminochinolin-1-oxid-Addukte,
hauptséchlich an N*-, N°- und N’- von Guanin und Adenin (Turesky et al. 1994). Aber
auch oxidative Schaden werden hervorgerufen (Ramotar et al. 1998).

Camptothecin stabilisiert die kovalente Bindung zwischen einem Tyrosylrest der
Topoisomerase | und der DNA, wodurch die Religation der DNA nicht mehr erfolgen
kann. Der so verbleibende Einzelstrangbruch kann an der Replikationsgabel zu einem
Doppelstrangbruch fihren. Am leading strand entsteht durch run-off-Replikation ein
glatter Doppelstrangbruch, der den Kollaps der Replikationsgabel zur Folge hat und
von den Enzymen der Doppelstrangbruchreparatur prozessiert werden kann. Am
lagging strand, so vermutet man, fuhrt der Topoisomerase-DNA-Komplex zum Arrest
der Replikationsgabel, weil er moglicherweise eine Barriere fir die replikativen
Helikasen darstellt (Pommier et al. 1998, Strumberg et al. 2000, Wang 2002).

Zellen der jeweiligen Stamme wurden Gber Nacht in YPD bei 30 °C angezogen und
am morgen 1:10 in frischen YPD verdinnt. Die verdlinnten Kulturen wurden fir vier
Stunden im Roller bei 30 °C inkubiert. In der Zwischenzeit wurden die Platten mit den
Mutagenen vorbereitet. Das Medium wurde autoklaviert und nach Abkihlung unter
ca. 60 °C die jeweilige Chemikalie in der angegebenen Konzentration zugegeben. Die
Zelldichte der Kultur wurde mit einer Neubauer Zdhlkammer bestimmt und die Kultur
auf 1 x 10’ Zellen/ml eingestellt und drei 1:10 Verdiinnungen (bis zu 1 x 10° Zellen/ml)
hergestellt. Je 10 pl dieser Verdinnungen (enthalten jeweils 10°, 10°, 10° und 10°
Zellen) wurden dann auf die verschiedenen Platten mit den DNA schadigenden
Agenzien sowie auf eine YPD-Platte als Kontrolle getropft. Die Platten wurden bei
30 °C inkubiert. Nach zwei Tagen, sofern nicht anders angegeben, wurde das
Wachstum auf den Platten durch Scannen dokumentiert.
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Mitotische Rekombination

Fir die Bestimmung der mitotischen Rekombinationsrate wurden die Stamme
NLBL1 (Mate, ade5, met13-c, cyh2R, trp5, LEU2, ade6, CLYS, his7-1, tyr1-2, lys2-2, ade2-
1, ura3-1, CANT) und NLBL3 (Mata, ADE5, met13-d, CYH2, TRP5, leul, ADE6, CLYS,
his7-2, tyr1-1, lys2-1, ade2-1, ura3-1, can1”) verwendet (Quelle: Robert Ramirez, Dora
et al. 1999). Die Deletion von mph1 und sgs7 in den jeweiligen Haplonten erfolgte wie
in Tabelle 5 angegeben. Die Diplonten wurden durch Kreuzung der jeweiligen
Haplonten auf YPD-Platten und Selektion auf SC-leu-ura-Platten gewonnen und bei
-70°C in 7 % DMSO gelagert. Vor jedem Experiment wurden die Diplonten durch
Replikaplattierung auf alle Marker hin Uberpruft.

Tabelle 5: Ausgangsstamme fir die Konstruktion der Diplonten fir die Bestimmung der
mitotischen Rekombinationsrate.

NLBL1-Derivate NLBL3-Derivate Diplont

wt wt wt

mph1::hisG mph1::kanMX4 mph1::hisG / mph1::kanMX4
sgs1::kanMX4 sgs1::kanMX4 sgs1::kanMX4 | sgs1::kanMX4
sgs1::kanMX4 in mph1::hisG in sgs1::kanMX4 / mph1::hisG
mph1::hisG sgs1::kanMX4

FUr die Bestimmung der mitotischen Rekombinationsrate wurden die Stamme frisch
von Gefrierkultur auf SC-leu-ura-Platten angezogen. Eine Einzelkolonie wurde in
sterilem Wasser resuspendiert und die Zelldichte mit einer Zadhlkammer bestimmt. EIf
Parallelkulturen (10 ml YPD") wurden mit 4 Zellen/ml angeimpft und fir drei Tage bis
zum Erreichen der stationaren Phase bei 30 °C unter Rollen inkubiert. Entsprechende
Verdinnungen aller Kulturen wurden auf SC-lys-, SC-his- und SC-met-Platten zur
Bestimmung von heteroallelischen Rekombinanten plattiert. Der Lebendtiter jeder
Kultur wurde auf SC Medium bestimmt. Kolonien wurden nach 4-tagiger Inkubation
bei 30 °C (oder 37 °C fur SC-met) gezahlt. Die Berechnung der Rekombinationsrate
und der Standardabweichung erfolgte mit einem von Steffen Schmidt erstellten Pro-
gramm, welches die Newtonsche Iteration, wie bei der Bestimmung der Mutationsrate
angegeben, approximiert (http://www.rzuser.uni-heidelberg.de/~sschmid6).

Wachstumskurven

Die verschiedenen Mutanten wurden fir 48 Stunden bis zum Erreichen der
stationaren Phase in einem Volumen von 350 pyl in YPD oder dem entsprechenden
Selektivmedium in 100-Loch Mikrotiterplatten (pro Loch eine andere Mutante) unter
Schitteln (500 rpm) bei 30 °C angezogen. Die Hauptkultur wurde in neuen 100-Loch
Mikrotiterplatten (pro Loch eine andere Mutante) angesetzt, indem von diesen
Vorkulturen eine 1:50-Verdinnung mit frischem Medium hergestellt wurde (Gesamt-
volumen von 350 pl pro Well). Die Zunahme der optische Dichte (OD,,,) wurde mit
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einer Labsystem Bioscreen C Microbiology Workstation verfolgt (folgende Parameter
wurden gesetzt: shaking intensity: high, shaking regine: per 1 min, shaking time: 60 s).
Far die Auswertung der Daten wurde zundchst der Mediumsleerwert abgezogen. Die
Messung der optischen Dichte erfolgt bei einem OD-Wert gréBer 1.0 nicht mehr linear
(Lambert-Beer-Gesetz). Da die Kulturen wéahrend der Messreihe nicht verdinnt
werden konnen, wurde diese OD-Verzerrung durch folgende Formel korrigiert:
=((gemessener OD-Wert)+(0.8324057 x gemessener OD-Wert"”); (angewendet mit
Excel, Microsoft; Quelle: Elke Ericson, Universitat Goteborg).

Proteinprdparation

CEN.PK2-1c MPH1-6HA Zellen wurden in der log-Phase geerntet und in Puffer A
(50 mM Tris-HCl pH 8.0, 50 mM NacCl, 0.2 % Triton X-100, Complete” Proteaseinhibitor-
mix, Roche) gewaschen. Sollte die Analyse der Proteine in einer bestimmten Zell-
zyklusphase erfolgen, wurden die Zellen zum Abstoppen aller zelluldren Reaktionen
vor dem Zentrifugieren far 2 min in einem Trockeneis/Ethanolbad inkubiert. Die
Zelllyse erfolgte mit Glaskligelchen in einem FastPrep 120 Apparat (Parameter: 4.0 flr
20 s). Der Gesamtzellextrakt wurde bei 4 °C far 10 min zentrifugiert und der zellfreie
Uberstand gelelektrophoretisch aufgetrennt (ca. 20 uyg Gesamtprotein pro Spur).
Mph1-6HA wurde durch Western Blot identifizert.

Immunprézipitation

Die Praparation des Gesamtzellextraktes erfolgte wie unter Proteinpraparation
angegeben. Der zellfreie Proteinlberstand wurde dann mit Pansorbin (Formalin-
fixierte S. aureus Zellen; Calbiochem) fur zwei Stunden bei 4 °C vorinkubiert, um
unspezifische Bindung am Prazipitationsantikérper zu reduzieren. Fur die
Prazipitation von Mph1-6HA wurde der Uberstand der Vorinkubation mit dem
Antikoérper (4 uyg mouse-monoclonal anti-HA 12CAS) versetzt. Nach vier Stunden
Inkubation bei 4 °C unter Uberkopfrotation wurde zur Prizipitation des Antikérpers
Pansorbin hinzugegeben und Uber Nacht unter den gleichen Bedingungen inkubiert.
Das Prazipitat wurde durch Zentrifugation gewonnen und zweimal mit Puffer A, der
zusatzlich 0.25 % NP-40 enthielt, gewaschen und letztendlich durch SDS-PAGE
aufgetrennt und Mph1-6HA durch Western Blot identifizert.

Western Blot

Die Proteine wurden auf einem 10 %-igem SDS Polyacrylamidgel aufgetrennt und
im semij-dry Verfahren auf eine Nitrocellulosemembran Ubertragen. Der Blot wurde ftr
eine Stunde in 5 % Milchpulver in TBS/0.05 % Tween-20 (50 mM Tris-HCl pH 7.6,
136 mM NaCl) geblockt. Der erste Antikérper (mouse-monoclonal anti-HA 12CAS oder
mouse monoclonal anti-phospho-Ser/Thr/Tyr; Clontech) und der zweite Antikoérper
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(HRP conjugated anti-mouse monoclonal IgG; Amersham Pharmacia) wurden fur
jeweils eine Stunde bei Raumtemperatur in TBS/0.05 % Tween-20 inkubiert. Entwickelt
wurde der Blot mit dem ECL Western Blotting Analysis System (Amersham Pharmacia).
Wurde derselbe Blot zweimal mit einem anderen Antikdrper entwickelt, so wurden
die Antikorper der ersten Entwicklung er vor der erneuten Inkubation mit den
Antikérpern fur 30 min bei 50 °C unter Schitteln in stripping-Puffer (100 mM
B-Mercaptoethanol, 2 % SDS, 62.5 mM Tris-HCl pH 6.7) weggewaschen. Der Blot wurde
mehrmals mit TBS/0.05 % Tween-20 gewaschen, bevor er erneut geblockt wurde.

a-Faktor-Arrest

Die Zellen wurden aus einer Vorkultur in frisches YPD Uberfthrt und so eingestellt,
dass zu Versuchsbeginn, nach einer Inkubation fir mindestens 3 Stunden, eine
Zelldichte von 1 x 10’ Zellen/ml vorlag. Die Zellen wurden mit a-Faktor in G1 arretiert,
indem 4 pg/ml a-Faktor (aus einer 2 mg/ml-Stammlésung in Ethanol) zugesetzt wurde,
far 60 min bei 30 °C inkubiert und erneut die gleiche Menge a-Faktor zugesetzt und
fur weitere 60min bei 30°C inkubiert wurde. Hierdurch wurde der
Konzentrationsabnahme des a-Faktor entgegengewirkt, der von der Bar1-Protease
abgebaut wird, um den Zellzyklusfortgang zu gewahrleisten, wenn der
Paarungspartner nicht greifbar ist. Der G1-Arrest wurde mikroskopisch kontrolliert
(ca. 90 % der Zellen bilden keine Knospe). Zum Aufheben des Arrestes wurden die
Zellen abzentrifugiert und zweimal mit sterilem Wasser gewaschen.

Fluoreszenzmikroskopie

Die Zellen, transformiert mit pRS313 MPH1-GFP oder pYES2 Mph1-sen-GFP-his6,
wurden Uber Nacht in Selektivmedium (ggf. mit 2 % Galaktose anstelle von 2 %
Glukose) angezogen und am morgen in frischem Medium 1:10 verdinnt und fur
4 Stunden bei 30 °C unter Schitteln inkubiert. Wurden die Zellen in G1 untersucht,
wurden sie mit o-Faktor arretiert. Fur die Mikroskopie wurden die Zellen
abzentrifugiert und 4 pl des Zellpellets ohne Fixierung direkt auf einem Objekttrager
prapariert. Die Lokalisation von Mph1-GFP wurde mit einem Leica DM RXA Mikroskop
bei 100-facher VergréBerung untersucht (Durchlicht oder GFP-Filter: 513853,
Belichtungszeit: 2 s). Die Bilder wurden mit einer Hamamatsu ORCA gekUhlten CCD
Kamera aufgenommen und in Photoshop die Helligkeit und ggf. der Kontrast
nachbearbeitet.

34



ERGEBNISSE

ERGEBNISSE

Genetische Interaktionsstudien

Die Rolle von MPH1 bei der Aufrechterhaltung der Integritdt der genetischen
Information sollte zunachst durch genetische Interaktionsstudien weiter eingegrenzt
werden. Dabei betrachtet man die Beziehung zweier Mutanten miteinander. Durch
die Phanotypen der entsprechenden Einzel- und Doppelmutanten kann man
moglicherweise Ruckschlisse auf die Art der Beziehung der betroffenen Gene
erhalten. Man kann hierbei vier typische Falle unterscheiden, sofern es sich um
quantitative Phanotypen (z. B. der gleiche Phanotyp in unterschiedlicher Auspragung)
handelt: Epistasis/Hypostasis, Additivitat, Synergismus, Suppression. Bei diskreten
Phanotypen (z. B. verschiedene Blutenfarben) wird in der Doppelmutante nur der
Phénotyp einer der beiden Einzelmutanten ausgepragt. Da in dieser Arbeit nur
quantitative Phanotypen untersucht werden, wird im Folgenden nur auf diese
eingegangen. Bei Epistasis/Hypostasis entspricht der Phanotyp der Doppelmutante
dem Phanotyp der starksten Einzelmutante. Von Epistasis spricht man, wenn der
Phénotyp von Mutation A den Phanotyp von Mutation B Uberdeckt (A ist epistatisch
zu B). Dieselbe Beziehung, nur von Mutation B aus gesehen, heiBt Hypostasis. Der
Phdnotyp von Mutation B wird vom Phanotyp von Mutation A verdeckt (B ist
hypostatisch zu A). Epistasis der entsprechenden Mutationen ist oft ein Hinweis
darauf, dass die betreffenden Gene im selben Prozess eine Rolle spielen. Bei
Additivitat ist der Phanotyp der Doppelmutante gleich der Summe der Phanotypen
der jeweiligen Einzelmutanten, vorrausgesetzt, dass deren Ausfall zum gleichen
Phanotyp fuhrt. Beide Gene agieren in separaten Wegen mit unterschiedlichen
Substratspezifitdten. Von Synergismus spricht man, wenn der Phanotyp der
Doppelmutante starker ist als die Summe der Phanotypen der beiden Einzelmutanten.
Dies kann z.B. dadurch bedingt sein, dass beide Genprodukte ein Uberlappendes
Substratspektrum besitzen. Wenn einer der beiden Wege ausfallt, kénnen die
normalerweise von Weg A bearbeiteten Substrate zum Teil von Weg B mit prozessiert
werden, und umgekehrt. Dadurch haben die jeweiligen Einzelmutanten einen
schwacheren Phanotyp als beim Ausfall der Prozessierung des Substrates zu erwarten
ware. In der Doppelmutante wird nun keines der Substrate mehr prozessiert, so dass
es zu einem - im Vergleich zur Doppelmutante - sehr starken Phanotyp kommt. Von
einer Suppression spricht man, wenn eine Mutation B in einer Mutante A den
Wildtypphéanotyp wieder herstellt. Die Einzelmutante B kann, muss aber selber keinen
Phanotyp haben. Ein méglicher Interpretationsansatz ware, dass Genprodukt B ein
Substrat/Intermediat erzeugt, welches durch Genprodukt A weiter prozessiert wird.
Bei Fehlen von A kommt es dann zu dem beobachteten Phanotyp. Wird zusatzlich B
ausgeschaltet, tritt das Intermediat gar nicht erst auf, so dass auch der Phanotyp nicht
beobachtet wird.
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Die Funktion von MPH1 soll durch Epistasisanalysen weiter untersucht und dabei
insbesondere das Zusammenspiel von Genen aus weiteren klassischen Reparatur-
wegen, wie der Basenexcisionsreparatur, der Doppelstrangbruchreparatur und der
postreplikativen Reparatur naher in Augenschein genommen werden. Es wurden aber
auch Gene herangezogen, deren Rolle bei der Aufrechterhaltung der genomischen
Integritat gesichert ist, wie SGS1, SRS2, MRE11, MMS4, RAD27 und solche aus dem
DNA damage checkpoint .

Der spontane Mutatorphanotyp wurde jeweils im Canavaninvorwartsmutations-
system bestimmt (siehe Material und Methoden). Generell war zu beobachten, dass
die Mutationsraten fur dieselben Mutanten bei unterschiedlichen Experimenten
variieren. Zum einen kann dies an statistischen Schwankungen liegen, wie sie bei der
Medianmethode zwangslaufig auftreten kénnen und sich theoretisch nur bei
Auswertung einer unendlichen Zahl von Kulturen ganz vermeiden lassen. Zum
anderen spielt bei den hier untersuchten Mutationen die Expositionen der Zellen zu
exogenen Mutagenen wahrend der Anzucht eine bedeutende Rolle. Eine
wahrscheinliche Quelle fir Mutationen ist das Wachstumsmedium. Die beim
Autoklavieren stattfindenden Braunungsreaktionen sind flur die Generierung von
mutagenen Substanzen bekannt (Karamelisierung und Maillard-Reaktion - die
komplexe Reaktion, die beim Erhitzen von Proteinen und Kohlenhydraten stattfindet;
Powrie et al. 1986). So wurde beobachtet, dass in sterilfiltrierten Medium die mph1-
Mutationsraten geringer ausfallen, als in Experimenten, bei denen autoklaviertes
Medium verwendet wurde (C. Rudolph, persénliche Mitteilung). Da es logistisch nicht
moglich ist, fur alle Experimente dasselbe YPD-Medium zu verwenden, wurden die
spontanen Mutationsraten bei jedem Experiment mit einer einheitlichen Charge
Medium durchgefihrt und die Rate fur den Wildtyp und der mphil-Mutante
mitbestimmt. Die relativen Faktoren wurden dann auf den jeweiligen Wildtypwert
bezogen.

Far die Untersuchung der Sensitivitat der Mutanten wurde der Drop Dilution Assay
herangezogen, bei dem Zellen aus der logarithmischen Wachstumsphase in
Verdlinnungen mit abnehmender Zellzahl dem Mutagen dauerhaft ausgesetzt
werden. Als Mutagene wurden MMS (Methylmethansulfonat), 4-NQO (4-Nitrochinolin-
1-oxid) und CPT (Camptothecin) verwendet. MMS ist ein alkylierendes Agens, welches
hauptsachlich N’ von Guanin und N’ von Adenin alkyliert, was zum Verlust der
modifizierten Basen fihren kann (AP-sites) (Pegg et al. 1984). MMS gilt als repli-
kationsarretierendes Agens. Wenn eine hohe Schadensdichte an Einzelstrangbriichen
auftritt, so kdnnen auch Doppelstrangbriiche auftreten (Milne et al. 1996).

Durch 4-NQO-Behandlung bilden sich sperrige Aminochinolin-1-oxid-Addukte,
hauptsachlich an N°-, N°- und N’- von Guanin und Adenin (Turesky et al. 1994). Aber
auch oxidative Schaden werden hervorgerufen (Ramotar et al. 1998).

Camptothecin stabilisiert die kovalente Bindung zwischen einem Tyrosylrest der
Topoisomerase | und der DNA, wodurch die Religation der DNA nicht mehr erfolgen
kann. Der so verbleibende Einzelstrangbruch kann an der Replikationsgabel zu einem
Doppelstrangbruch fihren. Am leading strand entsteht wahrscheinlich durch run-off-
Replikation ein glatter Doppelstrangbruch, der zum Kollaps der Replikationsgabel
fahrt, und von den Enzymen der Doppelstrangbruchreparatur prozessiert werden
kann. Am lagging strand, so vermutet man, fuhrt der Topoisomerase-DNA-Komplex
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zum Arrest der Replikationsgabel, weil er modglicherweise eine Barriere der
replikativen Helikasen darstellt (Pommier et al. 1998, Strumberg et al. 2000, Wang
2002).

Basen- und Nukleotidexcisionsreparatur

Bei der Basenexcisionsreparatur, die hauptsachliche zellulare Antwort auf Methy-
lierungsschaden, wird die geschadigte Base direkt entfernt. Die Entfernung der
geschadigten Base erfolgt durch eine schadensspezifische Glykosylase. Die
resultierenden apurinischen oder apyrimidinischen Stellen (AP site), die auch spontan
entstehen kdénnen, muissen repariert werden. Dazu wird der DNA-Strang an der
Phosphodiesterbindung, meist 5’ zur AP-Stelle, von entweder AP-Endonukleasen oder
der Lyaseaktivitat der Glykosylase geschnitten. Der Zuckerrest wird von einer
Exonuklease entfernt und die Licke durch DNA-Neusynthese und Ligation aufgefullt
(Friedberg et al. 1995). Zwei Mutanten aus der Basenexcisionsreparatur wurden bereits
bzgl. deren Sensitivitat gegentiber MMS in Uberlebenskurven untersucht (Scheller et
al. 2000). Es handelte sich dabei um die 3-Methyladenin DNA-Glycosylase MAGT (Chen
et al. 1990) und die Endonuklease APN1 (Ramotar et al. 1991). Aus der gefundenen
Additivitdt wurde geschlossen, dass MPHT1 kein Bestandteil der Basenexcisions-
reparatur ist.

Tabelle 6: Einfluss von Mutationen aus der Basenexcisionsreparatur auf den mph1-
Mutatorphanotyp im Canavaninvorwartsmutationssystem.

Stamm Mutationsrate Faktor |Stamm Mutationsrate Faktor
wt 1) 2.9+0.42*10” 1 apnt 1) 6.8+0.89*10” 2

2) 3.2+0.44*107 1 apn1 mph1 1) 99.6+9.3*10” 35
mph1 1) 23.5+2.7*%10” 10 apnl rev3 2) 3.6+0.53*107 1.1

2) 19.4+2.2*107 6.1 apn1 mphl revd 2) 3.4+0.48*107 1.1
mag1 1) 2.9+0.42*10” 1
mag! mph1 1) 41.1+4.3*107 14

Gesamtzellzahl als Grundlage fiir die Bestimmung der Mutationsrate wurde mittels Zahl-
kammer bestimmt. Die unterschiedlichen Experimente, in denen wt und mph1 jeweils als
interne Kontrolle mitgezogen wurden, sind durch die Indices 1)- 2) angegeben. Die Faktoren
wurden durch Normalisierung der Mutantenmutationsraten zur wt-Mutationsrate in dem
jeweiligen Experiment berechnet. Die Fehler geben die Standardabweichungen laut der
Berechung nach Lea und Coulson 1948 wieder.

Hier wurde nun der Mutatorphanotyp der Einzel- und Doppelmutanten untersucht.
Bei den spontanen Mutationsraten fallt auf, dass die Werte fur mag? mph1 leicht
synergistisch, wahrend sie bei apn? mph1 stark synergistisch erhéht sind (Tabelle 6).
Durch Komplementation mit einem plasmidstandigem MPH1 konnte der apn1 mphi
Synergismus wieder aufgehoben werden (nicht gezeigt), was bestatigt, dass der
Phanotyp durch die Deletion von MPH1 und nicht durch eine Hintergrundmutation
hervorgerufen wird.
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Abbildung 4: Sensitivitat von Mutanten der Basenexcisionsreparatur gegentiber MIMS,
4-NQO und CPT. Die jeweiligen Stamme wurden, wie in Material und Methoden beschrieben,
auf die Platten mit den Chemikalien getropft (Konzentration angegeben unter der
jeweiligen Einzel- und Doppelmutante mit mphfT).

Auch die Sensitivitat auf MMS, 4-NQO und CPT im Drop Dilution Assay, bei dem die
Zellen in dauerhafter Anwesenheit des Mutagens wachsen mussen, wurde untersucht.
Nicht unerwartet ist besonders mag? und auch apn? gegentber MMS starker sensitiv
als mph1, da gerade MMS die Schaden hervorruft, die von der Basenexcisionsreparatur
bewaltigt werden (Abbildung 4). Die Phanotypen der Doppelmutanten sind, wie schon
in Scheller et al. 2000 gezeigt, additiv (vgl. auch Abbildung 5 und Abbildung 6).

Ausgehend von der Additivitat bei den Sensitivitaten kann MPH1 nicht der
Basenexcisionsreparatur zugeordnet werden. Der synergistische Phanotyp bei der
Mutationsrate deutet, formal gesehen, an, dass MPH1 und die Basenexcisionsreparatur
ein Uberlappendes Substratspektrum haben. Moglich wére dies, wenn durch das
Fehlen von APN1 eine DNA-Lasion unrepariert bleibt, aber in Anwesenheit von MPH1
noch fehlerfrei prozessiert werden kann. Durch den Ausfall beider Wege in der
Doppelmutante mit mph1 wird diese DNA-Lasion mutagen prozessiert.

Der spontane Mutatorphanotyp von mpht ist, wie in Scheller et al. 2000 gezeigt,
von REV3, der katalytischen Untereinheit von Pol { (Nelson et al. 1996a), abhangig. Ist
die synergistisch erhéhte spontane Mutationsrate von apn? mph1 ebenfalls durch
verstarkte Transldsionssynthese bedingt? Dieser Annahme zufolge sollte der
Synergismus in einer Tripelmutante mit rev3 wieder aufgehoben sein. Es wurde also
apnl rev3 und apnl mphl rev3 konstruiert und der spontane Mutatorphanotyp
untersucht. In der Tat, wie in Tabelle 6 aufgezeigt, ist der synergistische Phanotyp von
apnl mph1 in der Tripelmutante mit rev3 wieder auf den Wert des Wildtyps
abgesunken. Dies bedeutet, dass die verstarkt auftretenden DNA-Lasionen in
apn1 mph1 durch Translasionssynthese verursacht werden. Der Ausfall der drei
Genprodukte fuhrt dazu, dass diese DNA-Lasionen nicht mehr fehlerfrei Gber den
MPH1-abhangigen Weg und auch nicht mehr (Gber REV3-abhangige
Translasionssynthese prozessiert werden. Bei zusatzlicher DNA-Schadigung, wie im
Drop Dilution Assay induziert, konnen die Zellen mit den auftretenden DNA-Lasionen
nicht mehr umgehen und sterben (Abbildung 5).
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Abbildung 5: REV3-Abhangigkeit der Sensitivitdt von apn1 mph1 gegentiber MMS, 4-NQO
und CPT. Die jeweiligen Stdmme wurden wie in Material und Methoden beschrieben auf die
Platten mit den Chemikalien getropft (Konzentration angegeben unter der jeweiligen Einzel-
und Doppelmutante mit mphT).

Ein synergistischer Mutatorphanotyp wurde bereits bei rad74 mph1 beobachtet
(Scheller et al. 2000). Rad14 wird der RAD3-Epistaisgruppe (Nukleotidexcisions-
reparatur) zugeordnet. Die Genprodukte, die der Nukleotidexcisionsreparatur (NER)
zugeordnet werden, reparieren DNA-Schaden, bei denen die Geometrie der DNA
verandert ist. Hierzu zahlen die UV-induzierten Schaden, wozu auch Thymindimere
gehoren. Der Ausfall von Genen der Nukleotidexcisionsreparatur duBert sich durch das
Auftreten der Erbkrankheit Xeroderma pigmentosum, bei der eine extreme
Lichtempfindlichkeit mit der verstarkten Auspragung von Hautkrebs gekoppelt ist.
RAD14 kodiert fir das XPA-Homolog aus Hefe (Bankmann et al. 1992) und ist bei der
Schadenserkennung und der Aufladung weiterer NER-Faktoren beteiligt
(zusammengefasst in de Laat et al. 1999). Im Gegensatz zur Basenexcisionsreparatur
wird bei der NER nicht nur die geschadigte Base, sondern ein gréBeres Fragment um
die Lasion herum (etwa 20 bp) heraus geschnitten, und die entstandene Llcke
ebenfalls durch Neusynthese und Ligation wieder aufgeflllt. Unter der oben
aufgestellten Hypothese, dass in Abwesenheit von MPH1 spontan und induziert
auftretende DNA-Lasionen in die Translasionssynthese umgeleitet werden, sollte durch
eine weitere Erhdhung der DNA-Lasionen der Mutatorphdnotyp in einer mphi-
Mutante starker synergistisch ansteigen. Die Deletion von APN2 sollte die Anzahl von
DNA-Lasionen in der apn1 mph1 weiter erhdhen. APN2 kodiert neben APNT fir eine
weitere AP-Endonuklease in Saccharomyces cerevisiae und kann die Reparatur von
spontanen und induzierten DNA-Lasionen in apni-Mutanten Ubernehmen (Bennett
1999, Johnson et al. 1998).

Die verschiedenen Einzel-, Doppel- und Tripelmutanten aus apn7, apn2 und mph1
wurden konstruiert und die Mutationsraten ermittelt (Tabelle 7). Wie auch schon apn1
zeigt apn2 keine erhéhte Mutationsrate, da die vermehrt auftretenden DNA-Lasionen
noch fehlerfrei durch andere Mechanismen repariert/'umgangen werden kénnen. Auch
die Doppelmutante apn? apn2 zeigt in unserem Stammhintergrund (CEN.PK2) keinen
Mutatorphanotyp, was nicht im Einklang mit zuvor beobachteten Daten steht
(Bennett 1999). Auch wenn die relativen Raten in diesem Experiment (Tabelle 7) deut-
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lich niedriger sind, wie in Tabelle 6 beschrieben, so ist der apn? mph1 Phanotyp
dennoch deutlich synergistisch. Wahrend apn2 alleine keinen Einfluss auf den mph1-
Mutatorphanotyp hat, so zeigt die Tripelmutante den bei weiten stéarksten
Mutatorphanotyp. Die vermutlich vermehrt auftretenden AP-sites in der apn1 apn2-
Doppelmutante resultieren dann, in Abwesenheit von mphl, in einer verstarkten
mutagenen Umgehung dieser DNA-Lasionen. Eine mogliche Erklarung kénnte sein,
dass MPH1 die Funktion eines akzessorischen Faktors in der Basenexcisionsreparatur
Ubernimmt.

Tabelle 7: Einfluss von APN2 auf den Synergismus von apnT mph1 im Canavanin-

vorwartsmutationssystem.
Stamm Mutationsrate Faktor Stamm Mutationsrate Faktor
wt 6.3+0.89*10” 1 apn2 8.2+1.1*%10” 1.3
mph1 39.9+4.6*10” 6.3 apn2 mph1 32.4+3.7*10” 5.1
apnl 6.9+0.99%107 1.1 apnt apn2 5.1+0.91*10” 0.81
apn1 mph1 117.0£12.4*107 18.6 apnilapn2 mph1 212.0£23.3*10” 33.6

Die Faktoren wurden durch Normalisierung der Mutantenmutationsraten zur
wt-Mutationsrate berechnet. Die Fehler geben die Standardabweichungen
laut der Berechung nach Lea und Coulson 1948 wieder.

Da ein synergistischer Phanotyp aber auch mit rad74 (Scheller et al. 2000)
beobachtet wurde, erscheint dies eher unwahrscheinlich. Auch sind apn? und apn2-
Mutanten nicht sensitiv gegentber NQO, jedoch fiihrt die zusatzliche Deletion von
mph1 in der apn1 apn2 Mutante zu einer Sensitivitat, die vergleichbar mit der mph1-
Einzelmutante ist (Abbildung 6). Die apn? und apn2 Mutanten zeigen bzgl. der
Sensitivitat ein ahnliches Verhalten. Die Doppelmutante ist etwas starker sensitiv. Dies
kann daher rihren, dass fur Apn2 neben der AP-Endonukleaseaktivitat auch weitere
enzymatische Aktivitdten gezeigt werden konnten (3'-5' Exonuklease und 3'-
Phosphodiesterase, Unk et al. 2001), deren Ausfall in Kombination mit apn7 diesen
starkeren Phanotyp hervorrufen. Es zeigt sich auch hier, dass apn1, bzw. apn2 additiv
zu mph1 sind. Der Synergismus, der in Doppelmutanten von mph1 mit Mutanten der
Basenexcisionsreparatur und aber auch der Nukleotidexcisionsreparatur gefunden
wurde, und die Additivitat der Sensitivitat der Basenexcisionsreparatur-Mutanten
spricht gegen eine direkte Beteiligung von MPH1 in der Basenexcisionsreparatur. Sehr
viel wahrscheinlicher ist folgende Hypothese: In Anwesenheit von Mph1 werden die in
apnl- und apnl apn2-Mutanten verstarkt auftretenden DNA-Lasionen fehlerfrei
umgangen. Fehlt hingegen MPH1, werden diese Lasionen stattdessen mutagen Uber
Translasionssynthese  prozessiert wie die Abhangigkeit des apn? mphi-
Mutatorphanotyps von REV3 zeigt (Tabelle 6).
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Abbildung 6: Sensitivitat von Einzel-, Doppel- und Tripelmutanten von apnT-, apn2- und
mph1- Mutanten gegentiber MMS, 4-NQO und CPT. Die jeweiligen Stdmme wurden, wie in
Material und Methoden beschrieben, auf die Platten mit den Chemikalien getropft
(Konzentration angegeben unter der jeweiligen Einzel- und Doppelmutante mit mphT).

Transkriptionsgekoppelte Reparatur

Die transkriptionsgekoppelte Reparatur (TCR) ist eine Untergruppe der Nukleotid-
excisionsreparatur, die bevorzugt DNA-Lasionen, die sich im transkribierten Strang
befinden und die RNA-Polymerase Il hemmen, repariert. Zusatzlich zu den Proteinen
der NER werden zwei weitere Proteine, Rad26/CSB (van Gool et al. 1994) und
Rad28/CSA (Bhatia et al. 1996), fur die TCR bendtigt, die fir den Austausch der
Polymerase und die Rekrutierung der NER-Proteine wichtig sind (Tijsterman und
Brouwer 1999). Der Ausfall beider Proteine ist, wie schon bei der Nukleotidexcisions-
reparatur beschrieben mit einer Erbkrankheit, dem Cockayne Syndrome (Schmickel
1997), verbunden.

Tabelle 8: Einfluss von Mutationen aus der transkriptionsgekoppelten Reparatur auf den
mph1-Mutatorphanotyp im Canavaninvorwartsmutationssystem.

Stamm Mutationsrate Faktor Stamm Mutationsrate Faktor
wt 1) 2.9+0.42*107 1 mph1 1) 23.5+2.7*10” 8.1

2) 1.6+0.24*10” 1 2) 12.4+1.5*10” 7.8
rad26 1) 1.0+0.25*107 0.35 rad28 2) 0.7+0.44*10” 0.44
rad26 mph1 1) 27.3+3.1*10” 9.4 rad28 mph1 2) 9.3+1.1*107 5.8

Gesamtzellzahl als Grundlage fur die Bestimmung der Mutationsrate wurde mittels
Zahlkammer bestimmt. Die unterschiedlichen Experimente, in denen wt und mphT jeweils als
interne Kontrolle mitgezogen wurden, sind durch die Indices 1)- 2) angegeben. Die Faktoren
wurden durch Normalisierung der Mutantenmutationsraten zur wt-Mutationsrate in dem
jeweiligen Experiment berechnet. Die Fehler geben die Standardabweichungen laut der
Berechung nach Lea und Coulson 1948 wieder.

Es wurden die rad26 und rad28 Einzel- und Doppelmutanten in Kombination mit
mph1 konstruiert und die Mutationsraten, sowie die Sensitivitaten untersucht. Wie in
Tabelle 8 gezeigt, liegen die Mutationsraten von rad26 und rad28 deutlich unter dem
Wildtyp-Wert. Dies kénnte bedeuten, dass die Proteine neben einer Funktionen in der
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TCR auch in weitere Prozesse involviert sind. Die Phanotypen der Doppelmutanten mit
mph1 ist augenscheinlich nicht auffallig.

mph1
rad26
rad26 mpht Q@ &
A ® @ & &% oS i -
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Abbildung 7: Sensitivitdt von Mutanten der transkriptionsgekoppelten Reparatur
gegenlber MMS, 4-NQO und CPT. Die jeweiligen Stdmme wurden, wie in Material und
Methoden beschrieben, auf die Platten mit den Chemikalien getropft (Konzentration
angegeben unter der jeweiligen Einzel- und Doppelmutante mit mphT).

Die Ergebnisse aus den Sensitivitaten deuten am ehesten auf Additivitat der
Mutanten (Abbildung 7). Die Doppelmutanten zeigen eine Sensitivitat, die vergleich-
bar mit dem Phanotyp der mph7-Mutante ist. Diese genetische Interaktionsstudie mit
zwei Genen aus der transkriptionsgekoppelten Reparatur lassen es unwahrscheinlich
erscheinen, dass MPH1 eine Rolle in dieser Untergruppe der Nukleotidexcisions-
reparatur spielt.

Doppelstrangbruchreparatur

Eine der potentiell gefahrlichsten Lasionen fir eine Zelle ist ein Doppelstrangbruch
in der DNA. Es kdnnen ganze Chromosomen verloren gehen, wenn z. B. die Zellteilung
erfolgt, bevor der Doppelstrangbruch repariert ist. Die synergistische Interaktion mit
apn1 fuhrte zu der Hypothese, dass Mph1 fur die fehlerfreie Umgehung von DNA
Lasionen gebraucht wird. Experimente in E. coli zeigen, dass man hierflr RecA,
RecBCD und RuvABC bendétigt - Enzyme, die eine Rolle in der homologen Rekom-
bination spielen (zusammengefasst in Michel 2000). Auch in Hefe und hoéheren
Eukaryoten wird derzeit intensiv studiert, ob die homologe Rekombination bei der
fehlerfreien Umgehung eine Rolle spielt. Die Funktion der homologen Rekombination
wurde bisher nur in der Reparatur von Doppelstrangbriichen gesehen. Modelle zum
fehlerfreien bypass von DNA-Lasionen erlauben jedoch Doppelstrangbruch-inter-
mediate (z. B. Cox et al. 2000, Rothstein et al. 2000). In Eukaryoten werden Doppel-
strangbriiche neben der homologen Rekombination (HR) auch vom non homologous
end joining (NHEJ) repariert. Die HR benotigt zur Reparatur des Doppelstrangbruches
eine intakte doppelstrangige Kopie der Region, in der der Bruch aufgetreten ist. Dies
kann nach der Replikation das Schwesterchromatid sein oder das homologe
Chromosom in Diplonten. Bei der NHEJ erfolgt die Reparatur unabhdngig von
Homologiebereichen, da hier die beiden gebrochenen Enden (nach eventueller
Prozessierung) wieder miteinander verknlpft werden. Allerdings ist die NHEJ in der
Regel mit einem Verlust von Nukleotiden an der Bruchstelle verbunden und daher
eher mutagen. Um zu Uberprifen, ob MPHT1 in einer dieser Wege involviert ist, sollte

42



ERGEBNISSE

die genetische Interaktion von mphl mit Mutanten aus diesen beiden Wegen
analysiert werden. Aus der NHEJ wurden die Gene YKU70, YKU80 und LIG4 und bei
der HR zusatzlich zu RAD52 (Scheller et al. 2000) die Gene RAD51, RAD55 und RAD57,
und MRE11, welches in beide Wege involviert ist, untersucht. Zunachst jedoch sollen
die beiden Prozesse kurz beschrieben werden.

Die NHEJ-Reparatur involviert die folgenden Proteine: DNA-PK, Ku (bestehend aus
den Untereinheiten Ku70 und Ku80), DNA-Ligase LIG4 und deren Cofaktor LIT4/XRCC4
(zusammengefasst in Barnes 2001, Valerie und Povirk 2003). Die beiden freien DNA-
Enden werden von Ku70/80 (YKU70/HDF1 und YKUS8O/HDF2 in Hefe) gebunden,
wodurch die DNA-Enden vor weiterem Abbau geschitzt sind. Ku rekrutiert, bei
hoéheren Eukaryoten, die DNA-abhéangige Proteinkinase (DNA-PK), wodurch die beiden
DNA-Enden positioniert werden. In Hefe wurde allerdings bisher kein Homologes von
DNA-PK identifiziert. DNA-PK wird dadurch aktiviert und kann dann verschiedene
DNA-bindende Proteine phosphorylieren (Ku, WRN, XRCC4), einschlieBlich sich selbst,
wodurch sie von den Enden der DNA abdissoziiert. Die Anlagerung von Lig4-Xrcc4
(Gber Ku und DNA-PK) ist fur die Ligation der DNA-Enden notwendig. Eine
enzymatische Prozessierung der Enden ist notwendig, wenn die terminalen Enden
geschadigt oder nicht vollstandig kompatibel vorliegen. Fir diese Prozessierung sind
vermutlich spezialisierte Polymerasen, wie Polymerase y (Mahajan et al. 2002) und
Pol4 (Wilson und Lieber 1999), zustandig. Auch der Mre11-Rad50-Nbs1/Xrs2-Komplex
scheint eine Rolle beim end joining zu spielen, was jedoch bisher nur in der
Backerhefe sicher gezeigt werden konnte (Moore und Haber 1996).

Dem MRX-Komplex werden Funktionen bei der Detektierung, Prozessierung und
Reparatur von Doppelstrangbrichen zugewiesen, was nicht nur Funktionen in der HR
und der NHEJ einschlieBt, sondern auch im DNA damage checkpoint und an der
Replikationsgabel direkt. Letzteres wird aus der Kolokalisation mit PCNA geschlossen
(Maser et al. 2001), als auch aus der synthetischen Letalitat mit RAD27 (Symington
1998, Tong et al. 2001). Der Komplex besteht aus drei Proteinen: Mre11, Rad50 und
Xrs2 (NBS1 in Saugern, weshalb dort der Komplex mit MRN abgeklrzt wird), wobei
Mre11 der Komplexvermittler zu sein scheint (Johzuka und Ogawa 1995). Die
Architektur des Komplexes legt nahe, dass der Komplex DNA-Enden Uberbriicken und
damit verbinden kann, méglicherweise sogar Uber Schwesterchromatide hinweg
(Hopfner et al. 2002). MRX wird nach ionisierender Bestrahlung nuklear in diskreten
Foci gefunden, die mit Doppelstrangbriichen assoziiert sind (Maser et al. 1997). Fir die
Rekrutierung des Komplexes an Stellen von Doppelstrangbrichen ist die
Histonvariante H2A (Paull et al. 2000) sowie BLM (Franchitto und Pichierri 2002)
notwendig. Diese beiden selbst, wie auch der MRN-Komplex werden ATM/ATR-
abhangig phosphoryliert, was die Verknipfung mit dem DNA damage checkpoint
andeutet. Die Verbindung zum DNA damage checkpoint Gber NBS1 (Xrs2) wird durch
die Tatsache unterstltzt, dass beide Proteine sogenannte FHA-Domanen besitzen
(Varon et al. 1998). NBS1 besitzt zusatzlich auch eine BRCT-Domane (Bork et al. 1997),
die besonders flr Proteininteraktionen innerhalb des DNA damage checkpoint &6fters
zu finden sind (siehe auch Kapitel DNA damage checkpoint). Fir den MRN-Komplex
wird diskutiert, ob er bei der homologen Rekombination die Funktion der Nuklease,
die die Doppelstrangbruchenden prozessiert, wahrnimmt. Biochemisch wurden fir
Mre11 eine einzelstrangabhangige Endonukleaseaktivitait und eine schwache
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3'-5' Exonukleaseaktivitat gezeigt (Paull und Gellert 1998; Furuse et al. 1998). Eine
Rolle von Mre11 beim Prozessieren der Doppelstrangbruch-Enden zu einem DNA-
Doppelstrang mit 3'-Einzelstrangtberhang scheinen durch diese in vitro Aktivitat eher
unwahrscheinlich, weil dafir eine 5'-3' Exonuklease bendtigt wirde. Mutanten von
mrel1, rad50 oder xrs2 zeigen keine Defekte in der heteroallelischen HR in Diplonten
im Vergleich zu Wildtypzellen (lvanov et al. 1992, Ajimura et al. 1993), sondern nur in
der IR-induzierten Schwesterchromatidrekombination (Bressan et al. 1999). Es stellt
sich damit immer mehr heraus, dass die zentrale Rolle des MRX/N-Komplexes in der
Koordination von DNA-Replikation und DNA damage checkpoint zu liegen scheint
(D'Amours und Jackson 2002). Der Ausfall von eines der Proteine dieses Komplexes
beeintrachtigt damit wahrscheinlich nicht nur den Ausfall eines Reparaturweges,
sondern ist von gréBerer Bedeutung, was durch die embryonale Letalitat von knock
out Mausen von Mre11, Rad50 und Nbs1 unterunterstitzt wird (Luo et al. 1999, Xiao
und Weaver 1997, Zhu et al. 2001).

Fir die homologe Rekombination werden bisher zwei hauptsachliche Funktionen
diskutiert: Zum einen werden die Homologenpaare bei der Meiose vermutlich durch
HR identifiziert und die nach Rekombination gebildeten Chiasmata dienen der
korrekten Segregation der homologen Chromosomen in der Meiose I. In der Mitose
dient die HR hauptsachlich der fehlerfreien Reparatur von Doppelstrangbriichen, wie
sie z. B. nach IR-Bestrahlung auftreten. Auch aktiv herbeigefiihrte Doppelstrangbriiche
werden repariert, wie sie z.B. beim mating type switch in Hefe und der VDJ-
Rekombination zur Ausbildung der Immunglobulindiversitat in héheren Eukaryoten,
und vermutlich auch bei der Reinitiation von arretierten Replikationsgabeln
(Symington 2002, Paques und Haber 1999), vorkommen.

Es werden derzeit mehrere Modelle diskutiert, wie Doppelstrangbriiche durch HR
repariert werden kénnen (zusammengefasst in Symington 2002). Der erste Schritt
hierbei ist die Erzeugung eines einzelstrangigen 3’-Uberhanges. Beim Doppelstrang-
bruchreparaturmodell (DSBR, Szostak-Modell) invadiert das 3'-Ende die homologe
Region unter Ausbildung eines displacement loop (D-loop). Der D-loop vergréBert sich
in Folge der Strangverlangerung des invadierten Stranges und kann auBerdem mit der
anderen Seite des Doppelstrangbruches paaren, wodurch die DNA-Synthese des
anderen, nicht invadierenden 3'-Endes erfolgen kann. Hierbei bildet sich eine
doppelte Holliday-Junction aus, die durch Schneiden von Resolvasen aufgel6st werden
kann. Allerdings ist festzuhalten, dass in Hefe bisher keine nukledre Resolvase
identifiziert werden konnte.

Beim synthesis-dependent strand annealing-Modell (SDSA) erfolgen die ersten
Schritte analog zum DSBR-Modell. Nach der Stranginvasion und der Verlangerung des
invadierten Stranges wandert der D-loop mit der neusynthetisierten DNA. Der
verlangerte DNA-Strang kann nach der Verdrangung vom Donorstrang mit dem
anderen, nicht invadierten 3'-Ende paaren, wodurch auch dieser verlangert werden
kann und der Doppelstrangbruch repariert ist. Man unterscheidet des weiteren noch
das break induced replication-Rekombinationsmodell (BIR) und das single strand
annealing-Modell (SSA). Bei der BIR invadiert analog wie oben beschrieben ein 3'-
Uberhang den Donorstrang und wird bis zum Ende des Chromosoms verlangert. Die
SSA-Rekombination, die potentiell mutagen ist, ist beschrankt auf Reparatur von
Doppelstrangbriichen an direct repeat. Der Doppelstrangbruch wird ebenfalls zu 3'-
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Uberhéngen prozessiert. Wenn jedoch dieses Zurechtschneiden tber den Bereich des
repeat hinausgeht, kann die homologe Paarung der beiden 3’-Einzelstrangenden mit
dem jeweiligen noch verbleibenden repeat auf dem anderen Strang erfolgen, was
dann zum Verlust eines repeat fuhrt. Die noch Uberhdngenden 3'-Enden kdénnen
endonukleolytisch abgebaut werden und die Strange durch Ligation verknlpft
werden. Alle Modelle sind schematisch wiedergegeben in Paques und Haber 1999.

Fur die Schritte nach Bildung des 3'-Uberhanges werden die Proteine der RAD52-
Epistasisgruppe (Rad51, Rad52, Rad54, Rad55, Rad57, Rad59) bendtigt. RAD52 ist der
Namensgeber der Epistasisgruppe, weil dessen Mutanten den starksten Phanotyp
haben, obwohl es keine embryonale Letalitat in Mausen hervorruft (Rijkers et al.
1998). Rad52 wird wahrend des ganzen Zellzyklus exprimiert (Cole et al. 1987), ist
jedoch speziell nach ionisierender Bestrahlung in der S-Phase in diskreten nuklearen
Foci lokalisiert (Lisby et al. 2001). Es bindet praferentiell ss-DNA-Enden und férdert das
Anlagern eines komplementaren Einzelstranges, weshalb es vermutlich fir das SSA
bendétigt wird (Mortensen 1996). Rad52 interagiert mit Rad51 und dem Einzelstrang-
bindeprotein RPA (Milne und Weaver 1993, Hays et al. 1998). Es wird postuliert, dass
Rad52 RPA, welches moglicherweise Sekundarstrukturen von den ss-DNA-Enden
entfernt (Sugiyama et al. 2002), gegen Rad51 ausstauscht, bzw. die Anlagerung von
Rad51 erleichtert (Sung und Sung, 2000, Sugiyama et al. 2002). Rad51, Rad55 und
Rad57 sind RecA-Homologe (Kans und Mortimer 1991, Lovett 1994), wobei Rad51 die
gréBte Ahnlichkeit zu RecA besitzt (Basile et al. 1992). Rad51 ist in Sdugern essentiell
(Lim und Hasty 1996), was moglicherweise durch die postulierte Funktion bei der
Wiederaufnahme von arretierten Replikationsgabeln erklart werden kann. UnterstUtzt
wird diese Hypothese dadurch, dass das Protein verstarkt in der S-Phase exprimiert
wird (Tashiro et al. 1996, Basile et al. 1992). Rad51 bindet mit hoher Affinitat an
Einzelstrang-DNA und bildet einen kettenartigen Nukleoprotein-Komplex, dessen
Ausbildung durch RPA beeinflusst wird (Mazin et al. 2000b, Mc llwraith et al. 2000,
Sung 1997a). Das Rad51-Filament kann mit einem zweiten DNA-Molekil interagieren.
Ein Schritt, der fir die Stranginvasion und Homologiesuche bei der HR notwendig ist.
Durch Two Hybrid konnte gezeigt werden, dass Rad51 mit sich selbst (Filament-
bildung), Rad52, Rad54 und Rad55 interagiert (Clever at el. 1997, Hays et al. 1995). Fir
die Bildung des Filaments werden, wie oben erwahnt, Rad52 und RPA benétigt, aber
auch ein Heterodimer aus Rad55 und Rad57 (New et al. 1998, Sung 1997b, Sugawara
et al. 2003). Die unterstitzende Rolle von Rad55 und Rad57 liegt wahrscheinlich in der
Bildung und/oder Stabilisierung des Rad51-ss-DNA-Filamentes (Hays et al. 1995,
Johnson und Symington 1995, Fortin und Symington 2002). Rad54 ist eine DNA-
abhangige ATPase und Helikase (Eisen et al. 1995), die - stimuliert durch das Rad51-
Filament - entlang einer DNA-Duplex wandern kann (Mazin et al. 2000a, Alexeev et al.
2003). Es wird angenommen, dass der DNA-Doppelstrang transient durch Rad54
getrennt wird und dadurch die D-loop-Bildung ermdéglicht wird (Van Komen et al.
2000). Rad59 ist Homolog zu Rad52 und interagiert mit diesem (Davis und Symington
2001, Davis und Symington 2003). Uber sein Funktion ist derzeit nicht viel bekannt,
moglicherweise hat es Gberlappende Funktionen zu Rad52.
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MPH1 zeigt keine Interaktion mit der NHEJ

Um eine Beteiligung von MPHT in der Doppelstrangbruchreparatur im non
homologous end joining zu prifen, wurde die genetische Interaktion von mph1 mit
yku70 und yku80 und lig4 untersucht. Die Einzel- und Doppelmutanten wurden bzgl.
des Mutatorphanotyps und der Sensitivitat gegeniber DNA-schadigenden Agenzien
untersucht.

Tabelle 9: Einfluss von Mutationen aus dem non homologous end joining auf den mph1-
Mutatorphanotyp im Canavaninvorwartsmutationssystem.

Stamm Mutationsrate Faktor Stamm Mutationsrate Faktor
wt 1) 2.7+0.4*10” 1 yku70 1) 1.6+0.25*10” 0.59
2) 3.1+0.61*10” 1 yku70 mph1 1) 29.4+3.3*10” 10.9
3) 2.9+0.43*107 1 yku80 2) 2.3+0.38*10” 0.74
mph1 1) 31.2+3.6*10” 11.6 yku80 mph1  2) 35.0+4.0*10” 11.3
2) 46.2+5.3*107 14.9 lig4 3) 4.1+0.59*10” 1.4
3) 38.5+4.2*10” 13.3 lig4 mph1 3) 36.1+4.1*10” 12.4

Die unterschiedlichen Experimente, in denen wt und mph1 jeweils als interne Kontrolle
mitgezogen wurden, sind durch die Indices 1)- 3) angegeben. Die Faktoren wurden durch
Normalisierung der Mutantenmutationsraten zur wt-Mutationsrate in dem jeweiligen
Experiment berechnet. Die Fehler geben die Standardabweichungen laut der Berechung
nach Lea und Coulson 1948 wieder.

Die Mutationsraten, wie in Tabelle 9 gezeigt, deuten auf keine Beteilung von MPH1
im non homologous end joining. Die Phanotypen der Doppelmutanten zeigen ein
additives Verhalten, auch wenn der Wert im Falle von yku80 mph1 etwas darunter
liegt. Bemerkenswert ist, dass die Mutationsraten von yku70 und yku80 kleiner der des
Wildtyps sind.

YPD

Camptothecin

wt

mpht :
S0pgimi
YRUTO

Yyku70 mph1
100 pgiml
yku80 Ly

. 100 pgiml’

yku80 mph1
ligd

lig mph1

50ug/ml

Abbildung 8: Sensitivitdt von Mutanten des non homologous end joining gegentiber MMS,
4-NQO und CPT. Die jeweiligen Stdmme wurden, wie in Material und Methoden beschrieben,
auf die Platten mit den Chemikalien getropft (Konzentration angegeben unter der
jeweiligen Einzel- und Doppelmutante mit mphT).
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Da, wie vorn beschrieben, in einigen Fallen die enzymatische Prozessierung der
Doppelstrangbruchenden durch spezialisierte Polymerasen notwendig ist, kann
spekuliert werden, dass auch Ku Einfluss auf die Wirkungsweise der Translasions-
polymerase { nimmt, die fir einen GroBteil spontan auftretender DNA-Lasionen in
Hefe von Bedeutung ist (Harfe und Jinks-Robertson 2000).

Aber auch bei den Sensitivitaten (Abbildung 8) der Mutanten des non homologous
end joining gegeniber den verschiedenen DNA-schadigenden Agenzien zeigen sich
keine Auffalligkeiten. Die jeweiligen Doppelmutanten zeigen eine Sensitivitat, die am
ehesten als Additivitat einstufbar ist.

Beide Untersuchungen legen mit groBer Wahrscheinlichkeit nahe, dass MPH1 nicht
in die Prozessierung von Substraten des non homologous end joining involviert ist.

mph1 ist hypostatisch zu rad517, rad52 und rad55

Doppelstrangbriche kénnen, wie oben ausfihrlich erldutert, durch die Proteine
der homologen Rekombination repariert werden. Wahrend bei friheren Bestim-
mungen der Mutationsrate von rad52 mph1 eine Additivitdt beobachtet wurde
(Scheller et al. 2000), zeigen die in dieser Arbeit mehrfach wiederholten Messungen,
dass rad52 wohl eher epistatisch zu mph1 ist (Tabelle 10). Dies wird auch durch die
Bestimmung der Sensitivitat gegentber MMS, 4-NQO und CPT gestitzt (Abbildung 9,
Scheller et al. 2000).

Tabelle 10: Einfluss von rad52 auf den mph1-Mutatorphénotyp im Canavanin-

vorwartsmutationssystem.

Stamm Mutationsrate Faktor Stamm Mutationsrate Faktor

wt 1) 4.2+0.57*107 1 rad52 1) 37.6+4.4%107 8.9
2) 1.0£0.17*10” 1 2) 5.5+0.8*10” 5.5
3) 2.9+0.44%107 1 3) 44.3+5.5*%107 15.3
4) 12.7+2.1*%107 1 4) 126.0+16.3*10” 9.9
5) 3.6+0.50*107 1 5) 36.3+4.2*10” 10.1
6) 4.0+0.6*10” 1 6) 30.8+4.1*10” 7.7
7) 5.5+0.77*10” 1 7) 63.8+7.8*10” 11.6

mph1 1) 29.5+3.3*%10” 7 rad52 mph1 1) 44.4+5.2*10” 10
2) 4.6+0.62*10” 4.6 2) 7.2+1.0%10” 7.2
3) 30.1+3.6*10” 104 3) 37.9+4.7*10” 13.1
4) 86.6+9.9%107 6.8 4) 70.2+9.3*10” 5.5
5) 24.4+2.7%10” 6.7 5) 34.2+4.1*10” 9.5
6) 21.2+2.7*10” 5.3 6) 18.4+2.5*10” 4.6
7) 30.3+4.3*10” 5.5 7) 50.1+6.3*10” 9.1

Die unterschiedlichen Experimente, in denen wt und mph1 jeweils als interne Kontrolle
mitgezogen wurden, sind durch die Indices 1)- 7) angegeben. Die Faktoren wurden durch
Normalisierung der Mutantenmutationsraten zur wt-Mutationsrate in dem jeweiligen
Experiment berechnet. Die Fehler geben die Standardabweichungen laut der Berechung
nach Lea und Coulson 1948 wieder.

Um die VerknlUpfung von mph1 mit der Reparatur von Doppelstrangbriichen weiter
zu verifizieren wurde die genetische Interaktion mit weiteren Proteinen der HR, und
zwar mit rad51, rad55, rad54 und rad57 untersucht. Tabelle 11 zeigt eine Zusammen-
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fassung aller Mutationsraten. Wie bereits bei rad52 beschrieben, ist mph1 epistatisch
zu rad51 und rad55. rad54 zeigt wie die anderen Mutanten der HR selbst eine erhdhte
Mutationsrate, in der Doppelmutante ist die Mutationsrate fast additiv zu den beiden
Einzelmutanten. rad57 verhalt sich als einziges Gen anders. Die Mutationsrate liegt
unterhalb von der des Wildtyps. AuBerdem wird die Mutationsrate in der Doppel-
mutante deutlich unter den mph7-Wert erniedrigt (Tabelle 11).

Tabelle 11: Einfluss von Mutationen aus der homologen Rekombination auf den mph1-
Mutatorphanotyp im Canavaninvorwartsmutationssystem

Stamm Mutationsrate Faktor Stamm Mutationsrate Faktor
wt 1) 3.0+0.43*10” rad51 1) 28.3+3.3*10” 9.4
2) 4.2+0.56*10” 2) 41.6+4.5*10" 9.9

_ e

3) 4.0+0.60*107 rad51 mphi 1) 30.8+3.6*10” 10.3
4) 12.7+2.1*10” 2) 37.4x4.1*107 8.9
5) 2.5+0.34*10” 1 rad55 3) 30.5+3.4*107 7.6
mph1 1) 25.5£2.9%10” 8.5 rad55 mph1 3) 30.9+3.5*107 7.7
2) 27.8+3.0*10” 6.6 rad57 4) 8.7+1.2*107 0.68
3) 21.2+£2.7*10” 5.3 rad57 mphi 4) 42.4+5.0*107 3.3
4) 86.6+9.9*10” 6.8 rad54 5) 23.2+2.7*107 9.3
5) 17.4x1.1*%107 7.0 rad54 mphi 5) 31.6+3.6*10” 12.6

Die unterschiedlichen Experimente, in denen wt und mph1 jeweils als interne Kontrolle
mitgezogen wurden, sind durch die Indices 1)- 5) angegeben. Die Faktoren wurden durch
Normalisierung der Mutantenmutationsraten zur wt-Mutationsrate in dem jeweiligen
Experiment berechnet. Die Fehler geben die Standardabweichungen laut der Berechung
nach Lea und Coulson 1948 wieder.

In Abbildung 9 sind die Sensitivitaiten dieser Mutanten gezeigt. Neben der
beobachteten Epistasis von rad52 zu mph1 (Scheller et al. 2000), zeigt sich, dass auch
rad51, rad55 und rad54 epistatisch zu mph1 sind. Wiederum fallt rad57 aus der
Gruppe heraus: rad57 ist nicht sensitiver als der Wildtyp und die Doppelmutante ist
additiv.

Die Mutationsraten und die Sensitivitaiten zeigen, dass mphl hypostatisch zu
Mutanten der homologen Rekombination ist. Diese Epistasis deutet an, dass Mph1 als
auch die Proteine der HR an der Prozessierung des gleichen Substrates, namlich
Doppelstrangbriichen, beteiligt sind. Doppelstrangbriiche treten, wie eingangs be-
schrieben, bei der Meiose auf. Eine Rolle von MPH1 bei der Prozessierung von Doppel-
strangbriichen in der Meiose ist eher unwahrscheinlich, da die Sporentberlebensrate
in mph1-Mutanten in etwa der von Wildtypzellen entspricht (Scheller et al. 2000). Eine
Rolle von MPHT1 in der ,klassischen” Doppelstrangbruch-Reparatur erscheint auch
unwahrscheinlich, da mphi-Zellen nicht sensitiv gegentber IR sind (Scheller et al.
2000). AuBerdem lassen sich Deletionsmutanten im mphi-Stammhintergrund nicht
merklich schwieriger als mit Wildtypzellen konstruieren. Der rad57-Phanotyp hebt sich
von den anderen Phanotypen ab. Rad57 wirkt als Heterodimer mit Rad55 bei der
Stabilisierung des Rad51-ss-DNA-Filamentes mit, wobei Rad55 die Interaktion zu Rad51
herstellt und dadurch Rad57 indirekt an den Komplex gebunden wird (Johnson und
Symington 1995). Man mag spekulieren, dass die Epistasis von mph7 nur zu den
Mutanten der HR beobachtbar ist, die direkt bei der Ausbildung und Stabilisierung des
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Rad51-ss-DNA Filamentes eine Rolle spielen. Der Ausfall von RAD52 oder RAD55
wirde die Bildung des Rad51-ss-DNA-Filamentes entweder verhindern oder
destabilisieren, wodurch der Phanotyp von rad57 beobachtbar ist. Der Ausfall von
RAD57 sollte dann primar den mph1-Phanotyp nicht beeintrachtigen, was bei den
Sensitivitaten auch beobachtet werden kann (Abbildung 9). Die erniedrigte
Mutationsrate von rad57 in unserem Stammhintergrund steht nicht im Einklang mit
Literaturdaten (Rattray et al. 2002). Eine Hintergrundmutation kann derzeit nicht
ausgeschlossen werden.

YPD MMS 4NQO Camptothecin

mpht
0.75pg/mi S0pg/mi
rad51 {

rad51 moh1 MOSNEES

rad52

1ug/ml
nach 6 Tagen

0. pgml

rad52 mph1

0.075ugiml Tpg/ml
rad55

rad55 mph1
rad57

rad57 mph1 (') \w)

rocs4

reci§4 mpht ) O
0.00075% ‘ 0.05 pgiml 0.1 pgiml

Abbildung 9: Sensitivitdt von Mutanten der homologen Rekombination gegentiber MMS,
4-NQO und CPT. Die jeweiligen Stamme wurden, wie in Material und Methoden beschrieben,
auf die Platten mit den Chemikalien getropft (Konzentration angegeben unter der
jeweiligen Einzel- und Doppelmutante mit mph1).

MPH1 ist nicht defekt in der mitotischen Rekombination

Obwohl die bereits erwdahnten Phdnotypen von mphl (Sporenlberlebensrate,
fehlende IR-Sensitivitdat) gegen eine Involvierung von MPH1 in der Meiose bzw. der
Jklassischen” HR sprechen, wurde untersucht, ob mph7-Mutanten Defekte in der
heteroallelischen mitotischen Rekombination zeigen. Wirde die VerknUpfung von
MPH1 mit der HR in der Reparatur von Doppelstrangbriichen liegen, dann sollte die
spontane mitotische Rekombination, wie auch in den HR-Mutanten, beeintrachtigt
sein. Man erwartete dann einen Hyporekombinationsphanotyp fir mphil. Die
mitotische Rekombination von mph1-Diplonten wurde wie in Dora et al. 1999
beschrieben (S. 32), gemessen. Die jeweiligen Haplonten (NLBL1 und NLBL3) tragen
unterschiedliche Allele von verschiedenen Markern, fur die sie auxotroph sind. Nur die
Diplonten kénnen unter den jeweiligen Selektivbedingungen Kolonien hervorbringen,
wenn bei einem der Allele die Wildtypsequenz wieder hergestellt wurde, was durch
homologe Rekombination (z. B. nach dem erlduterten Modell der DSBR) mdglich ist.
Die Rekombinationsrate von mphi-Diplonten wurde fUr drei verschiedene hetero-
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allelische Marker untersucht. Um zu zeigen, dass mit diesem System bereits bekannte
Phanotypen reproduziert werden koénnen, wurde sgs7, fir das ein Hyperrekom-
binationsphadnotyp bekannt ist (Watt et al. 1996), innerhalb der Versuchsreihe mitge-
fahrt und auch die mph1 sgs1-Mutante untersucht.

Tabelle 12: Spontane mitotische Rekombinationsrate von homozygoten Wildtyp-, mph1-,
sgs71-und sgsT mph1-Diplonten.

Diplont HIS7 LYS2 MET13

Rate Faktor Rate Faktor Rate Faktor
Wildtyp 1.9+0.31*107 1 9.+1.3*10” 1 15.9+£1.9*10” 1
mph1 2.2+0.35*107 1.2 17.6+£2.2*107 1.8 19.9+2.4*10” 1.3
sgs1 36.2+4.6*107 19.1 58.3+6.1*10" 6.0 108+12*107 6.8
sgs! mph1 67.0£7.9%¥107 35.3 133+14*107 13.7 189+20*107 11.9

Die Faktoren wurden durch Normalisierung der Mutantenrekombinationsrate zu der des
Wildtyps berechnet. Die Diplonten wurden aus NLBL1 und NLBL3-Derivaten konstruiert (vgl.
S. 32). Die Fehler geben die Standardabweichungen laut der Berechung nach Lea und
Coulson 1948 wieder.

In Tabelle 12 sind die spontanen mitotischen Rekombinationsraten von mph1, sgs1
und sgsT mph1 gezeigt. Bei sgs1 ist die Rekombinationsrate bei den drei untersuchten
Markern jeweils groBer als die des Wildtyps. Der Hyperrekombinationsphanotyp
konnte damit reproduziert werden. Da dieser Phanotyp durch eine zusatzliche
Deletion der homologen Rekombination wieder aufgehoben werden kann (Onoda et
al. 2001), wurde fur Sgs1 eine antirekombinogene Funktion postuliert. Fir die mph7-
Mutante konnte eine Rekombinationsrate beobachtet werden, die mit der des
Wildtyps vergleichbar ist. Bemerkenswert ist der synergistische Anstieg der mitotischen
Rekombinationsrate in der sgs? mphi1-Mutante. mphl zeigt einen Hyperrekom-
binationsphédnotyp im sgs7-Stammhintergrund. Anders ausgedriickt: Das Vorhan-
densein von Sgs1 kann den Hyperrekombinationsphdanotyp von mph1 unterdriicken.
sgs1-Haplonten zeigen neben der erhéhten heteroallelischen Rekombinationsrate
auch einen erhéhten Schwesterchromatidaustausch (SCE) (Onoda et al. 2000), dass
heiBt, in SGS7-Zellen findet der Austausch von genetischem Material vom Schwester-
chromatid weniger statt. Dies konnte andeuten, dass die rekombinative Auflésung des
in mphi-Zellen auftretenden Substrates (unter Zuhilfenahme der Proteine der
homologen Rekombination und der Information vom Schwesterchromatid) durch die
Anwesenheit von Sgs1 unterdrickt wird. Im sgs7-Hintergrund wird dieses Substrat
dann rekombinativ prozessiert.

mph1 zeigt keinen Hyporekombinationsphanotyp, wodurch die Hypothese, dass
MPH1 nicht in der ,klassischen Reparatur” von Doppelstrangbrichen beteiligt ist,
bekraftigt werden kann. Wahrscheinlicher ist eine Rolle von MPH1 in einem Weg, der
den Informationsaustausch vom Schwesterchromatid férdert, wobei die Proteine der
homologen Rekombination involviert sind. In mph7-Diplonten wird kein Effekt
beobachtet, weil die Rekombination zwischen den homologen Chromosomen nicht
beeintrachtigt ist und Sgs1 bevorzugt den Schwesterchromatidaustausch verhindert. In
sgs1 mph1-Diplonten kdme es dann zu dem ausgepragten Hyperrekombinations-
phanotyp, weil der Schwesterchromatidaustausch nicht mehr verhindert wirde.
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MPHT und MRET1

Fir den MRX-Komplex wird postuliert, dass seine Bedeutung in der Reparatur und
der Signalweiterleitung von Doppelstrangbriichen liegt, speziell solchen, die bei der
Replikation auftreten (D'’Amours und Jackson 2002). Unterstitzt wird diese Hypothese
dadurch, dass mrel1, rad50 und xrs2-Zellen zwar sensitiv gegeniber IR sind, was
zunachst zu deren Einordnung in die RAD52-Epsitasisgruppe flhrte, aber keinen
Defekt in der spontanen mitotischen heteroallelischen Rekombination zeigen.
Vielmehr zeigen die Diplonten einen Hyperrekombinationsphanotyp. Ein solcher
Effekt wurde fur Proteine postuliert, die eine Rolle beim Informationsaustausch vom
Schwesterchromatid spielen. In den diploiden Mutanten kénnte die DNA-Lasionen
durch die Information des homologen Chromosoms umgangen werden (Alani et al.
1990, Bressan et al. 1998, lvanov et al. 1992). Dieselbe Erklarung kénnte auch fur den
Hyperrekombinationsphanotyp von mph1 im sgs7-Hintergrund zutreffen.

Tabelle 13: Einfluss von mre11 auf den mph1-Mutatorphanotyp im Canavanin-

vorwartsmutationssystem.
Stamm Mutationsrate Faktor Stamm Mutationsrate Faktor
wt 1) 4.5+0.59%10" 1 mrell 1) 12.3+1.6*107 2.7
2) 3.7+0.51*10” 1 2) 22.5+2.1*107 6.1
3) 2.5+0.4*107 1 3) 16.1+2.0*10” 6.4
mph1 1) 27.7+3.4%10” 6.2 mrell mph1 1) 58.5+6.7%107 13.0
2) 24.1+2.7*10” 6.5 2) 74.4+8.8*107  20.1
3) 12.4+1.6*10” 5.0 3) 44.6+5.4*107 17.8

Die unterschiedlichen Experimente, in denen wt und mphT jeweils als interne Kontrolle
mitgezogen wurden, sind durch die Indices 1)- 3) angegeben. Die Faktoren wurden durch
Normalisierung der Mutantenmutationsraten zur wt-Mutationsrate in dem jeweiligen
Experiment berechnet. Die Fehler geben die Standardabweichungen laut der Berechung
nach Lea und Coulson 1948 wieder.

Fur die Untersuchung der genetischen Interaktion von mre11 und mph1 wurde von
den jeweiligen Mutanten zunachst die Mutationsrate bestimmt (Tabelle 13). Die
mrel1-Mutante zeigt in unserem Stammhintergrund (CEN.PK2) den bereits in der
Literatur beschriebenen Wachstumsdefekt (nicht gezeigt, Ajimura et al. 1993).
AuBerdem konnte der Mutatorphanotyp von mrel1 reproduziert werden (Chen und
Kolodner, 1999). Der Mutatorphanotyp der Doppelmutante ist synergistisch zu mre11
und mphl. Wenn man fir Mre11 annimmt, dass es beim Zusammenhalten von
Schwesterchromatiden eine Rolle spielt (Hopfner et al. 2002), dann sollte in mre11
Mutanten die Umgehung von DNA-Lasionen Uber den Informationsaustausch des
Schwesterchromatids schlechter moéglich sein, und dafir - wie der Mutatorphanotyp
andeutet - Uber Translasionssynthese erfolgen. In mph7-Mutanten werden DNA-
Lasionen ebenfalls mutagen umgangen (Scheller et al. 2000). Wir postulieren nun, dass
far die Umgehung von DNA-Lasionen Uber den Informationstransfer vom Schwester-
chromatid ebenfalls Mph1 benétigt wird. Der Ausfall von zwei Proteinen, die in
diesem Prozess involviert sind, fihrt dann zu dem beobachteten synergistischen
Mutatorphanotyp.
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Abbildung 10: Sensitivitdt von mre11 und mre11 mph1 gegenlber MMS, 4-NQO und CPT.
Die jeweiligen Stdmme wurden, wie in Material und Methoden beschrieben, auf die Platten

mit den Chemikalien getropft (Konzentration angegeben unter der jeweiligen Einzel- und
Doppelmutante mit mph7).

Bei den Sensitivitaten zeigt sich, dass mph1 epistatisch zu mre11 ist. Durch die
Dauerinkubation der Mutanten mit den DNA-schadigenden Agenzien missen die
Zellen nicht nur mit spontan auftretenden Schaden, sondern auch mit den zusatzlich
herbeigefihrten DNA-Ldsionen umgehen. Hierbei entstehen Schaden, wie z.B.
Doppelstrangbriiche, fur die Mph1 und im besonderen Mre11 benétigt werden, wie
die Sensitivitaten der Einzelmutanten zeigen. Die Daten der Mutationsrate sprechen
dagegen, dass Mph1 zum MRX-Komplex gehort. Die Epistasis bei den Sensitivitaten
ware unter der Annahme, dass beide Proteine an der Prozessierung desselben
Substrates beteiligt sind, am plausibelsten erklarbar. Um die unterschiedlichen
Phanotypen der mrell mphi-Doppelmutante besser zu verstehen, sollte man in
Betracht ziehen, dass Mre11 nicht als singulares Protein beschrieben wird, sondern im
Komplex mit Rad50 und Xrs2, wie u. a. Epistasisanalysen zeigen (Usui et al. 1998,
Game und Mortimer 1974). Durch weiterfihrende genetische Interaktionsstudien von
mph1 mit rad50 und auch mit mre11-58, einer Mutante von Mre11, die noch DNA-
Bindeaktivitat besitzt, aber in vitro keine Exo- und Endonukleaseaktivitat mehr zeigt
(Tsubouchi und Ogawa 1998), kénnten RUckschllsse gewonnen werden, ob die
beobachteten Phanotypen auf die biochemische Aktivitdat des Komplexes und/oder auf
die postulierte Funktion des Komplexes beim Zusammenhalten/Uberbriicken von
Schwesterchromatiden beruht.

RADG6-Epistasisgruppe

Der Begriff postreplikative Reparatur (PPR) wurde 1964 von Howard-Flanders in
E. coli gepragt, um das Phdnomen zu beschreiben, dass nach UV-Bestrahlung mit gros-
seren Einzelstranglicken vorliegende DNA durch weitere Inkubation wieder zu hoch-
molekularer DNA zusammengefiigt wird (Howard-Flanders et al. 1664). Ahnliche
Experimente in Hefe haben gezeigt, dass dieses Phdanomen auch hier zu beobachten
ist (Prakash 1976) und das hierfur die Gene der RAD6-Epistasisgruppe erforderlich sind
(Friedberg et al. 1995).

Die PRR wird in drei Untergruppen aufgeteilt (Xiao et al. 2000). Beim fehler-
behafteten Zweig (error-prone), zu dem REV3, REV7 und REV1 gehoéren, werden die
DNA-Lasionen durch Translasionssynthese umgangen. Der fehlerfreie Zweig (error-
free), fur den postuliert wird, dass die Schaden unter Zuhilfenahme der Information
des Schwesterchromatids umgangen werden (Lawrence 1994), wird nochmals unter-
teilt in den RAD5/MMS2/UBC13- und RAD30-abhangigen Weg. Fur all diese Unter-
gruppen sind RAD6 und RAD18 notwendig (Cassier-Chauvat und Fabre 1991).
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RADG6 kodiert fur ein ubiquitin-konjugierendes Enzym (E2), dass zusammen mit
dem RAD18-Genprodukt - Gber dessen RING-Finger-Domane - ein Heterodimer bildet
(Jentsch et al. 1987, Bailly et al. 1997). Rad18 ist ein DNA-bindendes Protein, welches
durch die Heterodimer-Bildung Rad6 zur DNA rekrutiert (Bailly et al. 1994, Bailly et al.
1997). Rad18 kann auch mit Rad5 Uber dessen RING-Finger-Domane interagieren
(Ulrich und Jentsch 2000). RAD5 kodiert fUr ein Protein der Snf2/Swi2-Familie mit DNA-
Helikasedoméane (Pazin und Kadonaga 1997, Johnson et al. 1992) und einer ss-DNA-
abhangigen ATPase-Aktivitdt (Johnson et al. 1994). Es interagiert mit dem
Mms2/Ubc13-Komplex, einem Ubiquitin-konjugierenden Komplex, der K63-verkntpfte
Multiubiquitinketten bilden kann (Hofmann und Pickart 1999, Ulrich und Jentsch
2000). Die Verknupfung fur Polyubiquitinketten als Markierung zum proteolytischen
Abbau erfolgt Gber Lysin 48.

REV3 und REV7 kodieren fur die error-prone Translasionspolymerase ¢ (Nelson et al.
1996a), die zwar ineffizient im Uberlesen von Schaden ist, aber effizienter als alle
anderen bekannten Polymerasen fehlgepaarte Primerenden verlangern kann (Johnson
et al. 2000, Haracska et al. 2001, Haracska et al. 2003). Vermutlich erfordert die Trans-
lasionssynthese (TLS) zwei Polymerasen: eine, die das Nukleotid gegenlber dem
Schaden inseriert und Pol ¢, die dann das fehlgepaarte Ende verlangert (Prakash und
Prakash 2002). Rev1 ist eine Deoxycytidyltransferase, die bevorzugt Cytosin gegentber
einer AP-site einbaut (Nelson et al. 1996b, Nelson et al. 2000).

RAD30, kodierend fir Polymerase n, kann effizient Gber Thymindimere mit hoher
Genauigkeit hinweglesen, indem zwei Adenine eingebaut werden (Johnson et al.
1999, Washington et al. 2000), weswegen sie in den error-free Zweig eingeordnet
wird. Sie ist aber ebenfalls an der mutagenen Prozessierung von Pyrimidin 6-4-
Photoaddukten beteiligt.

Srs2, eine DNA-Helikase (Rong und Klein 1993) reprasentiert ein ungewodhnliches
Mitglied der PRR. So konnte H. Ulrich zeigen, dass die Suppression der rad6- und
rad18-UV-Sensitivitat durch srs2, die durch homologe Rekombination bedingt ist
(Schiestl et al. 1990), spezifisch den RAD5/UBC13/MMS2-Weg betrifft (Ulrich 2001). Es
wird postuliert, dass Srs2 ein Substrat bildet und dessen Reparatur Uber die HR
verhindert, dafir aber dem fehlerfreien RAD5/MMS2/UBC13-Weg oder der REV3-
abhangigen Translasionssynthese den Vorzug gibt (Aboussekhra et al. 1989, Xiao et al.
1999, Ulrich 2001).

Auch far POL30, kodierend fir PCNA, wurde eine Funktion im error-free Zweig der
PRR parallel zu RAD5 postuliert (Torres-Ramos et al. 1996, Xiao et al. 2000). So wurde
kirzlich von Hoege et al. sowie Stelter und Ulrich gezeigt, dass PCNA das Substrat der
Rad6-Ubiquitinierung ist, aber auch der small ubiquitin-like modifier (SUMO) bei der
Regulation von PCNA bei DNA-Replikation und Reparatur eine Rolle spielt. Die
Autoren postulieren, dass die Sumoylierung flur die normale Replikation von
Bedeutung ist und das die nach DNA-Schadigung stattfindende Ubertragung eines
Monoubiquitins durch den Rad6/Rad18-Komplex die REV3- oder RAD30- abhangige
Translasionssynthese bedingt. Der Rad5/Mms2/Ubc13-Komplex kann dies zu einer
Multiubiquitinkette modifizieren, was zur fehlerfreien Umgehung der DNA-Lasion -
unter Ausnutzung der Information vom Schwesterchromatid - fuhrt (Hoege et al.
2002, Stelter und Ulrich 2003).
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Das kurzlich charakterisierte MGS7-Gen, das fir eine DNA-abhangige ATPase
kodiert und ss-annealing-Aktivitat zeigt, wurde aufgrund genetischer Interaktionen
auch in die PRR eingeordnet. Es wird postuliert, dass es fur die Aufrechterhaltung der
DNA-Topologie an arretierten Replikationsgabeln bendtigt wird (Hishida et al. 2001,
Hishida et al. 2002, Branzei et al. 2002).

Der mph1-Mutatorphanotyp ist vom error-prone Zweig abhangig und wird durch rad5
reduziert

Da fur die postreplikative Reparatur eine Rolle bei der Umgehung von DNA-
Schaden wahrend der Replikation diskutiert wird, sollte die genetische Interaktion von
mph1 mit Genen aus diesem Reparaturweg analysiert werden. Zusatzlich zu RADS6,
REV3 und MMS2, die bereits in Scheller et al. 2000 untersucht wurden, wurden
Mutanten von RAD18, UBC13, RAD5, REV7 und REV1 konstruiert, die Mutationsraten
bestimmt und die Sensitivitdt gegentiber DNA-schadigende Agenzien untersucht.

Tabelle 14: Einfluss von Mutationen aus der postreplikativen Reparatur auf den mph1-
Mutatorphadnotyp im Canavaninvorwartsmutationssystem.

Stamm Mutationsrate Faktor Stamm Mutationsrate Faktor
wt 1) 2.4+0.39%107 1 mph1 1) 27.0+3.3*107 11.3
2) 3.8+0.53*10” 1 2) 35.1+4.2*10” 9.2
3) 3.0+0.41*10” 1 3) 21.8+2.4*10” 7.3
4) 2.9+0.46*107 1 4) 32.2+3.1*%107 11.1
5) 2.5+0.34*10” 1 5) 17.4+1.1*10” 7.0
rad5 1) 5.1+0.89*10” 2.1 mms2 1) 16.1+£2.2*10” 6.7
2) 9.8+1.2*10” 2.6 mms2 mph1 1) 37.6+4.4%10” 15.7
3) 5.1+0.77*10” 1.7 ubci13 1) 14.8+1.8*%107 6.2
rad5 mpht 1) 10.8+1.6*10” 45 2) 15.9+1.8*10” 4.2
2) 17.6+2.1*10” 4.6 ubc13 mpht 1) 21.4+2.6%107 8.9
3) 10.6+1.3*10” 3.5 2) 35.8+3.9*10” 9.4
radé 1) 7.1£1.1*107 3.0 revl 3) 1.1+0.27*107 0.37
radé mphi 1) 2.6+0.45*10” 1.1 revl mpht 3) 6.4+0.81*107 2.1
radi18 1) 11.8+1.7*%107 49 rev7 5) 1.6+0.24*107 0.6
rad18 mph1 1) 6.7+0.95*10” 2.8 rev7 mpht 5) 4.9+0.67*10" 2.0
mgs1 4) 4.9+0.77*107 1.7
mgs1 mph1  4) 45.7+5.5*10" 15.8

Die unterschiedlichen Experimente, in denen wt und mphT jeweils als interne Kontrolle
mitgezogen wurden, sind durch die Indices 1)- 5) angegeben. Die Faktoren wurden durch
Normalisierung der Mutantenmutationsraten zur wt-Mutationsrate in dem jeweiligen
Experiment berechnet. Die Fehler geben die Standardabweichungen laut der Berechung
nach Lea und Coulson 1948 wieder.

Der mphi1-Mutatorphanotyp ist REV3-abhangig (Scheller et al. 2000). Es ist daher
nicht erstaunlich, dass die mph7-Mutationsrate, wie in Tabelle 14 zu verfolgen, durch
rad6 und rad18 supprimiert wird, da das Rad6/Rad18-Heterodimer fur die Initiation
der TLS benétigt wird. Da Rev7 zusammen mit Rev3 die Polymerase ¢ bilden, ist auch
hier nicht verwunderlich, dass eine Suppression beobachtet werden kann. Auch die
zusatzliche Deletion von REV1 im mph1-Stammhintergrund schafft den Mutator-
phanotyp ab. Fir Rev1 wird eine Rolle in der Prozessierung von AP-sites angenommen
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(Nelson et al. 2000). Obwohl auf Grund der Daten, die mit apn7 und apn2 erhalten
wurden, postuliert werden kann, dass der mphi-Mutatorphdnotyp u.a. von nicht
reparierten AP-sites hervorgerufen wird, so zeigt sich durch die rev7-Suppression, dass
die Rolle von Rev1 weitreichender sein muss (Nelson et al. 2000, Haracska et al. 2001).

Ein ahnlicher Effekt wurde auch fir die rad5 mph1-Doppelmutante gefunden. rad5
selbst zeigt einen leichten Mutatorphanotyp, der rev? (Tabelle 14), aber auch srs2- und
rev3-abhangig, ist (Liefshitz et al. 1998). Die Doppelmutante zeigt eine zu mphit
erniedrigte Mutationsrate. mms2 und ubc13 zeigen ebenfalls einen Mutatorphanotyp,
der aber starker als der von rad5 ist (Tabelle 14, Broomfield et al. 1998, Stelter und
Ulrich 2003). Wahrend die mms2 mph1-Doppelmutante einen additiven Phanotyp
zeigt, wird die mph1-Mutationsrate durch die ubc713-Deletion partiell reduziert. Der
Wert sinkt aber nicht unter den Wert von ubc13. Obwohl Mms2 und Ubc13 als
Komplex vorliegen und epistatisch zueinander sind (Hofmann und Pickart 1999),
deuten diese unterschiedlichen Phdnotypen an, dass das Fehlen der jeweiligen
Genprodukte unterschiedliche Auswirkungen hat.

Die Mutanten der RADG6-Epistasisgruppe zeichnen sich durch eine verstarkte UV-
Sensitivitat aus (Lawrence 1994), weshalb diese Mutanten auch auf die UV-Sensitivitat
untersucht wurden. Die Phanotypen der Doppelmutanten sind bzgl. UV-Bestrahlung
(Abbildung 11) und auch der Sensitivitdt gegentiber MMS, 4-NQO und CPT (Abbildung
12) additiv. Der Phanotyp der mgs? mph1-Mutante verhalt sich additiv, sowohl bzgl.
des Mutatorphanotypes als auch der Sensitivitat gegenlber den DNA-schadigenden
Agenzien (Abbildung 12).
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Abbildung 11: Sensitivitat von Mutanten der postreplikativen Reparatur gegentiber UV-
Bestrahlung. Die jeweiligen Stdmme wurden, wie beim Drop-dilution Assay beschrieben
(S.31), angezogen und auf 1 x 10’ Zellen/ml eingestellt. 50 pl davon wurden auf die Platte
aufgetragen und zu einem Strich verteilt. Die Zellen wurden mit einer kalibrierten UV-Lampe
bestrahlt (die Zahlen rechts neben der jeweiligen Platte geben die Bestrahlungszeiten in
Sekunden an; Bestrahlungsdauer von 45 Sekunden entspricht 25 J/m’) und sofort im dunkeln
flr 2 Tage bei 30 °C inkubiert.

Die Untersuchung der Sensitivitaten zeigt, dass die mphi1-Deletion in allen Fallen
die Sensitivitat der betreffenden PRR-Mutante verstarkt (Abbildung 11, Abbildung 12).
Hieraus geht hervor, dass MPH1 nicht zur RAD6-Epistasigruppe gehort.
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Abbildung 12: Sensitivitat von Mutanten der postreplikativen Reparatur gegentiber MIMS,
4-NQO und CPT. Die jeweiligen Stdmme wurden wie in Material und Methoden beschrieben
auf die Platten mit den Chemikalien getropft (Konzentration angegeben unter der
jeweiligen Einzel- und Doppelmutante mit mph7).

Die Daten von apnl1 mph1 und apn1 apn2 mph1 zeigen, dass in Abwesenheit von
mph1 DNA-Lasionen, die normalerweise fehlerfrei von MPH1 prozessiert werden, Uber
Translasionssynthese umgangen werden. Der starke Synergismus von rev7 (Abbildung
12) und rev3 (Abbildung 5, S. 40; Scheller et al. 2000) zu mph1 zeigt, dass das zusatz-
liche Blockieren der TLS in Anwesenheit von DNA-schadigenden Agenzien zum ver-
starkten Zelltod fuhrt. Die Epistasis von rev3, revl, rev7, rad6 und radi8 bzgl. des
mph1-Mutatorphanotypes beruht darauf, dass die Ausprdagung des Mutator-
phanotypes einen intakten error-prone Ast der postreplikativen Reparatur erfordert
und ist wohl ein Hinweis auf eine enge Interaktion zwischen MPH1 und der PRR.

Warum wird der mph7-Mutatorphanotyp auch durch rad5 verringert, welches dem
error-free Ast zugeordnet wird? Produziert Rad5 ein Intermediat, dass zumindest

56



ERGEBNISSE

partiell Uber den MPH1-Weg (und damit auch Uber die Proteine der homologen
Rekombination) fehlerfrei bearbeitet wird? In Abwesenheit von Mph1 kann/muss
dieses Substrat von der Translasionssynthese prozessiert werden, was u. a. zum mph1-
Mutatorphanotyp beitragt. Aber auch Rad5 - im Komplex mit Mms2/Ubc13 -
prozessiert auftretende DNA-Lasionen fehlerfrei. Da rad5-Mutanten selbst einen
leichten spontanen Hyperrekombinationsphanotyp zeigen (ektopische Genkonversion,
Liefshitz et al. 1998), der von rad57 und rad52 abhangig ist, wird postuliert, dass das
entstehende Intermediat Gber Rekombination aufgel6st wird. Wenn in der rad5 mph1-
Mutante dieses Intermediat gar nicht erst gebildet wirde und die DNA-Lasionen durch
einen alternativen fehlerfreien Mechanismus - z. B. durch Pol n, umgangen werden,
ware die Reduktion des mphi-Mutatorphanotypes erklarbar. Das Pol n - parallel zu
Rev3 - in Abwesenheit der fehlerfreien PRR eine Rolle spielt, lasst der synergistische
Phanotyp von rad5 und rad30 in der schadensinduzierten Mutagenese vermuten
(McDonald et al. 1997).

Durch diese Hypothese lieBBe sich auch die beobachtete Hypostasis des rad57 bzw.
rad51 mph1-Mutatorphanotypes zu rad5 erklaren (Tabelle 15). Neben der Rolle eines
alternativen fehlerfreien Weges parallel zu Rad5/Mms2/Ub13 ware der durch rad5
reduzierte mphi- als auch der rad57- und rad57 mphi-Mutatorphanotyp durch einen
stimulierenden Effekt von Rad5 auf die TLS plausibel erklarbar. In Anwesenheit von
Rad5 findet bevorzugt die fehlerfreie Umgehung von DNA-Lasionen statt. Fallt ein
fehlerfreier Weg aus, wie fir mph1 und rad57-Mutanten postuliert, kdnnte zusatzlich
die Translasionssynthese stimuliert werden. In Abwesenheit von rad5 fallt diese
Stimulation weg, wodurch der reduzierte Mutatorphanotyp von mph1 und rad51
plausibel erscheint.

Tabelle 15: Einfluss von rad5 auf den Mutatorphanotyp von rad57 bzw. rad52 und deren
Tripelmutanten mit mph?1 im Canavaninvorwartsmutationssystem.

Stamm Mutationsrate Faktor |Stamm Mutationsrate Faktor
wt 1) 3.0+0.43*10” 1 mph1 1) 25.5+2.9%107 8.5
rad5 1) 7.4+0.99%10” 2.5 rad5 mpht 1) 11.5+£1.5%107 3.8
rad51 1) 28.3+3.3*10” 9.4 rad51 mph1 1) 30.8+3.6*107 10.3
rad5 rad51 1) 8.8+1.3*10” 2.9 rad5 rad51 mph1 1) 6.1+1.1*10” 2.0
wt 2) 4.0+0.60*10” 1 mph1 2) 21.2+2.7*10” 5.3

3) 4.5+0.59*10” 1 3) 27.7+3.4*10” 6.2
rad5 2) 8.2+1.2*10” 2.1 rad5 mpht 2) 10.3+1.5*10” 2.6
rad52 2) 30.8+4.1*10” 7.7 rad52 mphi 2) 18.4+2.5*10" 4.6
rad5 rad52 3) 24.3+3.4*10” 5.4 rad5 rad52 mph1  3) 18.7+2.6*10” 4.2

Die unterschiedlichen Experimente, in denen wt und mph1 jeweils als interne Kontrolle
mitgezogen wurden, sind durch die Indices 1)- 3) angegeben. Die Faktoren wurden durch
Normalisierung auf die wt-Mutationsrate in dem jeweiligen Experiment berechnet. Die Fehler
geben die Standardabweichungen laut der Berechung nach Lea und Coulson 1948 wieder.
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Abbildung 13: Sensitivitat von rad5-, rad51, rad52- und mph1 -Mutanten gegenlber UV-
Licht. Die jeweiligen Stdmme wurden, wie beim Drop dilution Assay beschrieben (S. 31),
angezogen und auf 1 x 10’ Z/ml eingestellt. 50 pl davon wurden auf die Platte aufgetragen
und zu einem Strich verteilt. Die Zellen wurden mit einer kalibrierten UV-Lampe bestrahlt (die
Zahlen rechts neben der jeweiligen Platte geben die Bestrahlungszeiten in Sekunden an;
Bestrahlungsdauer von 45 Sekunden entspricht 25 J/m’) und sofort im dunkeln fiir 2 Tage
(rad5 rad51 bzw. rad5 rad52) oder drei Tage (Tripelmutanten mit mph7) bei 30 °C inkubiert.

Neben der genetischen Interaktion von rad5 mit rad57 wurde auch die mit rad52
untersucht. Die Mutationsrate von rad52 (sowie rad52 mph1) wird durch die zusatz-
liche Deletion von rad5 reduziert (Tabelle 15), wenn auch nicht so deutlich wie bei
rad51. Dieser Unterschied zwischen rad57 und rad52 kann zum einen andeuten, dass
die Funktionen von Rad51 und Rad52 - bei der Umgehung von DNA-Lasionen an der
Replikationsgabel - nicht immer miteinander gekoppelt sind. Zum anderen scheint
auch Rad51 - in Abwesenheit von Rad5 - eine Einfluss darauf zu nehmen, auf welche
Art die DNA-Lasion umgangen wird.

Auch die Sensivitdten gegentber MMS, 4-NQO und Camptothecin (Abbildung 14)
und bei UV-Bestrahlung (Abbildung 13) zeigen, dass rad5 rad51 hypostatisch zu rad5 ist.
Bei rad5rad52 ist es schwer zu entscheiden, ob es sich um Additivitdit oder um
Hypostasis zu rad5 handelt. Da die Kopplung des mph7-Phanotypes an eine
funktionstlichtige homologe Rekombination bereits gezeigt wurde, verwundert es
nicht, dass die zusatzliche Deletion von MPH1 keine Auswirkung auf den rad5 rad517-
als auch rad5 rad52- Phanotyp hat.

Aus den gezeigten genetischen Interaktionen von mph1 zu Mutanten der PRR geht
hervor, dass MPH1 mit groBer Wahrscheinlichkeit nicht in die postreplikative
Reparatur eingeordnet werden kann. Trotzdem scheint es eine enge Kooperation
zwischen dem MPH1-Weg und der PRR zu geben, wie die Abhdngigkeit des mphi-
Mutatorphanotypes von rad5 und dem error-prone Zweig der PRR zeigt. Eine plausible
Erklarung fur die Reduktion des mph1-Mutatorphanotypes durch rad5 kann derzeit
nicht gegeben werden. Da aber die Funktion von MPH1 an die Proteine der
homologen Rekombination gekoppelt ist (vgl. S. 48/49) und rad5 auch Einfluss auf
deren Mutatorphanotyp und Sensitivitat hat (UV, MMS und 4-NQO), impliziert das,
dass bei der fehlerfreien Umgehung von replikationsarretierenden DNA-Lasion der
RAD5/MMS2/UBC13-Weg vor dem RAD51/RAD52- und MPH1-Weg operiert.
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YPD MMS 4NQO Camptothecin

wt
mpht
0.75ug/ml
rad5
rad5 mph1

0.0001% 50ug/mil

0.0075pg/iml

rad52

rad52 mpht

0.0005% N 0.075pg/ml Tpg/ml

rad5 rad52

0.0075pg/ml 1ugiml

rad51 mpht 5

Mg/ml

C;. 1ug/ml
rads rad51

rad5 rad51 mph1 4 \ -
L) ’ :\ 0.0001% /‘ &\ pg/mi A 1pg/mi

Abbildung 14: Sensitivitdt von rad5-, rad51, rad52- und mph1 -Mutanten gegentiber MIMS,
4-NQO und CPT. Die jeweiligen Stamme wurden, wie in Material und Methoden beschrieben,
auf die Platten mit den Chemikalien getropft (Konzentration angegeben unter der
jeweiligen Einzel- und Doppelmutante mit mph1).

Proteine mit einer Funktion
an arretierten Replikationsgabeln

Sgs1 und Top3

Sgs1 gehort zur RecQ-Familie, zu der neben RecQ aus E. coli, welches fir die
RecBCD unabhangige Rekombination bendtigt wird (Umezu et al. 1990) und rgh* aus
Schizosaccharomyces pombe auch finf humane Proteine zahlen (Gangloff et al. 1994a,
Watt et al. 1995, Stewart et al. 1997). Drei von diesen sind ursachlich mit einer
Erbkrankheit assoziiert: Beim Bloom-Syndrom fihrt der Ausfall des BLM-Proteins zum
verstarkten Auftreten von Krebs, der durch genomische Instabilitdit bedingt ist
(German et al. 1993). Das Werner-Syndrom (WRN) zeichnet sich durch frihzeitiges
Altern aus (Yu et al. 1996). Der Ausfall von RECQL4 ist mit dem Rothmund-Thomson-
Syndrom verbunden, einer Krankheit, die mit frihzeitigem Altern als auch einer
Pradisposition zu Krebs verbunden ist (Kitao et al. 1999). Zellen, isoliert von Bloom-
Patienten, zeigen eine erhdhte Frequenz von Rekombination zwischen
Schwesterchromatiden (Ellis et al. 1995). Auch sgsi-Zellen zeigen einen
Hyperrekombinationsphanotyp, der teilweise RAD52-unabhangig ist (Watt et al. 1996,
Onoda et al. 2001, Myung et al. 2001b). AuBerdem sind sgs7-Mutanten sensitiv
gegenlber einer Vielzahl von DNA-schadigenden Agenzien wie MMS, 4-NQO, HU und
UV-Licht (Mullen et al. 2000, Yamagata et al. 1998). SGS7 kodiert fir eine ATP-
abhangige DNA-Helikase der DEXH-Box-Familie mit einer 3'-5'-Polaritat (Bennett et al.
1998, Bennett et al.1999). Fur die Sensitivitdt der Mutante ist u. a. die fehlende
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Helikaseaktivitat verantwortlich (Saffi et al. 2000, Mankouri und Morgan 2001).
Biochemische Untersuchungen von BLM, Sgs1 und RecQ haben gezeigt, dass diese
Proteine ein ungewdhnliches Substratspektrum haben: Sie kdénnen u.a. auch
synthetische 3- oder 4-armige X-Strukturen entwinden (Harmon und Kowalczykowski
1998, Bennett et al. 1999, Chakraverty und Hickson 1999). Fir Sgs1 konnte gezeigt
werden, dass es in vitro auch sogenannte G-Quadruplex-DNA auflésen kann, jedoch ist
unklar, ob solche Strukturen in vivo von Bedeutung sind (Sun et al. 1999). BLM kann
auBerdem die Verschiebung (branch migration) von Holliday Junctions katalysieren
(Karow et al. 2000, Mohaghegh et al. 2001). Diese Befunde flihrten zu der Hypothese,
dass Sgs1/BLM Holliday Junctions, wie sie wahrend des Strangtransfers bei der
homologen Rekombination entstehen, entfernen kann, bevor sie von Resolvasen
geschnitten werden, und damit Rekombination verhindert. Unterstitzt wird dies
durch Befunde, dass Sgs1/BLM nach Behandlung mit DNA-schadigenden Agenzien mit
Rad51, RPA und BRCA1 kolokalisiert (Wu et al. 2001a, Bischof et al. 2001, Wang et al.
2000). Mit dieser Funktion, so wird derzeit postuliert, kébnnten die RecQ-Helikasen
entweder eine Rolle bei der Aufhebung von arretierten Replikationsgabeln und/oder
bei der Termination der Replikation haben (Gangloff et al. 1994b, Oakley und Hickson
2002). Fur Sgs1 wird auch eine Rolle im Anschalten des DNA damage checkpoint
diskutiert (Frei und Gasser 2000, Oakley und Hickson 2002, vgl. S. 79). Dies wird
unterstitzt durch den Befund, dass SGS7 in der S-Phase transkribiert wird (Cho et al.
1998) und das Sgs1 mit neusynthetisierter DNA und dem ORC (origin of replication
complex) kolokalisiert (Frei und Gasser 2000).

SGS1 wurde zum einen durch seine Interaktion mit Topoisomerasen identifiziert, als
auch durch die Fahigkeit von sgs7-Mutanten, den Wachstumsdefekt der Mutante von
Topoisomerase Il aufzuheben (sgs7: slow growth suppressor of top3; Gangloff et al.
1994a, Watt et al. 1995). Sgs1 interagiert mit seiner N-terminalen Domane mit Top3
(Gangloff et al. 1994a, Bennett et al. 2000, Ui et al. 2001). top3-Mutanten zeigen
einen RAD52-abhangigen Hyperrekombinationsphanotyp und sind sporulationsdefekt
(Wallis et al. 1989, Bailis et al. 1992). Der extreme Wachstumsdefekt von top3-
Mutanten resultiert aus einer RAD9-abhangigen Verzégerung der G2/M-Phase. In der
S-Phase, so wird postuliert, entstehen Substrate (wie z. B. Einzelstrang-DNA) und/oder
Strukturen die in top3-Mutanten nicht aufgelést werden kénnen und den DNA
damage checkpoint anschalten (Gangloff et al. 1994a, Chakraverty et al. 2001). Diese
VerknUpfung zum DNA damage checkpoint wird unterstitzt durch den Befund, dass
Top3 mit Rad53 interagiert und dass TOP3 - wie auch schon fur SGST beschrieben -
besonders stark in der S-Phase exprimiert wird (Chakraverty et al. 2001). TOP3 kodiert
fur eine Typ I-Topoisomerase, mit Homologien zu topA und topB aus E. coli, aber nicht
zu TOP1 und TOP3 aus Hefe (Wallis et al. 1989). Top3 relaxiert ineffizient negative
Uberspiralisierte (supercoiled) doppelstrangige-DNA (positive supercoiled DNA wird
nicht relaxiert), kann dafir aber sehr effizient Hemikatenane auflésen und benétigt
dazu einen Einzelstrang-DNA-Bereich (Kim und Wang 1992).

Epistasisanalysen deuten an, dass SGS7 vor TOP3 operiert. Fir den Sgs1/Top3-
Komplex wurde postuliert, dass die Sgs1-Helikase doppelstrangige DNA entwindet,
dabei den ss-DNA-Bereich fir Top3 bereitstellt (Bennet et al. 1999) und das Substrat
schafft, dass dann von Top3 aufgeldst werden kann. Die konzertierte Aktion von
Sgs1/Top3 wird mit der von sogenannten Reversen Gyrasen verglichen, die negative
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supercoiled DNA spalten und damit positive supercoiled DNA erzeugen (Gangloff et
al. 1994b). Derzeit werden zwei Funktionen fir den Sgs1/Top3-Komplex in der
Literatur diskutiert: Der Komplex kénnte als Anti-Rekombinase agieren, indem er
Katenane, wie sie bei Rekombinationsereignissen zwischen Schwesterchromatiden
entstehen kénnen, umwandelt und damit rekombinative Intermediate beseitigt (Watt
et al. 1996, Wu et al. 2001b). Der G2-Defekt von top3-Mutanten stinde aber auch im
Einklang mit der Hypothese, dass der Komplex fir die terminale Phase der Replikation
bendtigt wird (Gangloff et al. 1994b, Oakley und Hickson 2002). Der Befund, dass das
Fehlen der Funktion von TOP3 zu erheblichen Defekten bei Mauseembryos fuhrt, steht
im Einklang mit einer Funktion von Top3 bei der erfolgreichen Durchfihrung der
Replikation (Kwan und Wang 2001).

5gs7 und top3 reduzieren den mph7-Mutatorphanotyp

Fir die Untersuchung einer genetischen Interaktion von mph1 mit sgs7 und top3
wurden die Mutanten konstruiert und die Mutationsrate sowie die Sensitivitat
gegeniber den DNA-schadigenden Agenzien MMS, 4-NQO und CPT untersucht. top3-
Mutanten zeigen einen starken Wachstumsdefekt, der durch eine spontane sgs7-
Mutation unterdrickt werden kann (Gangloff et al. 1994). Um die Wahrscheinlichkeit
einer solchen spontanen sgs7-Hintergrundmutation in top3 so gering wie méglich zu
halten, wurde die top3-Mutante vor jedem Experiment frisch durch Sporulation und
Dissektion aus einem fUr top3 heterozygoten Diplonten gewonnen. Das dabei nicht
trotzdem eine sgs7-Hintergrundmutation aufgetreten ist bzw. sich angehauft hat,
kann nicht ausgeschlossen werden. Da sich aber die top3-Mutanten bei den
Sensitivitaten deutlich von den sgs7-Mutanten unterscheiden, erscheint eine sgs7-
Hintergrundmutation - bei den hier gezeigten Daten - eher unwahrscheinlich
(Abbildung 15).

Tabelle 16: Einfluss von sgs7 und top3 auf den mph1-Mutatorphanotyp im Canavanin-

vorwartsmutationssystem.

Stamm Mutationsrate Faktor Stamm Mutationsrate Faktor
wt 1) 4.5+0.59*107 1 top3 1) 12.1+£1.6*107 2.7

2) 5.4+0.76*10” 1 top3 mph1 1) 19.5+2.4*%107 4.3

3) 3.7+0.51*10” 1 sgs1 2) 12.6+2.2*10" 2.3
mph1 1) 27.7+3.4*%107 6.2 3) 12.1+1.8*10” 3.3

2) 30.3+4.3*10” 5.5 sgs1 mpht 2) 23.6+3.8*10” 4.3

3) 24.1+2.7*107 6.5 3) 16.5+2.1*107 4.5

Die unterschiedlichen Experimente, in denen wt und mphT jeweils als interne Kontrolle
mitgezogen wurden, sind durch die Indices 1)- 3) angegeben. Die Faktoren wurden durch
Normalisierung der Mutantenmutationsraten zur wt-Mutationsrate in dem jeweiligen
Experiment berechnet. Die Fehler geben die Standardabweichungen laut der Berechung
nach Lea und Coulson 1948 wieder.

Wie in Tabelle 16 zu sehen, haben sgs7 und auch top3 eine leicht erhdhte
Mutationsrate. Die durch das Fehlen der Genprodukte von SGS7 und TOP3 erzeugten
Substrate werden nicht nur rekombinativ prozessiert, wodurch der Hyperrekom-
binations-Phanotyp der Mutanten interpretiert wird, sondern fihren anscheinend
auch zu Mutationen. Der mph1-Mutatorphanotyp wird durch die zusatzliche Deletion

61



ERGEBNISSE

von sgs1 bzw. top3 erniedrigt. Wie man aus den mitotischen Rekombinationsraten von
sgs1 mph1 schlieBen kann, werden die auftretenden Substrate in Abwesenheit von
mph1 und sgs? vermehrt rekombinativ umgangen (Tabelle 12, S. 50), was die
mutagene Prozessierung und damit die erniedrigte Mutationsrate bewirken kénnte.

Bei der Untersuchung der Sensitivitaten (Abbildung 15) zeigt sich, dass sgs7 und
top3 Mutanten sensitiv gegentiber MMS und 4-NQO sind. Die in der Literatur oftmals
beschriebene HU-Sensitivitdt von sgs? kann in unserem Stammbhintergrund nicht
reproduziert werden (nicht gezeigt). Die top3 mphi-Doppelmutante verhalt sich
additiv. Der Phanotyp der sgs7 mph1-Doppelmutante ist nicht eindeutig zuordbar: Die
Einordnung schwankt zwischen marginal additiv (Abbildung 15) und epistatisch
(Abbildung 16). Auffallend ist die starke Sensitivitat von top3 gegenlber CPT, die sich
in der top3 mph1 Doppelmutante synergistisch verstarkt. Die durch Sgs1 geschaffenen
Substrate kénnen in der top3-Mutante nicht mehr aufgelést werden und fUhren zu
dem Wachstumsdefekt von top3-Mutanten (Gangloff et al. 1994). Die starke
Sensitivitat von top3 auf CPT zeigt, dass die durch CPT induzierten DNA-Intermediate
nicht mehr aufgelést werden koénnen. Der Synergismus der top3 mphli-
Doppelmutante impliziert, dass beide Genprodukte an der Auflésung - der durch Sgs1
produzierten Substrate - beteiligt sind.

YPD MMS 4NQO Camptothecin
wt

mphi

sgs1
sgs1 mpht

srs2 : §0p gj'r.rll
sr52 mpht

top 3 0.25pg/ml S0ug/ml
fop3 mpht

0.001 % 001 pg/ml 1 pagim

Abbildung 15: Sensitivitat von sgs1, top3, srs2 und mph1 gegentiber MMS, 4-NQO und CPT.
Die jeweiligen Stamme wurden, wie in Material und Methoden beschrieben, auf die Platten
mit den Chemikalien getropft (Konzentration angegeben unter der jeweiligen Einzel- und
Doppelmutante mit mphT).

Eine Aussage, ob sgs? und mph1 epistatisch oder additiv bzgl. der Sensitivitaten
sind, ist nicht eindeutig moéglich. Die Doppelmutante, wie in Abbildung 15 dargestellt,
verhalt sich marginal additiv. In Abbildung 16 zeigt sich jedoch ein epistatischer Effekt.
Es ist somit hieraus schwer ableitbar, ob die Genprodukte an der Prozessierung eines
Substrates im gleichen oder parallelen Weg beteiligt sind. Die additive Sensitivitat von
top3 mit mph1 impliziert, dass die Genprodukte an der Auflésung eines Substrates in
parallelen Wegen beteiligt sind. Aus den anderen Phdnotypen der Mutanten kann
man ableiten, dass in Abwesenheit von mph1 das Substrat mutagen umgangen wird
(Scheller et al. 2000) und in Abwesenheit von sgs7 und top3 zum gr6éBeren Teil
rekombinogen prozessiert wird (Watt et al. 1996). Wenn sgs7 und mph1 nicht zur Ver-
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figung stehen, wird das Substrat wie in sgs7-Mutanten Uber Rekombination
umgangen (Tabelle 12, S. 50), was die Abnahme der mphi7-Mutationsrate in der
Doppelmutante erklarte. Da Sgs1 und Top3 im Komplex (Gangloff et al. 1994, Watt et
al. 1995) vorliegen, ware unter der gleichen Annahme die top3 mph1-Mutationsrate
erklarbar. Der Synergismus von top3 mph1 legt aber nahe, dass zumindest bei den
durch CPT induzierten Schaden TOP3 und MPH1 an der Auflésung des gleichen
Substrates, das wahrscheinlich durch SGST erzeugt wird, beteiligt sind.

sgs1 reduziert den rad52 Mutatorphanotyp

sgs1 ist bzgl. der MMS-Sensitivitat epistatisch zu rad57 und rad52 und wird
diesbezlglich in die RAD52-Epistasisgruppe eingeordnet (Wu et al. 2001a, Onoda et al.
2001). Dies konnte auch in unserem Stammhintergrund gezeigt werden. Auch
gegentber 4-NQO und CPT ist rad52 epistatisch zu sgs7 (Abbildung 16). Die zusatzliche
Deletion von mph1 hat keinen Effekt, was nicht erstaunlich ist, da der MPH71-Weg von
RAD52 abhéangig ist (S. 48/49).

Camptothecin

wt
mpht
rads2

rads2 mpht

0.075ug/ml

1paiml
sgs 1 rad52

sgs 1 rad52 mpht
0.05pgiml
sgs1

g mpbd ke > 0.0025% . @5 q

Abbildung 16: Sensitivitat von sgs7, rad52 und mph1 gegentiber MMS, 4-NQO und CPT. Die
jeweiligen Stamme wurden, wie in Material und Methoden beschrieben, auf die Platten mit
den Chemikalien getropft (Konzentration angegeben unter der jeweiligen Einzel- und
Doppelmutante mit mphT).

Aufgrund der Mutationsraten kann sgs7 jedoch nicht in die RAD52-Epistasisgruppe
eingeordnet werden. Vielmehr zeigt sgs7 den gleichen Effekt auf den rad52-Mutator-
phanotyp, wie bereits bei mph1 beobachtet. rad52 ist hypostatisch zu sgs7, d. h. sgs7
reduziert den Mutatorphanotyp von rad52 (Tabelle 17). Da fur den von MPH1
beschriebenen Weg die Gene der RAD51/RAD52-Epistasisgruppe notwendig sind, ist es
nicht verwunderlich, dass sgs7 auf rad52 den gleichen Effekt hat wie auf mph1.

Bei der Untersuchung der genetischen Interaktion von sgs1, rad52 und mph1 zeigt
sich, dass mph1 jeweils hypostatisch zu rad52 ist. Die genetische Interaktion von sgs7
und rad52 ist jedoch unterschiedlich, je nachdem welchen Phanotyp man betrachtet.
Bezogen auf den Mutatorphanotyp, bei dem die Fahigkeit der Mutanten der
fehlerfreien Umgehung von DNA-Lasionen betrachtet wird, ist sgs? epistatisch zu
rad52. Bei den Sensitivitaten ist rad52 epistatisch zu sgs7. Bei der Untersuchung auf
Sensitivitat mlssen die Mutanten mit der Daueranwesenheit von DNA-schadigenden
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Agenzien umgehen. Hierbei werden mit groBer Wahrscheinlichkeit mehr als nur die
Schaden induziert, die durch fehlerfreie Umgehung prozessiert werden koénnen.
Vielmehr setzt sich die beobachtete Sensitivitdt einer Mutante aus allen Funktionen
des entsprechenden Genproduktes zusammen. Da Rad52 - neben der postulierten
Funktion bei der fehlerfreien Umgehung von replikationsarretierenden DNA-Schaden
- unabdingbar fur die Reparatur von Doppelstrangbrichen ist, ist es durchaus
erklarbar, dass rad52 epistatisch zu sgs7, wie bereits gezeigt (Onoda et al. 2001), als
auch zu mph1 ist.

Tabelle 17: Einfluss von sgs7 auf den rad52 und rad52 mph1-Mutatorphanotyp im
Canavaninvorwartsmutationssystem.

Stamm Mutationsrate Faktor Stamm Mutationsrate Faktor
wt 5.5+0.76*10” 1 mph1 30.3+4.3*10” 5.5
sgsi1 12.6+2.2*107 2.3 sgs1 mph1 23.6+3.8*10” 4.3
rad52 63.8+7.8*107 11.6 rad52 mph1 50.1+6.3*10” 9.1
sgs1 rad52 22.5+2.1*10” 4.1 sgs1 rad52 mph1  28.1+3.7*10”7 5.1

Die Faktoren wurden durch Normalisierung der Mutantenmutationsraten zur
wt-Mutationsrate in dem jeweiligen Experiment berechnet. Die Fehler geben die
Standardabweichungen laut der Berechung nach Lea und Coulson 1948 wieder.

BLM kann partiell den Phanotyp von sgs? mph1 komplementieren

Das Bloom-Gen ist das humane Homologe von SGS7 aus Hefe (Watt et al. 1996). Fur
BLM wurde gezeigt, dass es in vitro Holliday Junctions verschieben kann (Karow et al.
2000). Die Hypothese, dass SGST in einem nicht-rekombinativen Prozess bei der
Auflésung von arretierten Replikationsgabeln involviert ist, wird durch diesen Befund
gestutzt, wenn man diese biochemische Aktivitat auch fir Sgs1 annimmt. Wenn diese
fehlende biochemische Aktivitdt den Phanotyp von sgs? mph1 bedingt, sollte der
Phanotyp — zumindest teilweise — durch BLM komplementiert werden kénnen. Fir die
Untersuchung der Komplementation wurden sgs7- und sgs? mph1- Zellen mit ver-
schiedenen SGS7- und BLM-Konstrukten transformiert. Bei den single copy Plasmiden
pJH626 SGS1 und pJH626 BLM (pRS316-Derivate) stehen die beiden Gene unter der
Kontrolle des starken, konstitutiven humanen Promotors des house keeping Genes der
Triosephosphat-Isomerase (TPI), so dass eine relativ groBe Menge an Sgs1 und BLM zu
erwarten ist. Damit wird bei SGS7 wahrscheinlich nicht die natirlich vorkommende
Menge des Proteins exprimiert, sondern deutlich mehr. Bei pYES SGS1 und pYES BLM
handelt es sich um multi copy-Plasmide (2u ori), wobei das Gen zusatzlich unter der
Kontrolle eines Galaktose-induzierbaren Promotors steht und damit zur
Uberexpression des jeweiligen Gens fihren sollte.

Fir die Untersuchung der Komplementation des Mutatorphdanotypes von
sgs1 mph1 wurden die Zellen in SC-ura angezogen und ein Aliquot davon auf CAN-
ura-Platten ausgestrichen. Bei sgs? mphi-Zellen entstehen nur wenige canavanin-
resistente Kolonien (Abbildung 17, pRS316), was den reduzierten mph7-Mutator-
phanotyp durch sgs? widerspiegelt. Komplementiert mit SGS7 (pJH626 SGS1) sind
deutlich mehr Kolonien sichtbar (Abbildung 17, pJH SGS1). Der mphi1-Mutator-
phanotyp wird wieder hergestellt. Fir die BLM-Komplementation wurden sowohl das
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single copy TPI-Konstrukt (pJH626 BLM) als auch das multi copy GAL-Konstrukt
(pYES BLM) verwendet. Das humane BLM-Protein kann den sgs? mph1-Phanotyp
komplementieren und den mphi1-Mutatorphdnotyp wieder herstellen, wenn auch nur
beim multi copy GAL-Konstrukt (Abbildung 17, pYES BLM).

sgs1 mpht Can -ura

Abbildung 17: Komplementation von sgs7 mph1 Zellen mit SGS7 und BLM zur
Untersuchung des Mutatorphanotypes im Canavaninvorwartsmutationssystem. Die Zellen
wurden mit den angegebenen Plasmiden transformiert (Abkurzungen der Vektoren:

pJH SGS1 entspricht pJH626 SGS1, pJH BLM entspricht pJH626 BLM), in SC-ura angezogen
und auf CAN-ura-Platten auf das Auspragen von canavaninresistenten Zellen untersucht.

Da die Komplementation mit Glukosemedium durchgefiihrt wurde und dadurch
der Galaktose-induzierbare Promotor reprimiert wird, sollten nur geringe Menge des
BLM-Proteins vorhanden sein (unter der Annahme, dass die Repression des Promotors
nicht vollstdndig ist). Eine Komplementation mit dem TPI-BLM-Konstrukt
(pJH626 BLM) kann nicht beobachtet werden (Abbildung 17, pJH BLM).

Die Komplementation mit SGS7 und BLM wurde auch bzgl. der Sensitivitat der
sgs1 mph1-Mutante gegeniber MMS und CPT untersucht. Auch hier kann SGS7
sowohl die MMS, als auch die CPT-Sensitivitdit von sgs? mph1 wieder aufheben
(Abbildung 18, Vergleich dritte Reihe mit erster Reihe und Abbildung 15). Auch das
BLM-Protein kann die Sensitivitat von sgs? mphT partiell wieder aufheben (Abbildung
18, vierte und funfte Reihe): sgs7 mph1-Zellen mit pJH626 BLM oder mit pYES BLM
sind weniger sensitiv, als die gleichen Zellen mit dem Leerplasmid (Abbildung 18,
zweite Reihe), und das sowohl bei MMS, als auch bei CPT.

MMS Camptothecin
YPD 0.001% 50pg/ml

sgsi
sgs1 mphi

sgs1 mphi
pJH SGS1

sgs1 mph1
pJH BLM

S0 © & -\ @ ©® ¢ J

Abbildung 18: Sensitivitat von sgs7 mph1-Zellen nach Komplementation mit SGS7 und BLM
gegenlber MMS und Camptothecin. Die Zellen wurden mit den angegebenen Plasmiden
transformiert (sgs7 und sgs7 mph1 wurden mit pRS316 transformiert, Abktrzungen der
Vektoren: pJH SGS1 entspricht pJH626 SGS1, pJH BLM entspricht pJH626 BLM), in SC-ura
angezogen und, wie in Material und Methoden beschrieben, auf die Platten mit den
Chemikalien getropft.

Durch die Komplementation mit pYES BLM auf Glukosemedium festigt sich die
Hypothese, dass die unter diesen Bedingungen vermutlich nur geringen Mengen an
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BLM ausreichen, um eine Komplementation zu erreichen. Weiterhin zeigt sich, dass die
BLM-Kopie im pJH62 BLM funktionell intakt ist, aber offensichtlich die plausibel
anzunehmende deutlich starkere Expression die Komplementation, im Gegensatz zum
Mutatorphanotyp, nicht verhindert.

Zusammenfassend kann man festhalten, dass der sgs7 mphi-Phanotyp durch SGS7
komplementiert werden kann: Der Mutatorphanotyp von mphl wird wieder
hergestellt und die starke Sensitivitdat der Doppelmutante kann aufgehoben werden.
Hierdurch kann eine zusatzliche Hintergrundmutation als Ursache fir den
beobachteten Phanotyp von sgs7 mph1 ausgeschlossen werden. Aber auch BLM kann
partiell die Phanotypen der mphi-Mutante wieder herstellen. Da das BLM Protein in
vitro Holliday Junctions verschieben kann, ist anzunehmen, dass diese biochemische
Aktivitdt zu der Komplementation beitragt und dass diese fehlende biochemische
Aktivitat den sgs7 mph1-Phanotyp - zumindest zum Teil - bedingt. Des weiteren kann
man rlckschlieBen, dass auch Sgs1 diese biochemische Aktivitat besitzt. Durch das
Verschieben z. B. einer Holliday Junction schafft somit Sgs1 ein Substrat, dass in
Abwesenheit von mph1 Uber Translasionssynthese umgangen werden kann. In der
sgs1 mph1-Mutante findet dann in geringerem MaBe Translasionssynthese statt, weil
diese Substrate rekombinogen umgangen werden (Tabelle 12, S. 50). Allerdings sollte
man berilcksichtigen, dass der Hyperrekombinationsphanotyp von mph?1 mit
heteroallelischer mitotischer Rekombination gemessen wurde, bei dem der
Informationsaustausch vom homologen Chromosom erfolgt und dass SGS7 den
Informationstransfer vom Schwesterchromatid negativ reguliert (Onoda et al. 2000).
Die verstarkt rekombinogene Aufldsung der Substrate ist also moglich, weil durch das
Fehlen von SGST der Schwesterchromatidaustausch nicht mehr verhindert wird. Die
partielle Suppression des sgsT mph1-Phanotypes durch BLM kann aber auch durch die
physikalische Interaktion mit Top3 bedingt sein. Sgs1 interagiert mit seinem
N-Terminus mit Top3 (Bennett et al. 2000). In Saugern gibt es zwei Isoformen von
Top3, TOPO llle. und TOPO IlIB. Fir BLM konnte gezeigt werden, dass es mit TOPO llla.
interagiert (Wu et al. 2000, Hu et al. 2001). Wenn der Phanotyp der sgs? mph1-
Mutante also auch zum Teil durch die fehlende Interaktion und damit Funktion von
Top3 bedingt ist, und diese Funktion durch BLM nicht vollstandig hergestellt werden
kann, ware nur eine partielle Komplementation zu erwarten. Gestltzt wird diese
Hypothese von dem Befund, dass die N-terminale Domane von Sgs1 fur die
Suppression der MMS-Sensitivitdat und des Hyperrekombinationsphanotyps von sgs?
bendtigt wird (Ui et al. 2001). Es bleibt also zu zeigen, ob der Phénotyp von sgs7 mph1
durch die Helikaseaktivitdt und/oder auch durch die Top3-Sgs1-Interaktion verursacht
wird.

Die SGS7-Uberproduktion ist toxisch in mph1-Zellen

In mph1-Zellen werden DNA-Lasionen mutagen (berlesen. Dies verringert sich,
wenn durch das zusatzliche Fehlen von sgs? diese Lasionen vermehrt rekombinogen
umgangen werden. Fihrt dann die verstarkte Expression von SGS7 in mph1-Zellen zu
einer verringerten Mutationsrate und Rekombinationsrate? Fir die Uberexpression
von SGS7 wurde der Vektor pJH626 SGS1 verwendet, bei dem SGS7 nicht unter
Kontrolle des eigenen Promotors steht, sondern unter der Kontrolle des humanen
Promotors des house keeping Gens der Triosephosphat-lsomerase (TPI). Die Uber-
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expression von SGS7 sollte in Wildtyp-, mph1- und sgs7-Zellen untersucht werden.
Dazu wurden die Zellen sowohl mit dem Leervektor pRS316, als auch mit pJH626 SGS1
transformiert. Bereits bei der Transformation fiel auf, dass mph1-Zellen, transformiert
mit pJH626 SGS1, nur sehr kleine Kolonien hervorbrachten und bei erneutem
Ausstreichen der Kolonien sehr schlecht wuchsen. Diesen Wachstumsdefekt zeigten
mph1-Zellen, transformiert mit pJH626 BLM, nicht (Abbildung 19).

mph1 SC-ura

“ pJHE26.BLM

Abbildung 19: Uberexpression von SGS7 und BLM in mph1-Zellen. CEN.PK2-1c mph1-Zellen
wurden mit pRS316, pJH626 SGS1 oder pJH626 BLM transformiert und auf SC-ura-Medium
ausgestrichen.

Um dies zu verifizieren, wurden Wachstumskurven von wt-, sgs7- und mph1- Zellen
aufgenommen. Die Messung der Zunahme der optischen Dichte der Zellen, entweder
transformiert mit pRS316 als Kontrolle oder mit pJH626 SGS1 zur Uberexpression von
SGS1, wurde in SC-ura Medium durchgefuhrt. Wie in Abbildung 20 verdeutlicht,
zeigen Wildtyp-, sgs7- und mph1-Zellen, transformiert mit pRS316, und die sgs7-Zellen
mit dem Uberexpressionskonstrukt fast keine Unterschiede in der Zunahme der
optischen Dichte. Die optische Dichte nimmt jedoch bei mph1-Zellen, transformiert mit
dem SGS7-Uberexpressionskonstrukt nicht zu (Abbildung 20, links), was auf einen
toxischen Effekt von Sgs1 deutet. Um die Expression von SGS7 besser kontrollieren zu
kénnen, wurden die Wachstumskurven erneut aufgenommen, jedoch stand hier das
SGS1-Gen unter der Kontrolle eines Galaktose-induzierbaren Promotors (pYES SGS1).
Die Wachstumskurven mit diesem Konstrukt wurden unter nicht-induzierten (in
Glukose) und induzierten (in Galaktose) Bedingungen aufgezeichnet (Abbildung 20,
rechts). Wahrend die Zellen unter den nicht-induzierten Bedingungen (weil3
ausgeflllte Symbole) eine stetige Zunahme der optischen Dichte zeigen, so fihrt das
Wachstum der gleichen Transformanten in Galaktose-haltigem Medium (schwarz
ausgefullte Symbole) zu einer deutlich geringeren Zunahme der optischen Dichte, und
das nicht nur in mph1-Zellen, sondern auch im wt und in sgs7-Zellen (Abbildung 20
rechts). Dies verdeutlicht, dass die Uberexpression von SGS7 in Wildtyp- und sgs7-
Zellen zu Wachstumsverzégerungen fiuhrt. Ein dhnlicher Effekt wurde auch bei der
Uberexpression von rgh* in Schizosaccharomyces pombe gezeigt (Ahmad et al. 2002).
Der Verlust von Chromosomen und Probleme bei der Chromosomensegregation
werden dabei als Ursache fur diese Wachstumsverzégerung diskutiert. Hier kann
gezeigt werden, dass die Uberexpression von SGS7 in mphi-Zellen nicht nur zur
Wachstumsverzégerung fihrt, sondern toxisch ist.
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Abbildung 20: Wachstumskurven von Wildtyp-, sgs7- und mph1i-Zellen.

Links: Die Wachstumskurven der Zellen, die mit pRS316 (ohne zusétzliche Beschriftung) oder
mit pJH626 SGS1 (+ SGST) transformiert wurden, wurden in SC-ura Medium aufgenommen.
Rechts: Die Expression von SGST wurde entweder durch Wachstum in SC-ura mit Glukose
inhibiert oder durch Wachstum in SC-ura mit Galaktose als Kohlenstoffquelle induziert. Die
Zellen (wt, sgs1, mphT) enthalten das multi copy-Plasmid pYES SGS1-Plasmid, bei dem SGS7
unter der Kontrolle des Galaktose-induzierbaren GAL-Promotors steht. Die Wachstumskurven
wurden, wie unter Material und Methoden (S. 32) beschrieben, aufgenommen und
halblogarithmisch aufgetragen.

Die Untersuchung der mitotischen Rekombinationsrate, sowie der Mutationsrate
von mphi-Zellen bei Uberexpression von SGST war auf Grund des schlechten
Wachstums der Zellen nicht moglich. Es wurde aber der Einfluss der SGS7- als auch der
BLM-Uberexpression auf die Sensitivitdit von mph1-Zellen gegeniiber CPT untersucht.
Dazu wurden Wildtyp- und mph1-Zellen als auch sgs7- und sgs7 mph1-Zellen mit den
single copy TPI-Konstrukten (pJH626 SGS1, pJH626 BLM) und den multi copy GAL-
Konstrukten (pYES SGS1, pYES BLM) von SGS7 und BLM und den jeweiligen Leer-
plasmiden (pRS316, pYES2) transformiert. Die Sensitivitat wurde im Drop Dilution
Assay untersucht, wobei die Zellen in glukosehaltigem SC-ura angezogen und auf
YPD-Platten (Glukose als C-Quelle) mit den DNA-schadigenden Agenzien getropft
wurden (Abbildung 21).

Die bereits beschriebene Toxizitdt der SGS7-Uberproduktion in mph1-Zellen wird
auch hier wieder deutlich. Wie in Abbildung 21 zu verfolgen, wachsen mphi-Zellen
bei Uberexpression von SGS7 (pJH626 SGS1-und pYES2 SGS1-Konstrukt) schlechter, als
Zellen mit dem Leerplasmid (pRS316, pYES2). Dieser Effekt wird deutlicher bei der
Dauerinkubation mit Camptothecin: Die Uberexpression von SGS7 fihrt zum
Absterben der Zellen. Selbst geringe Mengen an Sgs1, die man beim pYES SGS1-
Konstrukt bei Anzucht in Glukose erwartet, fihren zu diesem Effekt. Plausibel scheint
die Uberproduktion von SGS7 zur Anh3ufung eines Intermediates zu fiihren, welches
in mphi-Zellen nur schwer aufgelést werden kann und den extremen
Wachstumsdefekt, dhnlich wie bei top3 beschrieben, zur Folge hat. Werden zuséatzlich
durch Camptothecin Einzel- und Doppelstrangbriiche und damit Replikationsarreste
induziert, kénnen diese DNA-Lasionen nicht mehr aufgeldst werden und die Zellen
sterben. Diskussionsbedurftig sind die Daten mit pYES2 SGS1. Auch unter nicht-
induzierten Bedingungen, wobei nur wenige Proteine exprimiert werden sollten, kam
es zu dem toxischen Effekt. Warum wird dieser Wachstumsdefekt dann nicht in mph1-
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Zellen beobachtet, wo die Wildtypkopie von SGS7 vorhanden ist? Zwei Mdglichkeiten
waren denkbar: Die Wildtypmenge an Sgsl1 ist noch niedriger, als unter den
durchgefiihrten Bedingungen (eine Abschatzung der Proteinmenge wurde nicht
durchgefihrt). AuBerdem ist vorstellbar, dass SGS7 einer transkriptionellen Kontrolle
unterliegt, die im mph7-Stammhintergrund zum Tragen kommt. Die Expression von
BLM fuhrt in mph1-Zellen nicht zu dem drastischen Effekt (Abbildung 21). Méglicher-
weise kann BLM die volle Funktion von Sgs1, die zu diesem Phanotyp fuhrt, nicht
Ubernehmen. Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass sich die Funktion beider
Proteine diesbezlglich unterscheidet oder dass flr die vollstandige Funktion von BLM
weitere Interaktionspartner notwendig sind, die in der Hefe nicht zur Verfiigung
stehen.

pRS316 pJH626 SGS1 pJHE26 BLM
50ugiml CPT  YPD S0ug/ml CPT  YPD S0ug/ml CPT

PYES2 PYES2 Sgsi pYES2 BLM

Abbildung 21: Sensitivitat von mph1-Zellen unter Expression von SGS7 und BLM gegentber
Camptothecin im Vergleich zu Wildtyp-, sgs7- und sgs7 mph1-Zellen. Die Zellen wurden mit
den angegebenen Plasmiden transformiert, in SC-ura (Glukose als C-Quelle) angezogen und,
wie in Material und Methoden beschrieben, auf die YPD-Platten (Glukose als C-Quelle) mit
den Chemikalien getropft.

Die Uberexpression von SGST in mph1-Zellen fihrt zu einer Wachstumsverzégerung
der Zellen und ist nach Camptothecin-induzierten Schaden toxisch fir die Zellen. Die
Wachstumsverzégerung bei SGS7-Uberproduktion in Wildtypzellen zeigt, dass die
UbermaBige Aktion von SGST ein generelles Problem fur die Zelle darzustellen scheint.
Dies kann zum einen bedeuten, dass der Zellzyklus durch das vermehrte Auftreten
eines Intermediates, welches sich durch die verstdrkte Aktion von Sgs1 bildet,
angeschaltet wird und dies die Wachstumsverzégerung bewirkt. Eine Involvierung von
Sgs1 in die Signalweiterleitung Gber den DNA damage checkpoint wurde gezeigt (Frei
und Gasser 2000).

SRS2

Eine Rolle bei der fehlerfreien Umgehung von DNA-Lasionen wurde ebenfalls far
Srs2 postuliert, da die Suppression der UV-Sensitivitat von rad6 und rad18 durch srs2
speziell Gber den RAD5/MMS2/UBC13-Weg vermittelt wird (Schiestl et al. 1990, Ulrich
2001). SRS2 kodiert wie SGST7 fur eine ATP-abhdangige DNA-Helikase mit 3'-5-Polaritat
(Rong und Klein 1993). Srs2 gehort jedoch nicht zur RecQ-Familie, sondern zeigt
Ahnlichkeit zu UvrD aus E. coli (Aboussekhra et al. 1989). Ein Homologes von Srs2 in
Eukaryoten konnte bisher nicht identifiziert werden (Fabre et al. 2002). Das
bevorzugte Substrat von Srs2 ist DNA mit einem 3’-Uberhang (Veaute et al. 2003).
Biochemisch konnte kirzlich gezeigt werden, dass Srs2 die Bildung des Rad51-Nukleo-
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filamentes verhindern, bzw. wieder auflésen kann und dass es auch die Ausbildung
des D-Loops verringert (Veaute et al. 2003, Krejci et al. 2003). srs2-Mutanten zeigen,
wie sgs7-Mutanten, einen Hyperrekombinationsphanotyp (Rong et al. 1991). AuBer-
dem haben sgs7- und srs2-Mutanten einen dhnlichen Phanotyp, wie z. B. die HU- und
MMS-Sensitivitat. Es konnte gezeigt werden, dass die srs2-Sensitvitat durch SGS7-
Uberproduktion aufgehoben werden kann, aber nicht andersherum (Mankouri et al.
2002). Dies impliziert, dass beide Proteine ein Uberlappendes Substratspektrum haben.
Die Deletion von sgs7 und srs2 flihrt zu einem extremen Wachstumsdefekt (Lee et al.
1999, Gangloff et al. 2000), der durch die Anhaufung rekombinogener Intermediate,
die den DNA damage checkpoint aktivieren, erklart wird, da sich der extreme
Wachstumsdefekt durch Deletion von Genen der homologen Rekombination (rad57,
rad52, rad55, rad57) wieder aufheben lasst (Gangloff et al. 2000, Klein et al. 2001,
McVey et al. 2001). Neben dem bereits beschriebenen extremen Wachstumsdefekt von
srs2 sgs1, zeigt srs2 eine synthetisch letale Interaktion mit einer Vielzahl von
Mutanten, fur die alle eine Funktion bei der fehlerfreien Umgehung von DNA-
Lasionen an arretierten Replikationsgabeln postuliert wurde. So ist srs2 synthetisch
letal mit top3 und auch mit rad54, die wie bei sgs7 durch Deletion von rad51, rad52,
rad55, rad57 wieder aufgehoben werden kann (Schild 1995, Klein 2001). Weitere
synthetisch letale Interaktionspartner sind rad27, rad50, mre11, xrs2 (Klein 2001) und
wie kdrzlich in einem genomischen Screen identifiziert u.a. s/x8 (Mullen et al. 2001),
mrcl1, tof1 (Ooi et al. 2003). SIx8 wurde durch eine synthetisch letale Interaktion mit
sgs1 identifiziert und Mrc1 und Tof1 sind Komponenten des DNA damage checkpoint.
Mrc1 wird, ahnlich wie Rad9, fur die Aktivierung von Rad53 benétigt (Alcasabas et al.
2001) und bildet einen Komplex mit Tof1 (Katou et al. 2003). Eine Interaktion von Srs2
mit dem DNA damage checkpoint ist bereits bekannt: Srs2 wird Rad53-abhangig
phosphoryliert (Liberi et al. 2000, Vaze et al. 2002, siehe S. 79). All diese Daten
unterstreichen, dass in Abwesenheit von srs2, durch die Aktion der Proteine der
homologen Rekombination, es vermehrt zum Auftreten von Intermediaten kommt,
die den DNA damage checkpoint aktivieren und dass Srs2 rekombinative Prozesse
negativ reguliert, die sonst zu genomischer Instabilitat fUhren wirden.

Tabelle 18: Einfluss von srs2 auf den mph1-Mutatorphanotyp im Canavanin-

vorwartsmutationssystem.
Stamm Mutationsrate Faktor Stamm Mutationsrate Faktor
wt 1) 5.4+0.76*10" 1 mph1 1) 30.3+4.3*107 5.5
2) 2.5+0.4*107 1 2) 16.1+2.0*10” 6.4
3) 4.2+0.55*10” 1 3) 27.8+3.0*10” 7
srs2 1) 21.4+2.6*10” 3.9 srs2 mphl 1) 6.6+1.0*107 1.2
2) 7.5+1.0*10” 3 2) 2.7+0.42*10” 1.1
3) 3.8+0.5*10” 0.9 3) 8.1x1.1*10” 1.9

Die unterschiedlichen Experimente, in denen wt und mphT jeweils als interne Kontrolle
mitgezogen wurden, sind durch die Indices 1)- 3) angegeben. Die Faktoren wurden durch
Normalisierung der Mutantenmutationsraten zur wt-Mutationsrate in dem jeweiligen
Experiment berechnet. Die Fehler geben die Standardabweichungen laut der Berechung
nach Lea und Coulson 1948 wieder.
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Es lag also nahe, die genetische Interaktion von srs2 und mph1 zu untersuchen. Die
Einzel- und Doppelmutante wurden auf den Mutatorphanotyp und die Sensitivitat
gegeniber DNA-schadigenden Agenzien untersucht. Die srs2-Mutante zeigt einen mit
sgs1 vergleichbaren Phanotyp: Sie ist sensitiv gegenliber MMS, 4-NQO und auch leicht
gegeniber CPT (Abbildung 15) und hat eine leicht erhdhte Mutationsrate (Tabelle 18).

Auch die Doppelmutante mit mph1 verhalt sich ahnlich wie die sgs7 mph1-Doppel-
mutante. Neuere Versuche in unserem Labor, die srs2 mphi-Doppelmutante zu
rekonstruieren (E. Panico, unveroffentlicht), scheiterten. Dies erweckte die Hypothese,
dass es sich bei srs2 und mph1 um eine synthetische Letalitdt handeln kénnte und die
bis dahin verwendete Doppelmutante durch eine zusatzliche Hintergrund-Mutation
Uberleben kann. Die erfolgreiche Deletion eines Genes wird durch PCR nachgewiesen
(Tabelle 3, Abbildung 2, S. 19). Auch im Falle der srs2 mph1-Doppelmutante konnten
alle erforderlichen Produkte, die auf die Deletion von SRS2 an der richtigen
chromosomalen Position schlieBen lieBen, erhalten werden (Abbildung 22). Aber in
der Doppelmutante wurde auch ein PCR-Produkt erhalten, das nur in Wildtypzellen
vorhanden sein sollte (Primerkombination: 5’ intern und 3’ screen). Es scheint also in
der srs2 mphi1-Mutante ein Wildtyp-SRS2-Genfragment erhalten geblieben zu sein,
was das Uberleben dieser Mutante sichern kénnte.

5' &3 s¢ 5'int & 3's¢ 3'sc & 3 hisout 5 sc &S hisout

Abbildung 22: Gelelektrophoretische Auftrennung von PCR-Produkten zum Nachweis der
srs2-Deletion von srs2- und srs2 mph1-Mutanten. Die zu erwartenden Produkte und die
jeweiligen Primerkombinationen sind in Material und Methoden angegeben (S. 21). In der
srs2 mph1-Doppelmutante werden wie in der srs2-Mutante alle erwarteten Produkte
erhalten, jedoch zusatzlich eine Bande (5’ int und 3’ screen), die nur im Wildtyp zu einem
Produkt fuhren sollte.

Eine synthetisch-letale genetische Interaktion von srs2 mit mph1 konnte bisher in
genomisch angelegten Screens nicht aufgezeigt werden (Ooi et al. 2003). Neben der
weiteren Festigung dieser genetischen Interaktion in unserem Labor durch Komple-
mentation und Tetradenanalyse wird derzeit ebenfalls in einem genomischen Screen
durch Tetradenanalyse (Tong et al. 2001) in Kooperation mit Amy Tong und Charlie
Boone nach synthetisch letalen Interaktionspartnern von mph1 gesucht.
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RAD27 & MMS4

Die bisher gezeigten genetischen Interaktionen von mphi-Mutanten implizieren
eine Funktion von MPHT1 bei der fehlerfreien Auflésung von arretierten Replikations-
gabeln. In E.coli konnte gezeigt werden, dass z.B. durch fork regression
rekombinative Intermediate (Holliday Junctions) an arretierten Replikationsgabeln
auftreten kénnen (Seigneur et al. 1998). Holliday Junctions (HJ) kénnen durch
Schneiden der DNA-Strange durch Resolvasen wieder aufgelést werden. Ein
Aminosauresequenzvergleich von Mph1 zeigte, dass die putativen Mph1-Homologe
aus Archaea, Maus und Mensch C-terminal zusatzlich Homologien zu einer
Endonuklease mit Homologien =zur XPF-Endonuklease zeigen (W. Kramer,
unveroffentlicht). Es stellt sich die Frage, ob die Funktion von Mph1 an die einer
Endonuklease gekoppelt ist, z.B. indem eine Endonuklease die durch Mpht
gebildeten Substrate entfernen kann. XPF ist eine Struktur-spezifische Endonuklease,
die als Heterodimer mit ERCC1 agiert und Funktionen in der Nukleotidexcisions-
reparatur, aber auch bei der mitotischen Rekombination wahrnimmt (Niedernhofer et
al. 2001). Die gleichen Rollen wurden fir das XPF/ERCC1-Homologe in Hefe, dem
Rad1/Rad10-Komplex, beschrieben (Prado und Aguilera 1995, Paques und Haber 1999),
der Doppelstrang-DNA 5’ von UV-induzierten Lasionen und 3'-Uberhdnge schneiden,
und damit 3'-flap-Strukturen entfernen kann (Bardwell et al. 1994). Auch der
Mms4/Mus81-Komplex ist ein XPF/ERCC1-Homologes (siehe unten). Eine weitere
Endonuklease ist das Hefehomolog der humanen FEN1-Endonuklease Rad27/Rth1
(Harrington und Lieber 1994), die biochemisch eine 5'-3'-Exonuklease und eine PCNA
stimulierte Endonukleaseaktivitat zeigt (Li et al. 1995). Rad27 und FEN1 kénnen 5'-
flap-Strukturen auflésen, wobei hauptsachlich eine Funktion am lagging strand bei
der Reifung von Okazakifragmenten angenommen wird. Dabei stellt man sich vor,
dass die RNA-Primer, die am lagging-strand durch Primase/Polo. gebildet und dann
durch Pol 8/¢ zum Okazakifragment verlangert werden, durch die Aktion von Dna2-
Helikase, RNAse H1 und Rad27 entfernt werden. Dabei schalt Dna2 den RNA-Primer ab
(Budd et al. 1997), RNAse H1 spaltet den RNA-Primer am DNA/RNA-Ubergang
(Murante et al. 1998) und Rad27 baut die GUberhdangende 5'-Einzelstrang-DNA (flap-
Struktur) ab, bevor die Okazakifragmente ligiert werden kénnen. Neuere Daten legen
nahe, dass Rad27 auch 5'-flap-Strukturen entfernen kann, die entstehen, wenn Pol &/¢
nicht rechtzeitig am Ende des vorherigen Okazakifragmentes anhalt und dieses durch
strand displacement abgeschalt wird (Ayyagari et al. 2003). In rad27-Mutanten treten
verstarkt Einzelstrang-Substrate auf (Parenteau und Wellinger 1999, Merrill und Holm
1998). AuBerdem zeigen sie einen erhdhten spontanen Mutatorphanotyp, eine
erhohte mitotische Rekombinationsrate und sind u. a. stark sensitiv gegentiber MMS
(Reagan et al. 1995). AuBerdem ist rad27 synthetisch letal mit Genen der homologen
Rekombination und auch mit srs2 (Tishkoff et al. 1997, Debrauwere et al. 2001). Die
synthetisch letale Interaktion mit sgs7 ist umstritten. Wahrend Debrauwere keine
synthetische Letalitat gefunden haben (Debrauwere et al. 2001), wurde sie in zwei
anderen Arbeiten, die synthetische Letalitdt im ArraymaBstab untersuchten,
festgestellt (Ooi et al. 2003, Tong et al. 2001). Eine physikalische Interaktion von WRN
und FEN1 und auch von BLM mit Rad27 konnte gezeigt werden und impliziert, dass
beide Proteine an denselben Replikations- bzw. Reparaturprozessen beteiligt sind
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(Brosh et al. 2001, Imamura und Campbell 2003). Aus diesen genetischen Interaktionen
wird postuliert, dass wahrend der Replikation in Abwesenheit von RAD27 verstarkt
Einzelstrangbereiche auftreten, die aus unligierten Okazakifragmenten resultieren.

Durch die Untersuchung der genetischen Interaktion von rad27 und mpht soll
abgeklart werden, ob Rad27 im Mph1-Weg eine Rolle spielt. Die rad27-Einzelmutante
und Doppelmutante mit mph? wurde auf den Mutatorphdnotyp sowie auf die
Sensitivitat gegentber MMS, 4-NQO und CPT getestet. Rad27 zeigt, wie in der
Literatur beschrieben, einen Mutatorphanotyp. In der Doppelmutante mit mph1 zeigt
sich ein additiver Effekt (Tabelle 19).

Tabelle 19: Einfluss von rad27 auf den mph1-Mutatorphanotyp im Canavanin-

vorwartsmutationssystem.
Stamm Mutationsrate  Faktor Stamm Mutationsrate  Faktor
wt 2.5+0.4*10” 1 rad27 15.4+1.8*10” 6.2
mph1 16.1+2.0*10” 6.4 rad27 mph1 27.8+3.1%10” 11.1

Die Faktoren wurden durch Normalisierung der Mutantenmutationsraten zur
wt-Mutationsrate in dem jeweiligen Experiment berechnet. Die Fehler geben die
Standardabweichungen laut der Berechung nach Lea und Coulson 1948 wieder.

Auch bei der Untersuchung der Sensitivitat bestatigt sich der additive Effekt von rad27
und mph1 (Abbildung 23). In unserem Stammbhintergrund (CEN.PK2) konnte jedoch
die starke MMS-Sensitivitat von rad27-Mutanten, beschrieben von Wu und Wang
1999, nicht festgestellt werden. Die genetische Interaktion von mph7 mit rad27 deutet
an, dass beide Proteine in parallelen Wegen agieren. Damit erscheint es
unwahrscheinlich, dass Rad27 z. B. eine von Mph1 gebildete Struktur auflost.

Camptothecin

mph1

rad27

rad27 mpht ) & b At h & 2

" 0.0075% | © aimi y \\ @J ugfw
Abbildung 23: Sensitivitat von rad27 und mph1 gegentiber MMS, 4-NQO und CPT. Die
jeweiligen Stamme wurden, wie in Material und Methoden beschrieben, auf die Platten mit
den Chemikalien getropft (Konzentration angegeben unter der jeweiligen Einzel- und
Doppelmutante mit mph7).

Das XPF-verwandte Protein Mus81 wurde in Schizosaccharomyces pombe durch
seine Interaktion mit Cds1 (Homolog von Rad53) und mit Rad54 entdeckt (Boddy et al.
2000, Interthal und Heyer 2000). Mus81 ist essentiell in rqgh7™-Zellen, was durch die
Anhaufung von Holliday Junctions (HJ) wahrend der Replikation interpretiert wird
(Doe et al. 2000; Rgh1 ist das Schizosaccharomyces pombe-Homolog von Sgs1 und
BLM). Diese Autoren konnten auch zeigen, dass die rgh7-Phanotypen partiell durch
die Expression von RusA, einer bakteriellen Resolvase, wieder aufgehoben werden
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kénnen. sgs1 ist synthetisch letal mit mus87 und mms4 (Mullen et al. 2001). Es wurde
postuliert, dass Mus81 in der rekombinativen Auflésung von HJ involviert ist, und zwar
parallel zu einem nicht-rekombinativen Weg, der Rgh1-abhéngig ist (Boddy et al.
2000). mus81 ist epistatisch zu mms4 (eme1” in Schizosaccharomyces pombe), was zu
der Annahme fiihrte, dass Mus81 und Mms4 im Komplex vorliegen (Mullen et al. 2001,
Boddy et al. 2001). Fur den Komplex konnte gezeigt werden, dass sowohl X- als auch
Y-Strukturen aufgeldst werden kdénnen, indem der DNA-Doppelstrang 5 vom ds/ss-
Ubergang geschnitten wird (Boddy et al. 2001, Whitby et al. 2003, Kaliraman et al.
2001). Praferentiell werden aber auch Y-Strukturen bevorzugt, die arretierten
Replikationsgabeln verwandt sind. Whitby et al. 2003 postulieren, dass diese
Strukturen entstehen, wenn die Replikationsgabel zuriickgeschoben wurde. Die
Autoren von Bastin-Shanower et al. postulierten kirzlich, dass das bevorzugte
Substrat jedoch eine 3'-flap-Struktur ist, wie sie nach dem Reannealing des invadierten
und verlangerten 3'-Endes beim synthesis-dependent strand annealing auftreten kann
(Bastin-Shanower et al. 2003).

Tabelle 20: Einfluss von mms4 auf den mph1-Mutatorphanotyp im Canavaninvorwarts-

mutationssystem.
Stamm Mutationsrate  Faktor Stamm Mutationsrate  Faktor
wt 1.1+0.16*10” 1 mms4 1.3+0.19*10” 1.2
mph1 15.3+1.7*10” 13.8 mms4 mph1 12.1+1.5*10” 1

Gesamtzellzahl als Grundlage fiir die Bestimmung der Mutationsrate wurde mittels
Zahlkammer bestimmt. Die Faktoren wurden durch Normalisierung der Mutantenmutations-
raten zur wt-Mutationsrate in dem jeweiligen Experiment berechnet. Die Fehler geben die
Standardabweichungen laut der Berechung nach Lea und Coulson 1948 wieder.

mms4 Mutanten zeigen einen zu mph1 sehr ahnlichen Phanotyp: sie sind sensitiv
gegeniber DNA-schadigenden Agenzien (wie MMS), sie haben einen spontanen
Mutatorphanotyp und zeigen im Two Hybrid eine Transkriptionsaktivierung (Schirer
2000, Scheller et al. 2000, Xiao et al. 1998). Die Ahnlichkeit der Phinotypen, als auch
die genetische Interaktion von mph1 mit sgs1, implizierten die weitere Untersuchung
der genetischen Interaktion mit mms4. So wurde der spontane Mutatorphanotyp,
sowie die Sensitivitdit gegeniber DNA-schadigenden Giften untersucht. In unserem
Stammhintergrund zeigt mms4 keinen Mutatorphanotyp (Tabelle 20). Der Phanotyp
der Doppelmutante ist in etwa additiv.

Camptothecin

4-NQO Camptothecin

Abbildung 24: Sensitivitdt von mms4 und mph1 gegentiber MMS, 4-NQO und CPT. Die
jeweiligen Stdmme wurden, wie in Material und Methoden beschrieben, auf die Platten mit
den Chemikalien getropft (Konzentration angegeben unter der jeweiligen Einzel- und
Doppelmutante mit mph7).
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Bei den Sensitivitaten zeigt sich wie erwartet, dass mms4-Mutanten stark sensitiv
sind, besonders gegentiber Camptothecin, bei dem vermutlich replikations-abhangige
Doppelstrangbriiche erzeugt werden (vgl. Strumberg et al. 2000). Die Doppelmutante
mit mph1 ist jeweils starker sensitiv als beide Einzelmutanten, und ist am ehesten als
additiv einzustufen.

Die untersuchte MMS-Sensitivitat in Flussigkultur (Scheller et al. 2000), sowie die
hier getesteten Phanotypen der mms4 und mphi1-Mutanten zeigen eine Additivitat
beider Gene. Die Sensitivitdten der Einzelmutanten zeigen, dass deren Genprodukte
fur das Uberleben von DNA-Lasionen, die u.a. den Fortgang der Replikation
beeintrachtigen, wichtig sind. Es scheint aber, dass MMS4 und MPH1, wie auch schon
fur RAD27 postuliert, in parallelen Wegen bei der Umgehung von replikations-
arretierenden DNA-Lasionen agieren.

Interaktionen mit dem DNA damage checkpoint

Der Begriff checkpoint wurde fir Mechanismen gepragt, die die einzelnen Schritte
des Zellzyklus regulieren, indem aktiv der Beginn eines spateren Ereignisses vor dem
angemessenen Abschluss eines friheren Ereignisses verhindert wird (Hartwell und
Weinert 1989). Der DNA damage checkpoint (im folgenden DDC) ist ein Signaltrans-
duktionsweg der den Zellzyklusfortgang (in G1 und G2) blockieren kann oder den
Fortgang der Replikation (S-Phase) verzdgert, wenn abnormale DNA Strukturen
auftreten. Welches die Strukturen sind, die das tatsachliche Signal fur die Aktivierung
des DNA damage checkpoint darstellen, ist nicht genau bekannt. Sicher ist, dass DNA
schadigende Agenzien und Fehler im Zellmetabolismus, wie z.B. der Arrest von
Replikationsgabeln, dieses Signal hervorrufen kénnen.

Der DDC beinhaltet Sensoren, Ubermittler (Transducer) und Effektoren. Die
Sensorproteine Uberwachen die DNA bzgl. Strukturabnormalitaten und initiieren das
checkpoint-Signal. Die Transducer Ubertragen und verstarken dieses Signal. Eine
bedeutende Rolle spielen dabei auch die sogenannten Adaptoren, die zwischen den
Sensoren/Transducer und Effektoren ,vermitteln”. Die Effektoren regulieren die
biologischen Konsequenzen und sind Substrate von sowohl den Phosphatidylinositol
3-Kinasen (PI3K) als auch den CHK-Kinasen. Die Zelle reagiert dann auf die DNA-
Schadigung mit Zellzyklusverzégerung, mit der Induktion von DNA-Reparatur, mit
Transkriptionsaktivierung und in héheren Eukaryoten auch mit dem programmierten
Zelltod (Apoptose).

Da alle Organismen mit den Problemen, die DNA-Schadigung und Replikaktions-
block hervorrufen, umgehen miussen, ist es nicht verwunderlich, dass die Haupt-
elemente und die generelle ,Strategie” des DDC bei Eukaryoten konserviert ist. Der
Mechanismus des DNA damage checkpoint ist in Saccharomyces cerevisiae,
Schizosaccharomyces pombe und in Sdugern am besten verstanden. In Tabelle 21 sind
die Namen der Homologen bei diesen Organismen zusammengestellt.

Die Frage nach dem eigentlichen Signal und dessen Erkennung durch die Sensoren im
DNA damage checkpoint ist, wie oben bereits erwahnt, nach wie vor unklar. Wahrend
bei der normalen DNA Reparatur die abnormale DNA-Struktur durch eine spezifische
Protein-DNA-Interaktion erkannt wird, reagiert der DNA damage checkpoint auf eine
Vielzahl von Schaden. Ein Substrat, welches als haufiges Intermediat auftritt, ist
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Einzelstrang-DNA, die in vivo nur gebunden an das eukaryotische Einzelstrangbinde-
protein RPA vorkommt. So wurde tatsachlich karzlich gezeigt, dass ein Komplex aus
ss-DNA-RPA von ATR/ATRIR erkannt wird (Cortez et al. 2001, Carr 2003, Zou und
Elledge 2003). Gleiches kann fir den Mec1/Ddc2-Komplex (Paciotti et al. 2000, Rouse
und Jackson, 2000) angenommen werden, wobei Ddc2 die ss-DNA-RPA-Struktur bindet
und Mecl auf die DNA ladt. Mec1 ist somit nicht nur ein Transducer, der Uber
Phosphorylierung das Signal weiterleitet, sondern ist selbst ein Sensor. Mec1/ATR wird
u. a. nach MMS- und HU-Behandlung und nach UV-Bestrahlung durch Autophosphory-
lierung aktiviert (Canman et al. 1998, Abraham 2001). Auch ATM/Tel1 bindet an DNA,
wird jedoch hauptsachlich durch ionisierende Strahlung aktiviert (Autophosphory-
lierung; Canman et al. 1998). Fir dieses PI3K-ahnliche Protein wird diskutiert, dass der
Mre11/Rad50/Xrs2-Komplex, der mit ATM/Tel1 assoziiert ist, die Schadenserkennung
(Doppelstrangbriiche) und DNA-Bindung Ubernimmt (Petrini 2000, D’Amours und
Jackson 2001, Usui et al. 2001). Im Gegensatz zu ATM, flhrt die Deletion von ATR in
Mausen zu embryonaler Letalitdt (Brown und Baltimore, 2000). Dies gibt Hinweise
darauf, dass ATR/Mec1/Rad3 beim Umgang mit genotoxischem Stress eine bedeutende
Rolle zukommt, die méglicherweise bei der Uberwachung und Wiederaufnahme von
arretierten Replikationsgabeln liegt (Zhou und Elledge 2000).

Tabelle 21: Checkpoint-Homologe in verschiedenen Eukaryoten. Fur Erlauterungen der
Proteine und Abkurzungen siehe Text. Ebenfalls angegeben sind Erbkrankheiten,

die kausal mit dem Ausfall der jeweiligen Proteine in Zusammenhang stehen.

(?): Fur diese Proteine wird eine Rolle in dem jeweiligen Prozess postuliert.

Funktionelle Klasse Saccharomyces | Schizo- Sauger Krankheiten
cerevisiae saccharomyces
pombe
Sensoren RFC-ahnlich Rad24 Rad17 RAD17
Rfc2-5 Rfc3 RFC2-5
PCNA-ahnlich | Ddc1 Rad9 RAD9
Mec3 Hus1 HUS1
Rad17 Rad1 RAD1
Sensoren/ MRX ? MRX ? MRN ? AT-like, NBS
Transducer | PI3K-ahnlich Tel1 Tel1 ATM AT
Meci Rad3 ATR ATV
Ddc2/Lcd1 Rad26 ATRIP
Adaptoren |BRCT Rad9 Crb2/Rhp9 BRCA1? Brustkrebs
53BP1 ?
Mrc1 Mrc1 Claspin
Effektor- S/T-Kinasen Rad53 Cds1 CHK2 Li-Fraumeni-S.
kinasen
Chk1 Chk1 CHK1
Sonstige RecQ-Helikase |Sgs1 Rgh BLM Bloom-S.
WRN Werner-S.
RECQL4 RTH-S.

Weitere Kandidaten fur Sensorproteine sind Rad24* (sc: Saccharomyces cerevisiae)
und der Komplex aus Rad17*, Ddc1 und Mec3. Der Komplex aus Rad17/Ddc1/Mec3
(auch als 9-1-1 Komplex bezeichnet in Anlehnung an die Schizosaccharomyces pombe-
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und Sauger-Nomenklatur) dhnelt in seiner Struktur der eukaryotischen sliding clamp
PCNA. Rad24 zeigt Homologie zu den Proteinen des replication factor C (RFC).
Wahrend der Replikation ladt der Rfc1-5 Komplex PCNA auf das DNA template. In
analoger Weise, so stellt man sich vor, dass der Rad24*/Rfc2-5Komplex als Antwort auf
DNA-Schaden den 9-1-1 Komplex auf die DNA ladt, der dann als Plattform fur weitere
checkpoint Proteine dient (Green et al. 2000). Nach der DNA Bindung der Komplexe,
so wurde in Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe und Sdugern
gezeigt, werden PCNA- als auch die RFC-ahnlichen Proteine phosphoryliert (Kostrub et
al. 1998, Paciotti et al. 1998, Bao et al. 2001). Diese Phosphorylierung bedingt aber
nicht die Bindung, sondern erfolgt erst danach und ist abhangig von ATM/Tel1 oder
ATR/Mec1 (Melo et al. 2001, Kondo et al. 2001). Die Schadenserkennung scheint also
zwei unabhdngig auf die geschadigte DNA geladene Komplexe zu erfordern, um
moglicherweise ein vorzeitiges aktivieren des DDC zu verhindern (Melo et al. 2001,
Kondo et al. 2001).

ATR/ATRIR kann aber auch als Antwort auf Doppelstrangbriiche in Abwesenheit der
anderen Proteine aktiviert werden, wobei das Signal nicht Uber die Effektorkinasen
geleitet wird (Edwards et al. 1999). Diese Aktivierung geht mit der Phosphorylierung
von Histon H2A einher (Downs et al. 2000). Auch in Saugern konnte die Phosphory-
lierung der Histonvariante H2AX als Antwort auf DSB gezeigt werden. Das Fehlen
dieser Phosphorylierung beeintrachtigt die Rekrutierung von Proteinen wie BRCAT1,
NBS1 und 53BP1 (Rogakou et al. 1999, Paull et al. 2000, Celeste et al. 2002, Celeste et
al. 2003). Dies legt nahe, dass die Histonphosphorylierung die Chromatinstruktur
auflockert und somit den Zugang von Reparaturfaktoren erleichtert. Die Histon-
phosphorylierung scheint auBerdem fir die Reparatur von Doppelstrangbriichen
wahrend der S-Phase wichtig zu sein, die nicht vom intra-S-Phase checkpoint (s. u.)
erkannt werden (Redon et al. 2003).

Ein weiterer Kandidat fUr die Schadenserkennung ist der BASC-Komplex
(BRCAT1-associated genome surveillance complex; Wang et al. 2000). In diesem
Komplex, der auch unabhangig von DNA-Schaden existiert, befinden sich eine Vielzahl
von Proteinen, wie MSH2/6, MLH1/PMS1 und der MRE11-RAD50-NBS1- Komplex, die
bereits in anderen Prozessen in der Schadenserkennung involviert sind, aber auch
ATM, BLM und drei Untereinheiten von RFC wurden identifiziert.

Nach der Schadenserkennung wird der DNA damage checkpoint durch
Rekrutierung und Phosphorylierung weiterer Proteine aktiviert. Die bereits als
Sensoren erwahnten Phosphatidylinositol 3-Kinasen ATM/Tel1 und ATR/Mec1 sind die
proximalen Kinasen, die je nach Art des DNA-Schadens (ATM hauptsachlich nach IR
und ATR nach UV, HU, MMS und IR) und Zellzyklusphase-abhéngig zum Teil die
gleichen Proteine phosphorylieren (u.a. p53, BRCA1, MDM2, NBS1, RPA, Ddc1%,
Rad26*/Ddc2*; zusammengefasst in Zhou und Elledge 2000). ATM phosphoryliert
Proteine mit der Konsensussequenz Ser-GIn-Glu (SQE; O'Neill et al. 2000), die oftmals
in Clustern vorliegen. Aber auch die Effektor-S/T-Kinasen CHK2/Cds1*/Rad53* und Chk1
gehoéren zu den Zielproteinen. In Saccharomyces cerevisiae ist als Antwort auf DNA-
Schadigung und Replikationsarrest die Mec1-abhangige Aktivierung von Rad53 fur
den S-Phase-checkpoint notwendig. FUr den G2/M-Phase-checkpoint, der den
Zellzyklusarrest bewirkt, sind zwei unabhangige Zweige via Chk1 und Rad53
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erforderlich, die beide Mec1-abhangig sind (Sanchez et al. 1999). Dies variiert jedoch
in hoheren Eukaryoten (Guo et al. 2000, Liu et al. 2000).

Far die Aktivierung der Effektorkinasen sind die sogenannten Adaptoren Rad9 und
Mrc1, die zur BRCT-repeat-Familie gehéren, notwendig. Rad9 kann mit Rad53 und
Chk1 interagieren und bewirkt dadurch einen G2/M-Arrest. Zu einem geringeren
Anteil ist Rad9 auch flr den S-Phase Arrest notwendig (Vialard et al. 1998, Sanchez et
al. 1999). Auch Mrc1 kann mit Chk1 und Chk2/Rad53 interagieren und wird
Mec1/ATM-abhangig phosphoryliert. Die Interaktion von Mrc1 mit Rad53/Cds1 ist far
die Aktivierung des DNA damage checkpoint in der S-Phase in Saccharomyces
cerevisiae und Schizosaccharomyces pombe notwendig (Alcasabas et al. 2001, Tanaka
und Russell 2001). Die meisten molekularen Erkenntnisse Uber die Adaptoren-
Aktivierung stammen von Rad9: Nach DNA-Schadigung wird Rad9 Mec1- oder Tel1-
abhangig phosphoryliert, was dessen Oligomerisierung via der BRCT-Domaéne erlaubt
(Vialard et al. 1998, Soulier und Lowndes 1999). Dadurch kann Rad9 Rad53 Uber
dessen FHA-Domane (forkhead associated) binden und bewirkt dessen Autophos-
phorylierung in trans. Dies hat wiederum die Abdissoziation von Rad9 zur Folge (Sun
et al. 1998, Gilbert et al. 2001). Ein ahnlicher Mechanismus kann fir die Aktivierung
von Chk1 angenommen werden (Sanchez et al. 1999).

Ein humanes Rad9-Homolog wurde noch nicht identifiziert, aber 53BP1 und/oder
BRCA1 scheinen geeignete Kandidaten zu sein. 53BP1 lokalisiert nach IR an DNA-
Schaden und wird ATM-abhangig phosphoryliert (Schultz et al. 2000). BRCAT1,
kodierend fur ein Protein, dass in 50 % der familiar vererbbaren Brustkrebsfalle
mutiert ist (Easton et al. 1993), wird nach DNA-Schaden ATM-abhéngig (IR; Cortez et
al. 1999) oder ATR-abhangig (UV-Bestrahlung, HU; Tibbetts et al. 2000) phosphoryliert.
Es konnte des weiteren gezeigt werden, dass ATR-Foci mit BRCA1-Foci kolokalisieren
(Scully et al.1997, Tibbetts et al. 2000). Analog dem Rad9/Rad53 Mechanismus in
Saccharomyces cerevisiae wurde BRCA1 als Substrat von hCHK2 identifiziert und
dissoziert nach dessen Phosphorylierung vom aktivierten hCHK2 Komplex ab (Lee et al.
2000). Dies unterstutzt die Hypothese, dass BRCA1, dahnlich wie Rad9, eine Adaptor-
funktion im DNA damage checkpoint hat (Melo und Toczyski, 2002).

Die aktivierten S/T Kinasen phosphorylieren als Antwort auf die DNA-Schadigung
eine Vielzahl von Proteinen, die entweder den Zellzyklusarrest bewirken (p53, MDM2,
Cdc25C, Pds1, Dun1, Swi6, Dbf4) oder in der DNA-Reparatur involviert sind (BRCA1,
NBS1, Rad55, RPA; zusammengefasst in Foiani et al. 2000, Zhou und Elledge 2000).

Der DNA damage checkpoint wird in den G1-, S- und G2/M-Phase-checkpoint
unterteilt. Man unterscheidet zusatzlich noch den intra-S-Phase checkpoint und den
replication checkpoint, die, so wird postuliert, speziell als Antwort auf kollabierte bzw.
arretierte Replikationsgabeln operieren. Die Behandlung von Zellen mit geno-
toxischen Substanzen, die Replikationsarreste verursachen, fuhrt nicht nur zum
Zellzyklusarrest, sondern auch zum Verlangsamen der Replikation selbst. Vermittelt
Uber Mec1 und Rad53, wird aktiv das Initileren der spaten origin of replication
verhindert (Santocanale und Diffley 1998, Shirahige et al. 1998). AuBerdem wurde
gezeigt, dass Rad53 und auch Mrc1 zusammen mit Tof1 eine Rolle bei der Stabili-
sierung von kollabierten Replikationsgabeln haben, was fir die Wiederaufnahme der
Replikation unabdingbar ist (Sogo et al. 2002, Lopes et al. 2001, Tercero und Diffley
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2001, Katou et al. 2003). In Schizosaccharomyces pombe spielen deren Homologe Rad3
und Cds1 ebenfalls im intra-S-Phase-checkpoint eine Rolle.

Auch die beiden Helikasen Rgh1 (Sgs1¥) und Srs2, denen eine Rolle bei der
Regulation von Rekombinationsreparatur und Rekombinationsbypass zugeschrieben
wird, sind hierbei von Bedeutung (Marchetti et al. 2002). In Saccharomyces cerevisiae
gibt es Evidenzen, dass zumindest Sgs1 im intra-S-Phase checkpoint involviert ist. Sgs1
wird hauptsachlich in der S-Phase exprimiert (Cho et al.,, 1998). AuBerdem lokalisiert
Sgs1 S-Phase-abhangig in nukledren Foci, zusammen mit ORC-Komponenten und
Rad53. Auch ist die Phosphorylierung von Rad53 in einer sgs1 rad24 Mutante stark
reduziert, wahrend die jeweiligen Einzelmutanten das Wildtyp-Level aufweisen. Die
Autoren positionieren SGST oberhalb von RAD53 und MECI, parallel zur RAD24
Epistasisgruppe, aber mit zum Teil redundanter Funktion zu RAD9 (Frei und Gasser
2000). Srs2 wird als Antwort auf intra-S-Phase DNA-Schaden checkpoint-abhangig
phosphoryliert, was die Umlagerung eines Proteinkomplexes mit hoher molarer Masse
in drei kleinere Komplexe zur Folge hat (Chiolo et al., Poster auf der XXI. Yeast
Conference 2003, Goteborg, Schweden). Zusatzlich ist die Rad53-Phosphorylierung
und dessen Kinaseaktivitat in srs2-Mutanten reduziert (Liberi et al. 2000). Srs2 scheint
des weiteren notwendig zu sein, um den DNA damage checkpoint wieder abzu-
schalten. Vaze und Kollegen konnten zeigen, dass srs2-Mutanten sowohl defekt in der
Wiederaufnahme der Replikation (recovery) sind, obwohl die DNA repariert wurde, als
auch in der Adaptation (FortfiUhrung des Zellzyklus bei unvollstdndiger Reparatur).
Rad53 bleibt in diesen Zellen nach Induktion von Doppelstrangbriichen permanent
phosphoryliert. (Das recovery setzt nur ein, wenn Rad53 dephosphoryliert wurde.) Die
Autoren vermuten, dass die Helikasefunktion von Srs2 zur Entfernung von DNA
damage checkpoint-Proteinen vom Chromatin notwendig ist, was zum Abschalten des
DNA damage checkpoint fihrt und den Fortgang des Zellzyklus erméglicht (Vaze et al.
2002).

mph1 zeigt eine synergistische Interaktion mit rad9 und meci

Um eine genetische Interaktion von mph1 mit dem DNA damage checkpoint zu
untersuchen, wurde jeweils ein Gen kodierend fiur ein Protein aus dem RFC-ahnlichen
(RAD24) und dem PCNA-dhnlichen Komplex (RAD17), die beiden PI3-Kinasen MECT
und TEL1, die Effektorkinase RAD53 und das Adaptorprotein RAD9 gewahlt. Die
entsprechenden Einzel- und Doppelmutanten mit mph? wurden auf den Mutator-
phanotyp und die Sensitivitdt gegenlber den DNA-schadigenden Giften MMS, 4NQO
und CPT untersucht. Da mec! und rad53 essentielle Gene sind, mussten diese
Mutanten im sml/71-Stammhintergrund konstruiert werden, wodurch die Letalitdt
supprimiert wird. Das Genprodukt von SMLT inhibiert die Ribonukleotidreduktase
(RNR). Bei Bedarf von dNTPs (Replikation, Reparatur nach DNA-Schaden) wird Sml1
Mec1- und Rad53-abhangig phosphoryliert, wodurch die Bindung und damit die
Inhibition von Rnr1 aufgehoben wird (Zhao et al. 1998, Zhao et al. 2000). Die Letalitat
von mec! und rad53 beruht also auf einen zu niedrigen dNTP-Pool in SML1-Zellen.

rad17, rad24, rad9 und tel1 selbst zeigen eine gering erhéhte Mutationsrate
(Tabelle 22). In der Doppelmutante mit mph17 sind die Werte in etwa additiv. Da rad9
und rad17 unterschiedlichen Epistasisgruppen zugeordnet werden, ist es nicht
verwunderlich, dass der Wert von rad9 rad17 ebenfalls additiv ist. In der Tripelmutante
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ist der Wert zwar groBer als die Werte der jeweiligen Einzelmutanten, aber keinesfalls
additiv. rad53 und mec? haben Mutationsraten, die unterhalb der vom Wildtyp liegen.
Die sml1-Deletion hat keinen Einfluss (Tabelle 22, Werte in Klammer). mec1 scheint
den Mutatorphanotyp von mph1 partiell aufzuheben. Bei rad53 mph1 ist der Wert
groBer als additiv (Tabelle 22). Zusammenfassend: Es konnte keine epistatische
Interaktion von MPH1 mit dem DNA damage checkpoint festgestellt werden. Eine
leicht verringerte Mutationsrate konnte in der mec? mph1 Doppelmutante gezeigt
werden, in der rad53 mph1 Mutante dagegen war die mph7-Mutationsrate leicht
erhoht. Es scheint damit als relativ unwahrscheinlich, dass MPH1 direkt in den DNA
damage checkpoint involviert ist.

Tabelle 22: Einfluss von Mutationen aus den unterschiedlichen Bereichen des DNA damage
checkpoint auf den mph1-Mutatorphanotp im Canavaninvorwartsmutationssystem.

Stamm Mutationsrate Faktor |Stamm Mutationsrate Faktor
wt 1) 0.87+0.14*10” 1 sml1 4) 5.5+0.78*10” 1(0.97)

2) 4.2+0.57*10” 1 sml1 mph1 4) 28.1+£3.1*10” 5(5.1)

3) 1.5+0.22*10” 1 mecl 4) 2.2+0.32*107 0.4

4) 5.7+0.80*107 1 5) 5.2+0.80*107 2

5) 2.9+0.46*10” 1 mecl mphi 4) 21.2+2.5*107 4
mph1 1) 6.8+0.84*10” 8 5) 24.6+3.2*107 8.5

2) 29.5+3.3*107 7 rad53 4) 3.0+0.42*107 0.6

3) 15.9+1.8*10” 11 rad53 mph1 4) 42.8+4.6*10” 8

4) 28.5+3.1*10” 5 tell 3) 2.6+0.39*10” 1.8

5) 32.2+3.1*10” 11 tel1 mphi 3) 16.5£1.9*10” 11
rad17 1) 3.1+£0.42*10” 4 rad9 1) 1.3+0.21*10” 1.5
rad17 mph1 1) 9.0+1.1*107 10 2) 4.9+0.69*107 1.2
rad24 1) 3.3+0.45*10” 4 5) 3.6+0.61*107 1.2
rad24 mph1 1) 13.0+1.5*10” 15 rad9 mphi 1) 26.3+2.9*107 30
rad9 radi17 1) 6.5+0.79*10” 7.5 2) 35.3+3.7*10” 8.4
rad9 rad17 mph1 1) 11.3x1.3*10” 13 5) 31.8+3.8*10” 11

Die Gesamtzellzahl als Grundlage fiir die Bestimmung der Mutationsrate wurde mittels
Zahlkammer 1) oder ausgehend vom Lebendtiter 2)- 5) bestimmt. Die Faktoren wurden durch
Normalisierung der Mutantenmutationsraten zur jeweiligen wt-Mutationsrate berechnet.
Die unterschiedlichen Experimente, in denen wt und mphT jeweils als interne Kontrolle
mitbestimmt wurden, sind durch die Indices 1)- 5) angegeben. Die Faktoren bei mec? und
rad53 sind auf den sm/7-Wert bezogen. Die Werte in () geben den Faktor von smi7 und sm/1
mph1 bezogen auf den wt-Wert in diesem Experiment an.

Bei den Sensitivitaten der Mutanten der RAD9 und RAD17/24 Epistasisgruppe
(Abbildung 25) zeigt sich, dass alle Einzelmutanten (rad9, rad17, rad24) gegenuiber
MMS, 4-NQO und CPT starker sensitiv sind als mph1. Bei MMS und 4-NQO sind die
Doppelmutanten von rad17 und rad24 mit mphl in etwa additiv sensitiv. Die
Doppelmutante rad9 rad17 ist noch mal starker sensitiv als die beiden Einzelmutanten,
was sich aus der Parallelitat der RAD9 und RAD17/24 Epistasisgruppe erkldren lasst. Die
Tripelmutante mit mph1 ist additiv. Die rad9 mph1-Doppelmutante fallt durch eine
synergistische Sensitivitat gegeniber MMS auf, was auf ein Uberlappendes Substrat-
spektrum deuten kénnte. Und bei Camptothecin féllt auf, dass die mph7-
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Doppelmutante jeweils epistatisch zu rad24 und rad9 ist (Abbildung 25). Unklar ist,
warum die mphT Deletion in rad17 rad9 deren Sensitivitat wieder etwas aufhebt.
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Abbildung 25: Sensitivitat von Mutanten der RAD9- und RAD24- Epistasisgruppe des DNA
damage checkpoint gegentiber MMS, 4-NQO und CPT. Die jeweiligen Stdmme wurden, wie
in Material und Methoden, beschrieben auf die Platten mit den Chemikalien getropft
(Konzentration angegebenen jeweils unter dem Paar von Einzel- und Doppelmutante mit
mphT).

Um auszuschlieBen, dass der beobachtete Synergismus der rad9 mphi-Mutante
gegeniber MMS auf einer Hintergrundmutation beruht, wurde die Sensitivitat mit
Komplementation durch ein plasmidstandiges MPH1-Gen erneut untersucht. Dabei
wurden die Stamme mit pRS313 (Sikorski und Hieter 1989) oder pRS313 Mph1
transformiert. Wie in Abbildung 26 zu sehen, lasst sich der rad9 mph1 Synergismus bei
MMS reproduzieren (Abbildung 26, rad9 mph1 pRS313) als auch durch MPH1
komplementieren (Abbildung 26, rad9 mph1 pRS313 MPH1). Auch der Phanotyp von
rad9 rad17 mph1 auf CPT wurde durch Komplementation mit einem plasmidstandigen
MPH1 untersucht. Gegentber MMS und 4-NQO lassen sich die Sensitivitaten von
rad9 rad17 und rad9 rad17 mph1 komplementieren, jedoch nicht bei CPT (Abbildung
26). Da sich bei Versuchswiederholung das gleiche Bild zeigte, und die die Richtigkeit
der Stamme durch PCR verifiziert wurde, kann eine Hintergrundmutation als Ursache
fur den beobachteten Effekt (auf CPT) nicht ausgeschlossen werden.

Die Mutanten der checkpoint-Kinasen wurden ebenfalls auf die Sensitivitat
untersucht (Abbildung 27). sm/1 und sm/T mph1 Mutanten zeigen keinen Unterschied
zu Wildtyp und mph1. Alle Einzelmutanten (mecl1, rad53, tell) sind jeweils starker
sensitiv gegentiber MMS, 4-NQO und CPT als mpht. Bei CPT ist tel/l am starksten
sensitiv, was im Einklang mit der Funktion von Tell beim Auftreten von
Doppelstrangbrichen steht. Bei den Doppelmutanten mit mph1 fallt auf, dass bei CPT
mph1 epistatisch zu tel1 ist. Wie schon bei rad9 beobachtet werden konnte, zeigt
mph1 eine synergistische Interaktion - und zwar mit mec? - bei allen drei DNA-
schadigenden Agenzien (MMS, 4-NQO und CPT). Die rad53 Doppelmutante zeigt keine
Auffalligkeiten.
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Abbildung 26: MPH17-Komplementation der Sensitivitat von rad9 und rad9 rad17-Mutanten
mit mph1 gegentber MMS, 4-NQO und CPT. Die jeweiligen Stdmme wurden in SC-his
angezogen und wie in Material und Methoden beschrieben auf SC-his Platten mit den
Chemikalien getropft (Konzentration angegebenen jeweils unter dem Paar von Einzel- und
Doppelmutante mit mphT).

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass es eine genetische Interaktion von
mph1 mit dem DNA damage checkpoint gibt. Bei den Sensitivitaten verhalt sich mph1
synergistisch zu mec? (MMS, 4-NQO, CPT) und zu rad9 (MMS). Literaturdaten zeigen,
dass durch diese Chemikalien u.a. DNA-Lasionen auftreten, die zum Arrest der
Replikation fuhren. Der DNA damage checkpoint, insbesondere der S-Phase
checkpoint (intra-S-phase und replication checkpoint), reagiert auf solche DNA-
Lasionen. Rad9 wird fur den Arrest in der S-Phase-Arrest benétigt (Vialard et al. 1998,
Sanchez et al. 1999). Mec1 ist u. a. im intra-S-Phase checkpoint bei der Stabilisierung
von arretierten Replikationsgabeln involviert (Santocanale und Diffley 1998).
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Abbildung 27: Sensitivitat von mecT-, rad53- und tel7-Mutanten des DNA damage
checkpoint gegentiber MMS, 4-NQO und CPT. Die jeweiligen Stdmme wurden, wie in
Material und Methoden beschrieben, auf die Platten mit den Chemikalien getropft
(Konzentration angegebenen jeweils unter dem Paar von Einzel- und Doppelmutante mit
mphT).
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Da fur Mph1 eine Funktion bei der Wiederaufnahme von arretierten Replikations-
gabeln postuliert wird, sollten in Abwesenheit von Mph1 und in Anwesenheit von
DNA-schadigenden Agenzien vermehrt solche Substrate (arretierte Replikations-
gabeln) auftreten. Der Synergismus mit mec? und rad9 ware zum einen dadurch
plausibel erklarbar, dass diese DNA-Strukturen nur unzureichend detektiert und/oder
weitergeleitet werden und die FortfUhrung des Zellzyklus zum Zelltod fuhrt. Denkbar
ist auch, dass durch den Ausfall von Mec1 und/oder Rad9 die Reparatur der DNA-
Lasionen nur ungenilgend erfolgt. Dem DNA damage checkpoint wurde auch eine
Rolle bei der direkten Beseitigung von DNA-Lasionen zugeordnert (Aboussekhra et al.
1996). Eine genetische Interaktion mit rad53 konnte nicht festgestellt werden. Rad53
ist ebenfalls fUr die Stabilisierung von arretierten Replikationsgabeln von Bedeutung
(Santocanale und Diffley 1998, Lopes et al. 2001, Sogo et al. 2002) und es wird Mec1-
und Rad9-abhangig aktiviert (Vialard et al. 1998, Soulier und Lowndes 1999). Die
genetische Interaktion von MPH1 mit dem DNA damage checkpoint ist scheinbar
unabhdngig von RAD53, bedingt aber MECT und RAD9. Fir Mec1/ATR ist gezeigt, dass
es als Antwort auf Doppelstrangbriiche - unabhangig der Effektorkinasen - das Signal
weiterleiten kann (Edwards et al. 1999). Hierzu werden Proteine wie BRCA1 und
p53BP, potentielle Homologe von Rad9, phosphoryliert.

Ist Mph1 ein Substrat der Kinasen des DNA damage checkpoint?

Aufgrund der zentralen regulatorischen Funktion des DNA damage checkpoint bei
der Koordination der zelluldren Antworten auf DNA-Schaden, schien es naheliegend
zu untersuchen, ob auch Mph1 durch die DNA damage checkpoint-Kinasen phospory-
liert wird. Mec1, das Saccharomyces cerevisiae ATR-Homolog, wird fir die Erkennung
von DNA-Lasionen und Replikationsstress, aber auch bei der Erkennung von Doppel-
strangbrichen benétigt (Edwards et al. 1999). Das Signal wird Uber Phosphorylierung
von Mec1/ATR an verschiedene Zielproteine des DNA damage checkpoint (Rad9,
Rad17, Rad24, Rad53, Chk1; Melo et al. 2001, Kondo et al. 2001) als auch an direkte
Reparaturproteine (BRCA1, Rad51) weitergeleitet. Die Substrate fur eine effiziente
Phosphorylierung durch ATM zeichnen sich durch die Konsensussequenz Ser-GIn-Glu
(SQE) aus (O'Neill et al. 2000), die auch von ATR phosphoryliert werden kann (Siloh
2001). In Saccharomyces cerevisiae wurde gezeigt, dass das Histon 2A (H2A) ebenfalls
C-terminal eine SQE-Sequenz aufweist, die als Antwort auf Doppelstrangbriche Mec1-
abhangig phosphoryliert wird (Downs et al. 2000). Mph1 zeigt ebenfalls SQ-Motive.
Die 4 SQ-Motive treten in zwei Cluster und zwar an den Positionen 322 und 333 sowie
C-terminal an den Positionen 961 und 982 auf (vgl. S. 126). Diese SQ-Motive
entsprechen zwar nicht der ATM/ATR-Konsensussequenz, die Ergebnisse von Downs et
al. 2000 zeigen aber, dass der Austausch des Glutamats (E) gegen Alanin nur zu einer
leichten MMS-Sensitivitat von hta7-Mutanten fahrt, wahrend der Austausch von Serin
(S) oder Glutamin (Q) gegen Alanin zu einer erheblichen MMS-Sensitivitat fihrt. Dies
deutet an, dass das SQ-Motiv eine wichtige Rolle spielt und die Funktion von Glutamat
eher von untergeordneter Rolle zu sein scheint. Kim et al. 1999 konnten zeigen, dass
das SQ-Motiv die minimal notwendige Sequenzanforderung fir die ATM/ATR-
abhangige Phosphorylierung ist. Die Bedeutung der SQ-Motive fiir die Mph1-Funktion
und eine mogliche Phosphorylierung von Mph1 sollten deshalb untersucht werden.
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Es wurde zunachst die beiden C-terminalen SQ-Motive an den Positionen 961 und
982 mutiert, indem das Serin gegen Alanin zur Sequenz AQ ausgetauscht wurde. Die
beiden SQ-Motive wurden auf einem plasmidstandigem MPH1-Gen mutiert und das
resultierende Plasmid pRS313 e6e9 MPH1 SQ ., mut (S. 27) mit den AQ-Motiven in der
Mph1-Sequenz in mphi-Zellen zur Komplementation eingesetzt. Der Mutator-
phanotyp von mphil konnte jedoch nicht aufgehoben werden (nicht gezeigt). Der
Einfluss auf die Sensitivitat von mph7-Mutanten wurde nicht getestet. Es scheint also,
dass zumindest fur die Funktion von Mph1, die den Mutatorphanotyp bei Ausfall des
Proteins bedingt, diese beiden SQ-Motive keine essentielle Rolle spielen.
Moglicherweise ist ein Effekt erst beobachtbar, wenn alle vier SQ-Motive mutiert sind.

Parallel dazu sollte eine mdgliche posttranslationale Modifikation von Mph1
untersucht werden. Da fur Mph1 bisher keine Antikérper vorhanden sind, wurde eine
chromosomale Kopie von MPH1 3' mit einem immunochemisch nachweisbaren tag
versehen (vgl. S. 17; CEN.PK2-1c MPH1-6HA). Da vorherige Versuche gezeigt haben,
dass Mph1 mit nur einem Immunotag (Sendai-Epitop) versehen in einem Standard-
Westernblot bei Entwicklung mit NBT/BCIP, vermutlich aufgrund zu geringer
Proteinmengen, nicht sichtbar gemacht werden konnte (nicht gezeigt), wurde als tag
eine 6-fache Kopie des HA-Epitops verwendet. Die Untersuchung auf eine mégliche
Phosphorylierung von Mph1 aus Gesamtzellextrakt (vgl. S. 33) erfolgte zunachst mit
Zellen, die in der log-Phase - ohne und mit DNA-schadigenden Agenzien (Inkubation
far weitere drei Stunden mit 0.5 pg/ml 4-NQO oder 50 pg/ml CPT bei 30 °C unter
Schutteln) - angezogen wurden. Die prominentere, obere Bande zwischen den
Markerbanden bei 100.000 und 150.000 (Abbildung 28), die in der Kontrolle nicht
detektiert werden konnte (Abbildung 29, rechts), reprasentiert sehr wahrscheinlich
das Mph1-6HA-Konstrukt. Mph1 selbst hat ein errechnetes Molekulargewicht von
116.000, mit dem 6HA-Konstrukt liegt das Molekulargewicht bei etwa 125.000. Die
elektrophoretische Mobilitdat von Mph1 scheint zu einem héheren Molekulargewicht
bei etwa 140.000 hin verschoben zu sein, wie dies auch schon bei der Uberexpression
des MPH1-Gens festgestellt wurde (Schirer 2000). Die zweite, untere Bande, oberhalb
von 100.000, wurde haufig beobachtet und ist am ehesten als N-terminales Abbau-
produkt von Mph1 deutbar. In Abbildung 28 ist erkennbar, dass die prominente Bande
(unterhalb von 150 kD) als Doppelbande auftritt, was auf eine posttranslationale
Modifikation deuten kénnte.
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Abbildung 28: Immunochemischer Nachweis von Mph1-6HA (CEN.PK2-1c MPH-6HA). Die
Zellen wurden in der log-Phase ohne (ohne) oder mit 0.5 pg/ml 4-NQO (4-NQO) oder

50 pg/ml Camptothecin (CPT) fur drei Stunden inkubiert. Der Mph1-6HA Nachweis erfolgte
mit einem anti-HA Antikorper (S. 33). Die Bande unterhalb der 150 kD Markierung
korrespondiert mit Mph1.
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Die putative Mph1-Bande bei etwa 140.000 - als auch die schwachere Bande mit
geringerem Molekulargewicht - verandern sich bei der Inkubation mit den verschie-
denen Mutagenen nicht. Im Falle einer posttranslationalen Modifikation, die wie im
Falle einer Phosphorylierung eine negative Ladung mitbringt, erwartet man, dass das
modifizierte Protein unter denaturierenden Bedingungen eine elektrophoretische
Mobilitat verschoben zu niedrigeren Molekulargewichten zeigt, wie dies hier zu sehen
ist (Abbildung 28). Ob es sich tatsachlich um eine Phosphorylierung handelt, kann
durch Phosphatase-Behandlung des Zellextraktes (A-Phosphatase) untersucht werden.
Dabei sollte die phosphorylierte Bande bei Vergleich mit unbehandelten Zellextrakten
nicht mehr zu sehen sein.

Nicht reparierte DNA-Schaden sind gerade wahrend der Replikation eine Gefahr
far die Zelle, da es zum Arrest der Replikationsgabel kommen kann. Fir viele Proteine,
die hier eine Rolle spielen, ist eine zellzyklusabhangige Transkription gezeigt (Cho et
al. 1998). MPH1 scheint keiner zellzyklusabhdngigen Regulation zu unterliegen
(Scheller et al. 2000). Es ist aber denkbar, dass durch eine Modifikation die Aktivitat
oder Lokalisation von Mph1 beeinflusst werden kann. Deshalb wurde eine mégliche
Phosphorylierung in Abhangigkeit der Zellzyklusphase untersucht. Proteinextrakte
wurden von Zellen in der log-Phase, in G1 und in der S-Phase ohne und mit 4-NQO-
Behandlung prapariert und Mph1-6HA durch Immunoprazipitation (vgl. S. 33)
gewonnen. Der Blot wurde zunachst mit einem Antikérper, der das HA-Epitop
erkennt, entwickelt. Um eine mdgliche Phosphorylierung von Mph1 zu untersuchen,
wurde der selbe Blot ein zweites mal mit einem Antikérper, der phosphoryliertes
Serin/Threonin/Tyrosin erkennt, entwickelt. Bei der Entwicklung mit dem anti-HA-
Antikorper zeigt sich die putative Mph1-Bande, wie schon unter Abbildung 28
gezeigt, nicht nur in der log-Phase, sondern auch in G1 (a-Faktor) und in der S-Phase
(HU-Behandlung), als Doppelbande. In den jeweiligen Zellzyklusphasen ist - mit oder
ohne Mutagenbehandlung - kein Unterschied zu erkennen (Abbildung 29, links oben).
Dies legt nahe, dass eine moégliche Mph1-Phosphorylierung nicht durch verstarktes
Auftreten von DNA-Schaden reguliert wird. Was jedoch auffallt, ist der Unterschied
der Intensitat der beiden Doppelbanden. Wahrend bei den log-Phase-Prazipitaten die
obere Bande, wie bereits oben beschrieben, die prominentere Bande ist, verschiebt
sich dieses Verhaltnis in der G1-Phase. Hier sind beide Banden in etwa gleich stark. In
den HU-behandelten Zellen ist die obere Bande starker (Abbildung 29, links oben).
Eine Aussage darUber, ob mehr oder weniger Mph1-Protein in den jeweiligen
Zellzyklusphasen detektierbar ist, ist schwer machbar, da die Gesamtproteinmenge
nicht bestimmt wurde, sondern gleiche OD, -Mengen fir die Immunoprazipitation
eingesetzt wurden. Bei der zweiten Entwicklung des Blots mit dem anti-phospho-
Ser/Thr/Tyr-Antikérper kann in der Héhe der Mph1-HA-Bande eine Bande, wenn auch
bedeutend schwacher, detektiert werden, die mit der unteren Bande der Doppelbande
korrespondiert (Abbildung 29, links unten). Das dieses Signal von der ersten Anti-
korperinkubation herrthrt, erscheint unwahrscheinlich, da zum einen die mitgefihrte
CEN.PK2-1c-Kontrolle bei der anti-phospho-Ser/Thr/Tyr-Antikérper-Farbung einen
starkeren Hintergrund aufwieB3 (nicht gezeigt). Zum anderen wird die schwachere
Bande der Doppelbande durch diesen Antikoérper angefarbt.
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Abbildung 29: Zellzyklusabhangigkeit der Modifikation von Mph1-6HA.

Links: CEN.PK2-1c MPH1-6HA-Zellen wurden in der logarithmischen Wachstumsphase (log),
in G1-Phase (a—Factor) oder in der S-Phase (HU, log-Phase Zellen wurden in 100 mM
Hydroxyurea fur vier Stunden inkubiert) ohne (-) oder nach (+) 15-minutiger Inkubation in

2 pyg/ml 4-NQO geerntet und die aufgetrennten Proteine durch Immunoprézipitation mit
einem anti-HA-Antikérper gewonnen. Der Blot wurde zuerst mit dem anti-HA-Antikorper
entwickelt und nach Entfernen des ersten Antikorpers ein weiteres mal mit anti-phospho-
Ser/Thr/Tyr-Antikorper entwickelt. Rechts: CEN.PK2-1c MPH1-6HA-Zellen wurden mit
o—Faktor in G1 arretiert und nach dem Entfernen des o—Faktor durch zweimaliges Waschen
aller 15 min Proben fur die Analyse entnommen. Es wurden nicht gleiche Proteinmengen
aufgetragen, sondern gleiche Zellmengen aufgeschlossen (bestimmt durch die optische
Dichte). Als Kontrolle (K) wurde CEN.PK2-1c und log-Phase Zellen von CEN.PK2-1c MPH1-6HA
(log) mitgefthrt.

Die Zellzyklusabhangigkeit der Mph1-Phosphorylierung wurde weiter verfolgt.
CEN.PK2-1c MPH1-6HA-Zellen wurden in G1 arretiert (vgl. S. 34) und nach dem
Entfernen des a-Faktors aller 15 min Proben fir die Analyse entnommen. Der
Fortgang des Zellzyklus wurde mikroskopisch verfolgt: zum Zeitpunkt Null und auch
nach 15 min waren die Zellen in G1 (keine Knospenbildung, shmoo sichtbar) Nach
30 min zeigten ca. 20 % der Zellen und nach 45 min ca. 80 % der Zellen) kleine
Knospen (S-Phase). Ab 75 min waren bei die meisten Zellen Knospen sichtbar, die der
GroBe der Mutterzelle entsprach (spate S-Phase/G2). Im Westernblot ist erkennbar
(Abbildung 29, rechts), dass die Mph1-Bande wiederum als Doppelbande detektierbar
war, mit einem leicht starkeren Auftreten der unteren Bande bei 30 min und 45 min.

Die Frage, ob Mph1 phosphoryliert wird, lasst sich mit diesen ersten Experimenten
noch nicht eindeutig beantworten. Allerdings liefert der Blot mit dem anti-phospho-
Ser/Thr/Tyr-Antikorper (Abbildung 29) schon gute Hinweise auf eine Phosphorylierung.
Dies bedarf jedoch noch der Gegenprobe: die Behandlung mit Phosphatase. Es ist aber
der Grundstein gelegt, um die eingangs gestellte Frage einer Mph1-Phosphorylierung
in Abhangigkeit der Kinasen des DNA damage checkpoint zu beantworten.

Lokalisation von Mph

FUr Proteine, die an der Prozessierung arretierter Replikationsgabeln beteiligt sind,
konnte gezeigt werden, dass sie nicht nur kernlokalisiert sind, sondern auch in diskre-
ten Foci, die mit DNA-Schadigung einhergehen, zu finden sind (z. B. Lisby et al. 2003).

Lokalisiert Mph1 auch in diskreten Foci, die der Replikationsgabel entsprechen?
Eine Kernlokalisation von Mph1-GFP konnte bereits gezeigt werden (Scheller et al.
2000 und Abbildung 30, rechts), wobei das MPH1-GFP-Konstrukt unter der Kontrolle
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eines Galaktose-induzierbaren Promotors stand und die Experimente unter
induzierten Bedingungen durchgefuhrt wurden. Eine mogliche subnukleare Lokali-
sation kénnte unter diesen Bedingungen (Uberproduktion des Gens) Uberdeckt
worden sein.

Die Lokalisation von Mph1-GFP wurde hier erneut unter der Kontrolle des MPH1-
Promotors untersucht. Dazu wurden mph1-Zellen mit pRS313-Mph1-GFP ( vgl. S. 26)
transformiert, in Selektivmedium angezogen und ohne Fixierung der Zellen mikro-
skopisch untersucht. Die GFP-Fluoreszenz von Mph1-GFP konnte auch unter diesen
Bedingungen, wenn auch deutlich schwacher und nicht in allen Zellen, detektiert
werden (Abbildung 30, links). In Abbildung 30 rechts ist die Lokalisation von Mph1-
GFP unter der Kontrolle des Galaktose-induzierbaren Promotors (bei induzierten
Bedingungen), wie in Scheller et al. 2000 gezeigt, reproduziert. Die GFP-Fluoreszens ist
deutlich auf einen abgegrenzten Bereich in der Zelle eingeschrankt und sollte mit dem
Kern korrespondieren (vgl. Scheller et al. 2000). Eine Farbung des Kernes mit DAPI
erfolgte nicht, da bei der Fixierung der Zellen entstehende Artefakte vermieden
werden sollten.

pRS313 MPH1-GFP pYES2 Mph1-sen-GFP-his6

Abbildung 30: Lokalisation von Mph1. mph1-Zellen wurden mit pRS313 Mph1-GFP (links,
vgl. S. 26) oder pYES2 Mph1-sen-GFP-his6 (rechts, vgl. S. 26) transformiert und auf die
Lokalisation des Mph1-GFP-Konstuktes fluoreszenzmikroskopisch untersucht.

Fur Rad52 wurde gezeigt, dass in unbehandelten Zellen vereinzelt Foci beobacht-
bar sind, die nach IR-Behandlung in deutlich gréBerer Zahl in der S-Phase auftraten
(Lisby et al. 2001, Lisby et al. 2003). Um eine mégliche Lokalisation von Mph1 in Foci
zu untersuchen, wurden mph1-Zellen mit dem pRS313 MPH1-GFP-Konstrukt, und zum
Vergleich, Zellen mit einem chromosomalen Rad52-YFP-Konstrukt (W3749-14C; Lisby
et al. 2003) mit a-Faktor (in SC Medium angezogen) in G1 arretiert und auf die GFP-
bzw. YFP-Fluoreszenz hin untersucht. In Abbildung 31 links sind die Zellen mit dem
RAD52-YFP-Konstrukt gezeigt. In vielen Zellen ist eine starkere Fluoreszenz, die dem
Kern entsprechen sollte, erkennbar. In vereinzelten Zellen ist innerhalb dieses
Bereiches ein starker leuchtender Punkt erkennbar, der einem Rad52-Fokus an einem
spontan aufgetretenen DNA-Schaden (Doppelstrangbruch) entsprechen sollte (Lisby et
al. 2003). Bei den unter den gleichen Bedingungen (a-Faktor-Arrest, in SC-his Medium
angezogen) untersuchten mph1-Zellen konnte in ca. 60 % der Zellen die Kernlokali-
sation detektiert werden. Wie bei Rad52 war in einzelnen Zellen eine starkere, punk-
tierte GFP-Fluoreszenz detektierbar (Abbildung 31, Mitte). VergréBerungen solcher
Zellen (Abbildung 31, rechts) sollen dies nochmals verdeutlichen. Anscheinend loka-
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lisiert Mph1-GFP nicht nur diffus im Kern, sondern ist partiell auch in Foci detektierbar.
Ob es sich hierbei auch um eine Kolokalisation mit DNA handelt, kann derzeit nicht
sichergestellt werden. Es schlossen sich weitere Untersuchungen mit log-Phase-, G1-
Phase- und S-Phase-Zellen, die ohne und mit DNA-schadigenden Agenzien inkubiert
wurden, an (15 minGtige Inkubation mit den DNA-schadigenden Agenzien entweder
direkt im o-Faktor-Arrest fir G1 oder 45 min nach dem Release fur die S-Phase; 4-NQO:
1 pg/ml, Stammldsung: 2.5 mg/ml in Ethanol; HU: 200 mM, Stammlésung 2 M in
Wasser). Auch hier war neben der diffusen Kernfarbung in einigen Zellen eine als
Fokus deutbare verstarkte GFP-Fluoreszenz sichtbar (nicht gezeigt), wobei zum
jetzigen Zeitpunkt qualitativ keine Aussage gemacht werden kann, ob sich die Haufig-
keit oder auch die Intensitat der Foci unter den verschiedenen Bedingungen andert.

Abbildung 31: Lokalisation von Rad52 und Mph1. Links: W3749-14C (MATa, ADE2,
bar1:LEU2, trp1-1, LYS2, RAD52-YFR RADS; Lisby et al. 2003) wurde mit a-Faktor in G1
arretiert, um die Rad52-YFP-Lokalisation zu untersuchen. Da das GFP und das YFP-
Emissionspektrum Uberlappt, wurde die YFP-Fluoreszenz mit dem gleichen Filter wie fur GFP
(S. 34) untersucht. Mitte: a-Faktor arretierte mph7-Zellen wurden mit pRS313 Mph1-GFP
transformiert und auf die Lokalisation des Mph1-GFP-Konstuktes fluoreszenzmikroskopisch
untersucht. Rechts: Ausgewahlte o-Faktor arretierte mph71-Zellen mit dem pRS313 Mph1-

GFP-Konstrukt. Innerhalb eines starker fluoreszierenden Bereiches in der Zelle (Kern) ist ein
kleiner Bereich mit einer starkeren GFP-Fluoreszenz (Fokus) erkennbar.

RAD52-YFP pRS313 MPH1-GFP

Die bisher erhaltenen Daten lassen die Frage aufkommen, ob Mph1 mit Rad52
kolokalisiert? Die Zellen mit dem chromosomalen Rad52-YFP-Konstrukt (W3749-14C)
wurden mit pRS313 MPH1-GFP transformiert und wie oben beschrieben in G1
arretiert. Wegen technischer Schwierigkeiten mit dem vorhandenen Equipment
konnte die Kolokalisation von Rad52 und Mph1 jedoch nicht untersucht werden. Da
diese Experimente im Labor von Per Sunnerhagen, Universitat Géteborg, Schweden
durchgefuhrt wurden, konnten die Untersuchungen nicht fortgefthrt werden.

Diese ersten Untersuchungen zur subnukledren Lokalisation von Mph1 deuten
jedoch an, dass Mph1-GFP nicht nur diffus im Kern zu finden ist. In einzelnen Zellen
sind diskrete Foci mit einer starkeren GFP-Fluoreszenz, die mit Mph1 korrespondieren
sollten, erkennbar. FUr eine Vielzahl von Proteinen, die bei Replikation,
Rekombination und im DNA damage checkpoint eine Rolle spielen, wurde diese Art
von Lokalisation gezeigt. Oftmals konnten unterschiedliche Proteine in den gleichen
Foci gefunden werden oder die Lokalisation des einen Proteins bedingte die
Lokalisation des anderen. Fir Mph1 bleibt die Frage offen, ob es sich bei den
gezeigten Foci tatsachlich um Replikationsgabeln handelt (z. B. durch Kolokalisation
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mit PCNA) und/oder ob Mph1 mit Proteinen, fir die eine Rolle bei der
Wiederaufnahme von arretierten Replikationsgabel postuliert wurde und mit denen in
dieser Arbeit eine genetische Interaktion gezeigt werden konnte, kolokalisiert. Erste
Hinweise, auf eine Lokalisation von Mph1 in einem Komplex mit Proteinen, fur die
sowohl eine Rolle bei der Replikationsreinitiation diskutiert wird und auch eine
genetische Interaktion mit mph1 hier gezeigt werden konnte, liegen vor (Gavin et al.
2002). Die Autoren haben Proteinkomplexe von Saccharomyces cerevisiae aufgereinigt
und massenspektrometrisch die einzelnen Proteine identifiziert. Dabei konnte Mph1
zweimal, ausgehend von unterschiedlichen Ausgangsproteinen, mit zum Teil den
gleichen Proteinen, detektiert werden. Zu diesen Proteinen zahlen u. a. Msh2, Ddc2,
Mec1, Rad52 und auch Sgs1 (Gavin et al. 2002).

Das putative Homologe von MPH1 in
Schizosaccharomyces pombe

MPH1 zeigt genetische Interaktionen mit einer Reihe von Genen, deren Produkte
evolutionar konserviert sind. Bei einem Sequenzvergleich mit Mph1 wurden in
Bakterien keine sequenzidentischen Proteine gefunden, wohl jedoch in Archaea und
Eukaryoten (Abbildung 32). Dies deutet an, dass der Mechanismus, in den Mph1
involviert ist, nicht nur bei Saccharomyces cerevisiae sondern generell bei Eukaryoten
(und Archaea) vorhanden ist.

hs mphl
mm mphl
sc mphl
sp-:mphl
at mphl
af fl_mphl
cm mphl

hs mphl 2
mm mplhl 2
sc mphl 2el
sp mphl 248
at mphl 280
afu mphl 188
cm mphl 237

Abbildung 32: Sequenzvergleich der deduzierten MPH7-Aminosauresequenzen
verschiedener Organismen mit MPH1 von Saccharomyces cerevisiae (Quelle: W. Kramer). Die
Sequenzen wurden verglichen mit dem Pileup Programm vom GCG package mit der
Blossum62 Matrix. Der Sequenzvergleich wurde mit dem Boxshade Programm bearbeitet
(http/Avww.ch.embnet.org/software/BOX form.html), um Identitaten (schwarz) und
Ahnlichkeiten (grau) hervorzuheben. Hs: Homo sapiens, mm; Mus musculus, sc:
Saccharomyces cerevisiae, sp: Schizosaccharomyces pombe, at: Arabidopsis thaliana, afu:
Archaeglobus fulgidus, dm: Drosophila melanogaster.
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Phanotypische Charakterisierung von spomph1 -Mutanten

Sind diese putativen Sequenzhomologe auch Funktionshomologe von Mph1? Um
dieser Frage nachzugehen, sollte das Homologe von Schizosaccharomyces pombe
charakterisiert werden. Das betreffende Gen, dessen deduzierte Aminosauresequenz
zu 38 % identisch mit der von Mph1 ist, liegt auf Chromosom | (SPAC 9.05; im
folgenden spmph1* genannt) und ist 2605 bp lang. Es tragt wahrscheinlich ein Intron.
In einem ersten Ansatz sollte untersucht werden, ob die Mutante spmph1 die gleichen
phanotypischen Eigenschaften aufweist, wie die Mutante der Backerhefe. Zuerst
wurde das Gen einschlieBlich Promotor- und Terminatorbereiche kloniert
(pGEMZf(-) spmph1’). Ausgehend von diesem Konstrukt wurde eine Deletionskassette
konstruiert (0GEMZf(-) spmph1::kanMX4) und die Mutanten hergestellt (vgl. S. 28).

Saccharomyces cerevisiae mph1 Mutanten zeigen eine erhdhte Mutationsfrequenz
und sind sensitiv gegenuber verschiedenen DNA schddigenden Agenzien. Auch die
putativen spomph7-Mutanten von Schizosaccharomyces pombe sollten bzgl. dieser
beiden Phanotypen charakterisiert werden. Die Untersuchung der Sensitivitat
gegeniber MMS und 4-NQO von spmph1- und Wildtyp-Zellen erfolgte im Vergleich
mit mph1 und Wildtyp-Zellen von Saccharomyces cerevisiae im Drop dilution assay. Die
Zellen wurden in YE-Medium angezogen und auf YPD-Platten mit den DNA-
schadigenden Agenzien getropft. Wie in Abbildung 33 zu sehen, sind die
Schizosaccharomyces pombe spmph1 -Mutanten sensitiv gegentiber MMS und 4-NQO.
Der Wildtyp verhalt sich bei der gegebenen Konzentration wie auf der YPD-
Wachstumskontrolle, bei der auch die Mutanten normal wachsen. Es ist kein
Unterschied zwischen den beiden Paarungstypen (h+, h-) feststellbar. Die
Saccharomyces cerevisiae mph1 Mutanten zeigen die bekannte Sensitivitat.

Sp.wt(s)

S.p. mpht (h-)

S.p.wt (h+)

S.p. mpht (h+)

0.25pug/ml

Abbildung 33: Sensitivitdt von Saccharomyces cerevisiae (sc) und Schizosaccharomyces
pombe (sp) Wildtyp- und mph1-Mutanten gegenliber MMS und 4-NQO. Die jeweiligen
Stamme wurden, wie in Material und Methoden beschrieben, auf YPD mit und ohne den
Chemikalien (Konzentration unter der jeweiligen Platte angegebenen) getropft.

Ein Sequenzvergleich mit der deduzierten Aminosauresequenz des CAN7-Genes aus
Saccharomyces cerevisiae zeigte, dass es auch in Schizosaccharomyces pombe sehr
wahrscheinlich ein Homologes zur Argininpermease gibt (56 % Identitat). Daher sollte
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das Canavaninvorwartsmutationssytem auch geeignet sein, um die Mutationsfrequenz
der spmph1-Mutanten zu bestimmen. Abbildung 34 zeigt, dass alle untersuchten
Stamme auf der EMM-Kontrollplatte wachsen, jedoch auf EMM/CAN sind bei somphT
im Vergleich zum Wildtyp mehr canavaninresistente Kolonien sichtbar.

EMM supplemented EMM sup. + CAN

h+amph1 [ ]

10° 10" 10° 10° 10° 10" 10* 10°
Abbildung 34: Mutationsfrequenz von Schizosaccharomyces pombe Wildtyp- und mph1-
Zellen unter Verwendung des Canavaninvorwartsmutationssystems. Die Stdmme wurden in
YE Uber Nacht angezogen, drei 1:10 Verdinnungen hergestellt und je 10 pl auf EMM und
EMM/CAN (40mg/l) getropfelt und bis zum Sichtbarwerden von Kolonien bei 30 °C inkubiert.

Diese ersten Daten der phanotypischen Charakterisierung der Mutanten des
putativen MPH1-Homolgen aus der Spalthefe zeigen, dass somph7-Mutanten einen
ahnlichen Phanotyp wie Saccharomyces cerevisiae mphi1-Mutanten besitzen. Das
Sequenzhomologe von MPH1 scheint daher auch ein Funktionshomologes zu sein.

Komplementation

Die Hypothese, dass somph1* ein Funktionshomologes von scMPH1 ist, kann durch
eine Interspezies Komplementation gestitzt werden. Hierfur wurde das somph1*-Gen
in den Saccharomyces cerevisiae spezifischen Vektor pRS316 kloniert (pRS316 spmph1”,
vgl. S. 28). Fur die Untersuchung der Komplementation wurden Saccharomyces
cerevisiae mphi-Zellen mit pRS316, pRS316 MPH1 (S. 26) und pRS316 spmph1”
transformiert. URA"™-Transformanten wurden auf die Sensitivitat gegentiber MMS und
4-NQO und den Mutatorphanotyp untersucht.

In Abbildung 35 ist die Komplementation der Sensitivitdt gezeigt. Die Zellen
wurden in Selektivmedium (SC-ura) angezogen und sowohl auf YPD-Platten als auch
auf SC-ura-Platten getropft. Da kein Unterschied zwischen den YPD- und SC-ura-
Platten festgestellt werden konnte, ist es ausreichend, wenn die Zellen zum
Plasmiderhalt in Selektivmedium angezogen werden. Die Sensitivitdit von mphi
(Abbildung 35, zweite Reihe) lasst sich erwartungsgemaB durch das Saccharomyces
cerevisiae MPH1-Gen komplementieren (Abbildung 35, dritte Reihe). Durch das
spmph1* Gen lasst sich die mph1-Sensitivitat jedoch nicht wieder aufheben (Abbildung
35, vierte Reihe).
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MMS 4NQO
0.005% 0.3pg/ml

wi
pRS316

mph1

pRS316

mpht1

pRS316 MPH1
mph1

pRS316 SpMPH1

YPD

wt
pRS316

mpht

pRS316

mpht

pRS316 MPH1
mph1

pRS316 SpMPH1 B

-ura

Abbildung 35: Komplementation der Sensitivitat von Saccharomyces cerevisiae Wildtyp und
mph1-Mutanten gegentiber MMS und 4-NQO. Die jeweiligen Stdmme wurden in SC-ura
angezogen, auf 1 x 10’ Zellen/ml eingestellt und je 10 pl von 1:10 Verdiinnungen auf die
YPD- und SC-ura-Platten ohne und mit den DNA schadigenden Agenzien in den
angegebenen Konzentrationen getropft.

Die Komplementation des mph7-Mutatorphdnotyps ist in Abbildung 36 gezeigt.
Wildtypzellen bilden nur vereinzelt canavaninresistente Kolonien (Abbildung 36,
wt pRS316). Die Deletion von MPH1 ruft dagegen eine erhéhte Zahl von canavanin-
resistenten Kolonien hervor (Abbildung 36, mph1 pRS316), die sich durch ein
plasmidstandiges MPH1-Gen (Abbildung 36, mph1 pRS316 MPH1) wieder aufheben
lasst. Das Einbringen von spmph1® in mph1-Mutanten hebt den Mutatorphanotyp
partiell auf (Abbildung 36, mph1 pRS316 spmphT).

wt pRS316
mphi pRS316

mph1 pRS316 ScMPHT

mpht pRS316 SpMPHT
LS

-ura -arg -ura -arg/Can

Abbildung 36: Komplementation der Mutationsfrequenz von Saccharomyces cerevisiae
Wildtyp- und mph1 -Zellen unter Verwendung des Canavaninvorwartsmutationssystems.
Jeweils drei verschiedene Transformanten wurden in SC-ura angezogen, je 50 pl auf SC-ura-
arg als Wachturmskontrolle und auf und SC-ura-arg/CAN-Platten getropft und bis zum
Sichtbarwerden von Kolonien bei 30 °C inkubiert.

Obwohl bei der Komplementation mit dem spomph1*-Gen mehr canavaninresistente
Kolonien auftreten, als bei der Komplementation mit dem MPH1-Gen aus
Saccharomyces cerevisiae, ist die Kolonienzahl doch deutlich geringer als bei mit dem
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Leervektor transformierten mph7-Mutanten. Dies weist darauf hin, dass das somph1*-
Gen zumindest partiell den mph71-Phdanotyp komplementieren kann, was die
Vermutung eines Funktionshomologen Gens stark unterstitzt. Dass die
Komplementation nur partiell erfolgt, kénnte daran liegen, dass das somph1*-Gen ein
Intron enthalt, welches nur unzureichend gesplei3t wird, da die SpleiBsequenz nicht
mit der fUr Saccharomyces cerevisiae bestimmten SpleiBkonsensus-Sequenz (5'-splice
site: GUAUGU, branchpoint. UACUAAC, 3' splice site: YAG; Jones et al. 1992)
Ubereinstimmt.
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Mph1 agiert in einem Wegq zur fehlerfreien Umgehung
von DNA-Lésionen

Die genetische Interaktion von mph1-Mutanten aus Saccharomyces cerevisiae mit
Mutanten aus der Basenexcisionsreparatur, der Nukleotidexcisionsreparatur, der
Transkriptionsgekoppelten Reparatur, der postreplikativen Reparatur, der Reparatur
von Doppelstrangbriichen (homologe Rekombination, non-homologous end joining),
dem DNA damage checkpoint und weiterer ausgewahlter Gene, wie SGS7, SRS2,
MRE11, RAD27 und MMS4 wurde untersucht. Dabei wurde der Einfluss von
Mutationen in dieser Gene auf den Mutatorphanotyp und die Sensitivitdt von mph7-
Mutanten gegeniber den DNA schadigenden Agenzien MMS, 4-NQO und
Camptothecin analysiert.

Mit Mutanten aus der Basen- und Nukleotidexcisonsreparatur wurde folgende
genetische Interaktionen beobachtet: mph1 ist synergistisch im Bezug auf den
Mutatorphanotyp mit mag? und apn1, wobei der Synergismus mit apn! besonders
stark ausgepragt ist. MAG1 kodiert flir eine DNA-Glykosylase und APNT fir eine AP-
Endonuklease, die beide in der Basenexcisionsreparatur involviert sind. Der
Synergismus war in einer apn1 apn2 mph1 Tripelmutante, bei der eine weitere AP-
Endonuklease in Hefe inaktiviert ist, noch starker ausgepragt (S.40). Ein
synergistischer Phanotyp von mph1 war bereits mit rad14, einer Mutante aus der
Nukleotidexcisionsreparatur, beobachtet worden (Scheller et al. 2000).

Reparaturmutanten haben haufig einen Mutatorphanotyp, da es auf Grund des
Reparaturdefektes zu einer Anhaufung von DNA-Lasionen kommt, die bei der
Replikation z. B. durch Translasionssynthese zu Mutationen fuhren. Es ware daher
moglich, daB Mph1 ein akzessorischer Faktor dieser Reparatursysteme ist und bei
seinem Ausfall mehr Schaden in der DNA auftreten. Dies erscheint aber aus mehreren
Grinden unwahrscheinlich. Zum einen miBte Mph1 sowohl in der Basen- als auch in
der Nukleotidexcisionsreparatur beteiligt sein, die beide sehr unterschiedliche
Mechanismen benutzen (de Laat et al. 1999, Kelly et al. 2003). Zum anderen verhalten
sich die Mutanten additiv bezlglich der Sensitivitdt gegentber DNA-Schaden
(Abbildung 5, S. 39; Abbildung 6, S.40). Das gewichtigste Argument gegen eine
Beteiligung von Mph1 an der Excisionsreparatur ist aber, dass weder apni-Mutanten
noch apnT1 apn2-Doppelmutanten einen nennenswerten Mutatorphanotyp besitzen.
Erst durch die Deletion von MPH1 kommt es zu einem starken Anstieg des
Mutatorphanotyps. Die moégliche Erklarung, dass Mph1 fir eine effektive Wirkung der
Glykosylasen benotigt wird, kann nicht zutreffen, da AP-sites mit relativ hoher
Frequenz auch durch spontane hydrolytische Depurinierung vor allem von Guanosin
entstehen (Guillet und Boiteux 2003). Viel wahrscheinlicher ist daher die Erklarung,
dass in Anwesenheit von Mph1 die in den apn-Mutanten vermehrt auftretenden AP-
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sites (Johnson et al. 1998) bei der Replikation nahezu quantitativ fehlerfrei umgangen
werden. Fehlt hingegen Mph1, werden sie stattdessen mutagen durch Translasions-
synthese prozessiert.

Die Kanalisierung von Lasionen in die Translasionssynthese wird dadurch gestatzt,
dass der Mutatorphanotyp von mph1 und apn1 mph1 abhdngig von REV3 ist, welches
fur die katalytische Untereinheit der Translasionspolymerase Pol £ kodiert (Scheller et
al. 2000; vgl. Tabelle 6, S. 37). Die Abhangigkeit des mph1-Mutatorphanotypes von der
Translasionssynthese zeigt sich auch bei Mutanten von Rev7, der regulatorischen
Untereinheit von Pol { und Rev1, einer Deoxycytidyltransferase, die bevorzugt C
gegenuber einer AP-site einbaut (Nelson et al. 1996a, Nelson et al. 1996b, Nelson et al.
2000). Auch durch die Deletion dieser Gene wird der Mutatorphanotyp abgeschafft
(Tabelle 14, S. 54). Translasionspolymerasen weisen eine im Vergleich zu replikativen
DNA-Polymerasen geringere Genauigkeit auf und kénnen Gber DNA-L&sionen hinweg-
lesen, die replikative DNA-Polymerasen nicht kopieren kénnen. Die Translasions-
synthese stellt offensichtlich die Hauptalternative zur Mph1-abhédngigen fehlerfreien
Umgehung dar, wie die synergistische Sensitivitat der rev3 mph1 und auch rev7 mpht
Mutanten gegenliiber MMS und 4-NQO zeigt (Abbildung 5, S. 39; Abbildung 12, S. 56).
DNA-Schaden, die in diesen Doppelmutanten weder fehlerfrei durch Mph1 noch durch
Translasionssynthese prozessiert werden kénnen, fiihren zum Tod der Zelle.

Mpht ist nicht in die postreplikative Reparatur involviert

Wie bereits in der Einleitung erwahnt, spielen die Gene der RAD6-Epistasisgruppe
bei der Umgehung von replikationsarretierenden DNA-Lasionen eine wichtige Rolle.
Neben dem error-prone-Zweig, zu dem die Translasionssynthese gezdhlt wird,
unterscheidet man in der postreplikativen Reparatur auch einen error free Zweig, zu
dem RAD5, MMS2 und UBC13 gehoéren. Rad5, dessen ATPase-Aktivitat durch
einzelstrangige DNA stimuliert wird, bindet mit seiner RING-Finger-Domane Ubc13,
ein Ubiquitin-konjugierendes Enzym (Johnson et al. 1994, Ulrich und Jentsch 2000).
Ubc13 bildet mit Mms2 ein Heterodimer, welches Uber Lysin 63-verknipfte Poly-
ubiquitinketten bilden kann (Hofmann und Pickart 1999). Rad5 interagiert auch mit
Rad18, welches ebenfalls Einzelstrang-DNA-Bindeaktivitdt zeigt und Rad6 zur DNA
rekrutiert (Bailly et al. 1994). So kommt es zur Ausbildung eines Multienzymkomplexes
aus Rad6/Rad18-Rad5/Ubc13/Mms2. Rad6 ist ein ubiquitinibertragendes Enzym, fir
das kurzlich gezeigt werden konnte, dass es fir die Monoubiquitinierung von
proliferation cell nuclear antigen (PCNA), dem Prozessierungsfaktor der replikativen
Polymerase, verantwortlich ist und das dies Vorrausetzung fur Translasionssynthese ist.
Diese Monoubiquitinierung kann durch Rad5/Ubc13/Mms2 zu einer Multiubiquiti-
nierung ausgebaut werden und wird vermutlich fir die fehlerfreie Umgehung von
DNA-Lasionen bendétigt (Hoege et al. 2002, Stelter und Ulrich 2003). MMS2 und UBC13
wurden aufgrund genetischer Interaktionen in den fehlerfreien Zweig der post-
replikativen Reparatur eingeordnet und sind epistatisch zueinander (Hofmann und
Pickart 1999, Broomfield et al. 1998, Brusky et al. 2000). Bezlglich des spontanen
Mutatorphanotyp unterscheiden sich jedoch die Interaktionen von mms2 und ubc13

95



DISKUSSION

mit mph1 (Tabelle 14, S. 54). Wahrend mms2 und mph1 partiell additiv sind, ist ubc13
hypostatisch zu mph1. Auch bei genetischen Interaktion mit rad6, bezogen auf die UV-
Sensitivitat, zeigten sich Unterschiede: mms2 ist hypostatisch zu rad6, wahrend ubci13
die starke UV-Sensitivitat von rad6-Mutanten partiell wieder aufheben kann (Brusky et
al. 2000). Obwohl Mms2 und Ubc13 nur als Heterodimer Polyubiquitinierungsaktivitat
zeigen (Hofman und Pickart 1999), scheinen sie dennoch nicht funktionell dquivalent
zu sein. Aus der additiven UV-Sensitivitdt von mms2 und rad4 (Broomfield et al. 1998)
kann geschlossen werden, dass MMS2 nicht in die Reparatur von UV-induzierten
Lasionen Uber die Nukleotidexcisionsreparatur involviert ist. Sowohl mms2 als auch
ubc13 sind synergistisch sensitiv in Kombination mit rev3, einen Phanotyp den wir
auch mit mph1 rev3 beobachtet haben (Brusky et al. 2000, Broomfield et al. 1998,
Abbildung 5, S.39). mms2 zeigt eine Mutatorphanotyp (Tabelle 14, S. 54), der durch
rev3 wieder aufgehoben werden kann (Broomfield und Xiao 2002). Hieraus kann
geschlossen werden, dass MMS2 und UBC13, ahnlich wie MPH1, eine Funktion bei der
fehlerfreien Umgehung von DNA-Lasionen haben, und der Ausfall dieser Gene zur
Translasionssynthese fuhrt. Dieser fehlerfreie bypass agiert aber unabhangig von
MPH1, wie man aus der Additivitdt der UV-, MMS- und 4-NQO-Sensitivitaten von
mms2/ubc13 und mph1 ableiten kann (Abbildung 11, S. 55; Abbildung 12, S. 56). Der
fehlerfreie MMS2/UBC13-Weg scheint — im Gegensatz zum MPH1-Weg - unabhéangig
von RAD52 zu agieren, weil auch hier die Phanotypen bzgl. der UV-Sensitivitat additiv
sind (Ulrich 2001). Die genetische Interaktion von mph1 mit Mutanten der post-
replikativen Reparatur legen nahe, dass MPH1 nicht in einen dieser Zweige
eingeordnet werden kann. Viel wahrscheinlicher ist, dass MPH1 einen fehlerfreien
Weg zur Umgehung von DNA-Lasionen beschreibt, der parallel zu MMS2/UBC13 ist.
Die Suppression des Mutatorphanotyps von mph1 durch rev3/rev7 und rev1 erklart sich
dann aus der Notwendigkeit, die in Abwesenheit von mph1 verbleibenden DNA-
Lasionen mutagen zu umgehen. Hierdurch [aBt sich auch die Suppression des mph1-
Mutatorphanotyps durch radé und radi18 erkldaren, da beide Gene, wie oben
ausgefuhrt, fur die Translasionssynthese notwendig sind. Unklar in diesem Zusam-
menhang ist allerdings noch die partielle Suppression des mph7-Mutatorphanotyps
durch rad5 (Tabelle 14, S. 54). Die Sensitivitat der rad5 mph1-Doppelmutante ist, wie
bei allen anderen PRR-Mutanten auch, héher als die der jeweiligen Einzelmutanten,
weswegen MPHT nicht in diesen Weg eingeordnet werden kann. Andererseits ist
RADS5 nicht fur die Translasionssynthese notwendig (Cejka et al. 2001). Eine mogliche
Erklarung ware, daB Rad5 dennoch die Translasionssynthese stimuliert, indem es die
alternative Modifikation von PCNA mit SUMO reguliert (Stelter und Ulrich 2003). Dies
ist aber ohne zusatzliche Untersuchungen zur Funktion von Rad5 zur Zeit nicht
beantwortbar.

Die fehlerfreie Umgehung von DNA-Schdden durch Mph1
erfordert Proteine der homologen Rekombination

Im Gegensatz zum RAD5/MMS2/UBC13-Weg ist der MPH1-Weg abhéngig vom
RAD52-Weg, bzw. von rad51, rad52 und rad55. Sowohl in Bezug auf den Mutator-
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phanotyp als auch der Sensitivitdat gegenliber DNA-schadigenden Agenzien ist mph1
hypostatisch zu rad51, rad52 und rad55 (Tabelle 10, S. 47; Tabelle 11, S. 48; Abbildung
9, S. 49). Die RAD52-Epistasisgruppe wird fur die Reparatur von Doppelstrangbriichen
durch homologe Rekombination bendétigt. Mutanten dieses Weges sind u. a. sensitiv
gegeniber ionisierender Strahlung und defekt in der Meiose und der hetero-
allelischen mitotischen Rekombination (Game und Mortimer 1974, Rattrey und
Symington 1994). mph1-Mutanten hingegen sind nicht sensitiv gegentiber Réntgen-
strahlen, sind nicht sporulationsdefekt (Scheller et al. 2000) und zeigen zum Wildtyp
vergleichbare Rekombinationsraten (Tabelle 12, S. 50) Damit erscheint es unwahr-
scheinlich, dass MPH1 an der Reparatur von Doppelstrangbriichen beteiligt ist. In der
Literatur wird fur die Gene der RAD52-Epistasisgruppe immer mehr eine Funktion bei
der fehlerfreien Umgehung von DNA-Lasionen postuliert (u.a. McGlynn und Lloyd
2002a, Cox 2002, Oakley und Hickson 2002). Fehlerfreie Umgehung bedeutet, dass
eine DNA-Lasion, die den Fortgang der Replikation behindert, umgangen werden
kann, indem die Information vom Schwesterchromatid ausgenutzt wird, um tber die
DNA-Lasion hinweg lesen zu kénnen (Abbildung 1, S. 10). Hierbei wird vermutlich das
Rad51-Filament, fir dessen Ausbildung in Anwesenheit von RPA Rad52 und der
Rad55/57-Komplex erforderlich sind, fur den Strangtransfer ins Schwesterchromatid
benoétigt. Aufgrund der genetischen Interaktionen und der Phanotypen der mphi-
Mutante ist es daher wahrscheinlich, daB MPHT am Informationstransfer vom
Schwesterchromatid bei der fehlerfreien Umgehung von replikationsarretierenden
DNA-Schaden durch homologe Rekombination benétigt wird, aber nicht bei der
Doppelstrangbruchreparatur.

Modelle zur chicken foot-Bildung durch homologe
Rekombination

Far die fehlerfreie Umgehung von DNA-Lasionen auf der lagging strand Matrize
wurde, wie in Abbildung 1 A (a-f, S. 10) schematisch verdeutlicht, in der Literatur eine
Beteiligung von Enzymen der homologen Rekombination angenommen (z. B. Fabre et
al. 2002). Fur die Umgehung von Schaden auf der Matrize des leading strand wird der
chicken foot als wichtiges Intermediat postuliert. Der chicken foot, der strukturell
einer Holliday junction gleicht, kann dabei durch die Wirkung einer Helikase, die die
fork regression katalysiert, erzeugt werden (Abbildung 1 B, S. 10). In E. coli wird diese
Funktion moglicherweise von RecG ausgelibt (McGlynn und Lloyd 2002a, Singleton et
al. 2001)

Laut der deduzierten Aminosauresequenz gehért Mph1 zur DEAH/DExH-Familie
(Scheller et al. 2000), zu der eine Reihe von Helikasen gehoéren (Cruz et al. 1999). In
ersten Untersuchungen konnte fir Mph1 eine 3'-5'-Helikaseaktivitat gezeigt werden
(L. Krejci, persdonliche Kommunikation). Eine zunachst plausibel erscheinende Hypo-
these ware, dass Mph1 ahnlich wie RecG die fork regression via Helikaseaktivitat
katalysiert. Dann ware allerdings nicht zu erklaren, wieso mph1 hypostatisch zu
Mutationen der homologen Rekombination ist. Im Falle der Auflésung der Holliday
junction durch reverse branch migration wirde homologe Rekombination Uberhaupt
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nicht bendtigt und mphT sollte einen starkeren Mutatorphanotyp als rad57 haben.
Woirde die Holliday junction hingegen durch Resolvasen geschnitten, entstiinde ein
Doppelstrangende, welches in Abwesenheit von homologer Rekombination
hochstwahrscheinlich toxisch sein sollte, da die Replikationsgabel nicht wieder
hergestellt werden kann (Abbildung 1 B, S. 10). Dann sollten aber die Sensitivitaten
von rad517 und mph1 zumindest additiv sein. Da jedoch beide aus dieser Hypothese
vorhergesagten Phanotypen der Doppelmutante nicht zutreffen, muB man diese
verwerfen.

leading strand
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Abbildung 37: Alternative Moglichkeiten zur Bildung des chicken foot bei einer DNA-L&sion
auf dem leading strand zur fehlerfreien Reinitiation von arretierten Replikationsgabeln. Die
Details sind im Text erklart. Die parentalen leading und lagging strands sind schwarz, der
neusynthetisierte lagging strand in blau, der neusynthetisierte leading strand in weinrot
dargestellt. DNA-Neusynthese, um die DNA-Lasion zu umgehen ist in orange dargestellt. Das
rote Kastchen auf dem parentalen leading strand stellt eine DNA-Lasion und die braunen
Kugelchen bei b, h und i stellen das Rad51-Filament dar.

Als Alternative zur Helikase-vermittelten fork regression wird in E. coli aber auch
eine Bildung des chicken foot Uber homologe Rekombination unter Beteiligung von
RecA diskutiert (Cox 2001, Cox 2002, und Robu et al. 2001). In Abbildung 37 ist
schematisch gezeigt, wie man sich die chicken foot Bildung Uber homologe
Rekombination vorstellen kann. Wenn die replikative Polymerase an einer DNA-Lasion
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auf der Matrize des leading strand arretiert (Abbildung 37 a), kann der abgebrochene
leading strand abgeschalt werden und nach Bildung des Rad51-Filamentes (dem RecA-
Funktionshomologen von Eukaryoten; Abbildung 37b) in die Duplex des
Schwesterchromatids unter Ausbildung eines D-loop invadieren (Abbildung 37 ),
wobei der leading mit dem lagging strand hybridisiert. Wird das 3"-Ende des /leading
strand mit dem lagging strand als Matrize verlangert und klappt es danach wieder auf
die Matrize des leading strand zurick, indem der D-loop an der Seite der
Stranginvasion in Elongationsrichtung verschoben wird (strand displacement) und
zwar schneller, als die Elongation erfolgt, ist die DNA-Lasion fehlerfrei umgangen
(Abbildung 37 d).

Erfolgt die Elongation jedoch bis zum Ende des als Matrize dienenden Okazaki-
Fragmentes (Abbildung 37 e), ohne das der D-loop (weit) verschoben wird, so
resultiert auch dies in der Ausbildung des chicken foot (Abbildung 37 f und g). Der
chicken foot kann aber auch gebildet werden, wenn sich das Rad51-Filament auf dem
- vor der Replikationsmaschinerie bereits entwundenen - Einzelstrangbereich der
leading strand-Matrize bildet (Abbildung 37 h). Dieses Rad51-Filament ist ebenfalls zur
Homologiesuche fahig und kann mit der Matrize des lagging strand paaren, wobei
zunachst der neusynthetisierte lagging strand abgeschalt wird (Abbildung 37 i) und
dann auch der neusynthetisierte /leading strand. Diese beiden Strange sind
komplementar und kénnen unter Ausbildung des chicken foot paaren (Abbildung
37j). Wenn nun die DNA-Polymerase auf diesen Strang wechselt, kann das
abgebrochene 3’-Ende des leading strand wieder fehlerfrei mit dem lagging strand als
Matrize verlangert werden (Abbildung 37 g). Die Reinitiation der Replikation ist
moglich, wenn der chicken foot, wie in Abbildung 1 (S. 10) schematisch skizziert, durch
reverse branch migration aufgelést oder durch eine Holliday junction-Resolvase
geschnitten wird und das resultierende Doppelstrangende nach Prozessierung
rekombinativ in das vollstandige Chromatid eingefadelt wird.

Mph1 hat vermutlich eine Funktion bei der D-loop-
Stabilisierung

Bei dem Modell wie in Abbildung 37 (a, h, i, j geschildert, entsteht zunachst vor der
arretierten leading strand Polymerase ein groBerer Bereich Einzelstrang-DNA. Dieser
wird in vivo hochstwahrscheinlich zunachst vom Einzelstrang-Bindeprotein RPA
besetzt. Fur die Ausbildung des Rad51-Filamentes auf einer mit RPA besetzten
Einzelstrang-DNA ist aber Rad52 (sowie Rad55/Rad57) notwendig (New et al. 1998,
Sung et al. 1997b). Da Rad52 bevorzugt einzelstrangige DNA-Enden bindet
(Mortensen et al. 1996, Benson et al. 1998, Parson et al. 2000), die in diesem Falle nicht
vorliegen, lieBe sich bei dieser Variante nicht ohne weiteres erklaren, warum mph1
nicht nur hypostatisch zu rad57, sondern auch zu rad52 ist.

Die Hypostasis von mph1 zu rad52 ist aber auf dem in Abbildung 37 (a, b, ¢, e, f, g)
skizziertem Weg erklarbar. Hier wird zunachst ein einzelstréangiges DNA-Ende erzeugt,
an welches Rad52 binden kann. Von daher erscheint diese Variante von den moglichen
Alternativen die plausibelste. Zur Erzeugung dieses Einzelstrangendes ware vermutlich
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eine 5'-3'-Helikase notwendig, die das 3’-Ende des neusynthetisierten leading strand
abschalt (Abbildung 37 b), damit sich das Rad51-Filament bilden kann. Da aber, wie
oben erwahnt, Mph1 wahrscheinlich eine 3°-5-Helikaseaktivitat besitzt, kommt es
hochstwahrscheinlich fur diesen Schritt ebenfalls nicht in Frage.

Der nachste Schritt in diesem Modell beinhaltet die Stranginvasion unter
Ausbildung eines D-loop (Abbildung 1c). Rad54 ist eine DNA-abhangige ATPase und
Helikase (Eisen et al. 1995), fur die eine Funktion bei der D-loop-Bildung angenommen
wird, vor allem wenn die Rezipienten-DNA supercoiled vorliegt (Van Komen et al.
2000). Im Gegensatz zu rad51, rad52 und rad55 wurde fir rad54 eine partielle
Additivitat des Mutatorphanotyps mit mph1 beobachtet (Tabelle 11 S. 48) Dies kénnte
bedeuten, daB Rad54 und Mph1 teilweise parallele Funktionen bei der Ausbildung
bzw. Stabilisierung des D-loop ausiben. Ist nur eines der beiden Proteine vorhanden,
wird zwar die Effizienz der fehlerfreien Umgehung reduziert, aber sie sollte immer
noch bis zu einem gewissen Grade moglich sein. Voraussetzung hierfur ist allerdings,
dass die Rad51-abhangige Stranginvasion, wenn auch ineffizient, ohne Rad54 mdglich
ist, wie es tatsachlich auch beobachtet wurde (Petukhova et al. 1998).

Nach der Bildung des D-loop muB das 3-Ende des invadierten leading strand durch
eine DNA-Polymerase verlangert werden (Abbildung 37 c). Plausiblerweise bendtigt
man hierfir eine DNA-Helikase, die den D-loop in Polymerisationsrichtung entwindet.
Wenn Mph1 diese Funktion austbt, ware zum einen erklarbar, warum mphi-
Mutanten einen Mutatorphanotyp besitzen, da dann dieser - fur die fehlerfreie
Umgehung essentielle - Prozess nicht mehr, oder nur noch mit verminderter Effizienz,
stattfinden kann. Nimmt man an, dass eine andere Helikase — wenn auch schlechter —
Mph1 hierbei ersetzen kann, kénnte man die Additivitdat der rad54 mph1-Doppel-
mutante dadurch erklaren, daB durch das Fehlen von Rad54 die Effizienz der
Stranginvasion und durch das Fehlen von Mph1 die Effizienz der Elongation reduziert
wird. Beim Fehlen nur eines der beiden Proteine kénnte der Prozess aber dennoch -
wenn auch mit stark reduzierter Effizienz - stattfinden.

Nach der Verldangerung des 3-Endes des invadierten leading strand ist eine
Verzweigung moglich (Abbildung 37 d oder e). Um zu dem in Abbildung 37 d
gezeigten Intermediat zu gelangen, muss der D-loop gleichzeitig mit der Elongation
verschoben werden. Wie weiter unten diskutiert, kdnnte moéglicherweise Sgs1 diese
Funktion ausiben. Wenn eine solche Aktivitdt in der Zelle vorhanden ist, muss aber
verhindert werden, dass der D-loop vor der Elongation wieder auflost wird, da der
Prozess ansonsten unproduktiv im Sinne einer fehlerfreien Umgehung ist. Es ist daher
auch denkbar, daB Mph1 an der Seite des D-loop bindet, an der der invadierende
Strang eintritt, und das vorzeitige Auflésen des D-loop verhindert. Auch in diesem
Szenario lieBe sich die Additivitat von rad54 und mph1 mit analogen Argumenten wie
oben erklaren, indem namlich das Fehlen von Mph1 eine verringerte Stabilitat des D-
loop zur Folge hat.

Die hier aufgeflihrte Argumentation, dass Mph1 eine Funktion bei der
Stabilisierung des D-loop hat, erlaubt es auch, eine weitere Beobachtung zu erklaren.
Experimente im Labor von Wilfried Kramer haben gezeigt, das mph1 und srs2 sehr
wahrscheinlich synthetisch letal sind und das sich diese Letalitat durch rad57, rad52
und rad53 supprimieren lasst (E. Panico, unverdffentlicht). Auch rad54 ist synthetisch
letal mit srs2 (Klein 2001) und die Letalitat ist auch hier abhangig von der HR und vom
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DNA damage checkpoint, das heiBt die synthetische Letalitat kann durch rad57, rad52,
rad55, rad57 und durch rad17, rad24 und mec3 wieder aufgehoben werden (Klein
2001, Paladino und Klein 1992). Diese genetische Interaktion ist dadurch inter-
pretierbar, dass Rad54 nach Rad51, Rad52, Rad55 und Rad57 agiert und dass sich in
srs2 rad54 ein Substrat anhauft, das den checkpoint anschaltet, der dann einen
andauernden Zellzyklusarrest auslést. Bei diesem Substrat handelt es sich
moglicherweise um ein Rad51-Filament. Zumindest fur RPA besetzte ssDNA konnte
kirzlich gezeigt werden, dass ATR, das humane Mec1-Homologe, Uber ATRIR einen
ssDNA-RPA-Komplex bindet, was dann den checkpoint aktiviert (Zou und Elledge
2003). Auch in Hefe konnte eine Verbindung von arretierten Replikationsgabeln,
Einzelstrang-DNA und checkpoint-Aktivierung gezeigt werden (Sogo et al. 2002).
Wenn ein ssDNA-RPA-Komplex bereits vorliegt, so kann man spekulieren, dass sich ein
Rad51-Filament auf diesem Einzelstrang ausbilden kann und das Rad51-Filament auch
als checkpoint-Signal fungieren kénnte. Flr Srs2, einer 3'-5' Helikase (Rong und Klein
1993), konnte kurzlich gezeigt werden, dass es in vitro die Rad51-Filamente abbauen
kann, bzw. deren Bildung verhindert (Krejci et al. 2003, Veaute et al. 2003). Fur die
srs2 rad54-Mutante kann dann plausibel angenommen werden, dass es nicht zum
Abbau des ssDNA-Rad51-Filamentes kommt und bei gleichzeitigem Fehlen von Rad54
ein nur ungenitgender Strangtransfer stattfindet. Die vermehrte Ansammlung von
ssDNA-Rad51-Filament kénnte dann den checkpoint aktivieren. Wenn es nicht zum
Abbau des Signals kommt und die Zellen dauerhaft arretieren und letztendlich
sterben, erklarte dies die synthetische Letalitat von srs2 rad54. Die VerknUpfung von
Srs2 und dem DNA damage checkpoint konnte mehrfach bereits gezeigt werden (vgl.
S. 70). So ist z. B. Srs2 fur das Abschalten des DNA damage checkpoint notwendig.
Vaze et al. konnten zeigen, dass srs2-Mutanten sowohl defekt in der Wiederaufnahme
der Replikation (recovery) sind als auch in der Adaptation (Fortfihrung des Zellzyklus
bei unvollstandiger Reparatur; Vaze et al. 2002). Nicht im Einklang mit dieser
Hypothese steht allerdings der Befund der Autoren, dass der Defekt in der recovery,
auch wenn die DNA repariert wurde, anhalt. Die Funktion von Srs2 muss also noch
weitreichender sein als die Zerstérung des Rad51-Filamentes. Auf Grund dieser
Befunde wird fur Srs2 eine Rolle bei der Entfernung von checkpoint-Proteinen vom
Chromatin diskutiert, was dann erst den Fortgang des Zellzyklus ermdglicht (Vaze et
al. 2002).

Wenn die Erklarung der synthetischen Letalitat durch eine Anhaufung von nicht
prozessierten ssDNA-Rad51-Filamenten zutreffend ist, lieBe sich die gleiche Argumen-
tationskette auch auf die synthetische Letalitdt von mph1 und srs2 Gbertragen. Eine
unzureichende Stabilisierung des D-loop in Abwesenheit von Mph1 fihrt dann
ebenfalls zu freien ssDNA-Rad51-Filamenten. In rad51/rad52 kdme es gar nicht erst zur
Ausbildung des Filamentes und in rad53-Zellen nicht zur Aktivierung des DNA damage
checkpoints, was dann die synthetische Letalitdt wieder aufhebt. Unter dieser
Annahme operiert Mph1 aber nach Rad51/Rad52, und wie die Mutationsraten
andeuten eher parallel zu Rad54. Dies ist ein weiteres Argument dafar, dass Mph1
nicht die Helikase ist, die zur Ausbildung des 3’-Uberhanges am abgebrochenen
leading strand beitragt (Abbildung 37 b).

Die Toxizitat der SGS71-Uberproduktion in mphi-Zellen, lasst sich ebenfalls unter
dieser Annahme erkldaren. Wenn Mph1 den D-loop stabilisiert und Sgs1 diesen
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destabilisiert (s. u.), sollte in mph7-Zellen durch die verstarkte Aktivitat von Sgs1, die
D-loop-Bildung stark beeintrachtigt sein. Unter diesen Bedingungen wirde es dann
zur Anhaufung von nicht prozessierten ssDNA-Rad51-Filamenten kommen, die das
Signal fir den DNA damage checkpoint darstellen und diesen anschalten. Damit ware
plausibel der Wachstumseffekt bei SGS7-Uberproduktion (Abbildung 20, S.68), bzw.
die Toxizitat bei zusatzlicher Induktion von DNA-Schaden, die das verstarkte Auftreten
von ssDNA-Rad51-Filamente zur Folge haben sollten, erklarbar (Abbildung 21, S. 69).

Destabilisiert Sgs1 den D-loop?

Das menschliche Bloom-Protein — wie das Hefehomologe Sgs1 eine RecQ-Helikase -
kann in vitro Holliday junctions verschieben (Karow et al. 2000) und ist auch in der
Lage, synthetisch hergestellte D-loops aufzulésen (l. Hickson, personliche Kommu-
nikation). Vermutlich besitzt auch Sgs1 sehr dhnliche biochemische Aktivitaten, da
BLM verschiedene sgs7-Phanotypen komplementieren kann (Yamagata et al. 1998,
Heo et al. 1999; Abbildung 17; Abbildung 18, S. 65). Im Kontext der oben vorgestellten
Modelle kdnnte Sgs1 daher das Protein sein, welches den D-loop destabilisiert. Diese
Hypothese ist im Einklang mit den Befunden, dass sgs? den spontanten
Mutatorphanotyp von mph1 partiell supprimiert. Wenn Sgs1 den D-loop auflést und
Mph1 ihn stabilisiert, konnte es in Abwesenheit beider Proteine wieder zu einer
hoéheren Rate von fehlerfreier Umgehung kommen, ohne auf Translasionssynthese
zurlickgreifen zu mussen. Obwohl diese Hypothese angesichts der wahrscheinlichen
biochemischen Aktivitditen von Sgs1 plausibel erscheint, ist sie bei Betrachtung
weiterer sgs7-Phanotypen in dieser einfachen Form nicht haltbar.

In einem System zur Untersuchung der Stabilitdt von repetitiven Sequenzen
(Rudolph 2003), bei dem die Deletion einer direkten Sequenzduplikationen anhand
der Wiederherstellung einer Antibiotikaresistenz gemessen wurde (Reversion), zeigen
sgs1-Zellen nach Induktion von DNA-Lasionen mit 4-NQO eine im Vergleich zu
Wildtypzellen erniedrigte Reversionsfrequenz. Das hieBe, dass Sgs1 rekombinative
Prozesse nach Auftreten von 4-NQO induzierten DNA-Schaden férdert. Wenn Sgs1 den
D-loop destabilisiert, miBte man hier eine erhéhte Reversionsfrequenz im Vergleich
zum Wildtyp erwarten. Umgekehrt konnte aber mit diesem System fir sgs7-Zellen
gezeigt werden, dass sowohl die spontane als auch die durch Camptothecin induzierte
Reversionsfrequenz deutlich héher als beim Wildtyp ist. Hier unterdriickt Sgs1 offen-
sichtlich rekombinative Prozesse. Auf Grund dieser Daten kann man spekulieren, dass
spontan auftretende Schaden am ehesten denen von Camptothecin induzierten
Schaden entsprechen. Camptothecin hemmt die Topoisomerasel, indem es das
Intermediat stabilisiert, bei dem eine kovalente Bindung zwischen einem Tyrosylrest
der Topoisomerase | und der DNA ausgebildet worden ist. Auf der Matrize des leading
strand entsteht an dem Einzelstrangbruch durch run-off-Replikation ein Doppel-
strangende (Kollaps der Replikationsgabel), welches von den Enzymen der homologen
Rekombination prozessiert werden kann. Bei Addukten auf der Matrize des lagging
strand treten keine Doppelstrangenden auf, so dass man vermuten kann, dass der
Topoisomerase I-DNA-Komplex zum Arrest der Replikationsgabel fuhrt, bevor die
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lagging strand-Synthese den Einzelstrangbruch erreicht hat (Pommier et al. 1998,
Strumberg et al. 2000, Wang 2002). Eine Schadensumgehung mittels der bisher
diskutierten Mechanismen erscheint nicht moéglich. Um die Replikation fortzufiihren,
musste die Replikationsgabel warten, bis das replikationsarretierende Protein-DNA-
Addukt beseitigt ist. Hierbei spielt die Tyrosyl-DNA-Phosphodiesterase (Tdp1), die die
Bindung zwischen der Topoisomerase und der DNA hydrolysieren kann, eine wichtige
Rolle (Interthal et al. 2001). Eine Moglichkeit, um die erhéhte Reversionsfrequenz von
sgs1 bei CPT-induzierten Schaden zu erklaren, ware, dass Sgs1 bei Auftreten von
solchen Arresten rekombinative Prozesse so lange verhindert, bis der Schaden z. B.
durch Tdp1 beseitigt wurde und die Replikation ganz normal fortgesetzt werden
kann. Dies legt nahe, dass Sgs1 schadensabhdngig unterschiedliche Funktionen
ausfuhrt. Bei replikationsarretierenden Schaden, wie durch 4-NQO induziert, scheint
Sgs1 Rekombination zu férdern. Bei Camptothecin-induzierten und spontan auftre-
tenden Replikationsarresten zeigt sgs? beim Schwesterchromatidaustausch einen
Hyperrekombinationsphanotyp (Rudolph 2003, Onoda et al. 2001), was eine anti-
rekombinative Wirkung von Sgs1 impliziert. Die unterschiedlichen Effekte von Sgs1
auf rekombinative Prozesse konnten auch bei der heteroallelischen mitotischen
Rekombination beobachtet werden. Wahrend sgs7-Mutanten einen spontanen Hyper-
rekombinationsphanotyp aufweisen (Watt et al. 1996; Tabelle 12, S. 50), zeigten sie
nach MMS-Behandlung einen Hyporekombinationsphanotyp (Onoda et al. 2001). Bei
der Regulation der Funktion von Sgs1 nach spontan oder induziert auftretenden
Schaden mag die Einbettung von Sgs1 in einen Komplex (Gavin et al. 2002) eine Rolle
spielen. Unterstitzt wird die These der schadensinduzierten Umlagerung eines
Komplex durch Daten aus dem Labor von Marco Foiani: Es konnte gezeigt werden,
dass Sgs1 in normal wachsenden Zellen in einem Komplex mit hohem Molekular-
gewicht, u. a. mit Srs2 und Mre11, zu finden ist. Nach MMS-Induktion findet eine DNA
damage checkpoint abhdngige Umlagerung in drei Subkomplexe mit geringerer
relativer Molekularmasse statt (Chiolo et al., Poster auf der XXI. Yeast Conference
2003, Goteborg, Schweden).

Zusammenfassend kann man sagen, dass die eingangs aufgestellte Hypothese, dass
Sgs1 den D-loop destabilisiert, noch nicht verworfen werden muss. Allerdings
erfordert sie sicher eine Reihe von Modifikationen, bei denen auch der DNA damage
checkpoint vermutlich eine wichtige Rolle spielen wird. Desweiteren wurde bei der
Formulierung der Hypothese angenommen, dass die Mutationen, die in der sgs7
mph1-Doppelmutante auftreten, die gleiche Herkunft, wie die in mph1-Mutanten
auftretenden Mutationen haben. Angesichts der Tatsache, das top3-Mutanten eben-
falls einen mit sgs7 vergleichbaren Mutatorphanotyp aufweisen (Tabelle 16, S. 61),
erscheint dies zumindest prifenswert. Wie auf S. 59 ausgeflihrt, interagiert Sgs1 mit
Top3. Im Rahmen der vorgestellten Modelle zur fehlerfreien Umgehung von DNA-
Schaden ist aber eine Rolle von Topoisomerase Il nicht ohne weiteres vorstellbar. Es ist
durchaus moglich, dass die Mutationen in top3 und auch in sgs?7 durch die
Fehlprozessierung von Arresten entstehen, wie sie z. B. durch Camptothecin ausgel6st
werden.
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Die Funktion von Mph1 ist mit dem Informationstransfer
vom Schwesterchromatid gekoppelt

mph1-Mutanten zeigen — wenn Uberhaupt — eine im Vergleich zum Wildtyp leicht
erhdhte Rate bei der heteroallelischen mitotischen Rekombination (Tabelle 12, S. 50).
Dies bekraftigt die Hypothese, dass Mph1 - trotz der Hypostasis zu Mutanten der
homologen Rekombination — kein genereller akzessorischer Faktor der homologen
Rekombination ist. Im sgs7-Stammhintergrund zeigen mph1-Mutanten vielmehr einen
synergistischen Hyperrekombinationsphanotyp.

Obwohl Mutanten von mrel1, rad50 oder xrs2 sensitiv gegenilber ionisierender
Strahlung und defekt in der meiotischen Rekombination (Alani et al. 1990) sind,
besitzen sie dennoch keinen Defekt in der spontanen mitotischen Rekombination. Im
Gegenteil, sie weisen einen Hyperrekombinationsphanotyp bei der heteroallelischen
Rekombination auf (Ajimura et al. 1993, Bressan et al. 1998, Ivanov et al. 1992). In
Diplonten kann eine DNA-Lasionen sowohl mit Hilfe der Information des homologen
Chromosoms als auch des Schwesterchromatids fehlerfrei umgangen werden (Alani et
al. 1990, Bressan et al. 1998, Ivanov et al. 1992). Mutanten, bei denen der Infor-
mationstransfer vom Schwesterchromatid gestort ist, weisen im Diplonten einen
erhoéhten Zugriff auf die Information des homologen Chromosoms auf, wodurch der
Hyperrekombinationsphanotype erklart werden kann. Strukturdaten vom MRX-
Komplex unterstlitzen diese Interpretation der genetischen Daten: Die Architektur des
Mre11/Rad50/Xrs2 Komplexes legt nahe, dass er eine Rolle beim Zusammenhalten der
Schwesterchromatide spielt (Hopfner et al. 2002). Ubertragt man diese Argumentation
auf die Phanotypen von mphil-Mutanten, kann man postulieren, daB Mph1
vornehmlich den Austausch zwischen Schwesterchromatiden foérdert. Dies ware in
Ubereinstimmung mit der Beobachtung, daB die mre11 mph1 Doppelmutante einen
additiven Mutatorphanotyp aufweist (Tabelle 13, S. 51). Beim Ausfall von Mre11 ware
dann die Interaktion mit dem Schwesterchromatid generell gestoért, da dieses nicht
mehr in rdumlicher Nahe gehalten werden kénnte, wodurch sich der Mutator-
phanotyp der mre11-Einzelmutante erklaren lieBe. Wenn Mph1 ebenfalls vornehmlich
den Informationstransfer vom Schwesterchromatid férdert, sollten sich in der Doppel-
mutante die beiden Effekte addieren. Der leichte Hyperrekombinationsphanotyp von
mph1 ware dann dadurch zu erklaren, dass Diplonten auch hier im Falle eines
gestorten Informationstransfers vom Schwesterchromatid vermehrt auf das homologe
Chromosom ausweichen.

Erstaunlich ist allerdings, dass angesichts der Starke des Mutatorphanotyps von
mph1-Einzelmutanten der Hyperrekombinationsphanotyp nicht deutlicher ausgepragt
ist. Dies lieBe sich dadurch erklaren, daB Sgs1, welches in mph1-Einzelmutanten noch
vorhanden ist, auch Interaktionen mit dem homologen Chromosom unterdricken
kann. In mph1-Mutanten initiierte Rekombinationsereignisse mit dem homologen
Chromosom (wegen eines Defektes bei der Schwesterchromatidinteraktion) wirden
dann wegen der Anwesenheit von Sgs1 nicht zu Rekombinanten flhren. Nur in der
sgs1 mph1 Doppelmutante kénnten sich all diese initiierten Ereignisse manifestieren,
was den synergistischen Hyperrekombinationsophantoyp (Tabelle 12, S. 50) erklaren
wdarde.
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Mph1 und der DNA damage checkpoint

Fir mph1 konnte auch eine genetische Interaktion mit dem DNA damage checkpoint
gezeigt werden (Abbildung 25, S. 81; Abbildung 27, S. 82): mph1 ist synergistisch
sensitiv mit mec? und rad9. Fur Sgs1, Mre11 und auch Srs2 gibt es Evidenzen, dass sie
in den DNA damage checkpoint involviert sind oder regulatorische Aufgaben erfullen.
So erscheint es nicht unwahrscheinlich, dass die Funktion von Mph1 an die des DNA
damage checkpoint gekoppelt ist. Ein haufiges Merkmal des checkpoints ist die
Phosphorylierung von Zielproteinen. Fiir ATR/Mec1 konnte gezeigt werden, dass daftr
ein SQ-Motiv ausreichend ist (Kim et al. 1999). Auch die Aminosauresequenz von
Mph1 weist solche Motive auf. Erste Hinweise, dass Mph1 posttranslational modifiziert
wird, konnten erbracht werden. Es bleibt offen zu zeigen, ob es sich um eine DNA
damage checkpoint-abhangige Phosphorylierung handelt.

Dem DNA damage checkpoint wird nicht nur eine Rolle beim Verlangsamen des
Zellzyklus zugeordnet, sondern auch bei der Entscheidung, einen Schaden mutagen
durch Translasionssynthese oder fehlerfrei z. B. durch Aktivierung der homologen
Rekombination zu umgehen. Die rekombinative Umgehung scheint in Hefe die
bevorzugte Variante zu sein (Paulovich et al. 1998). Eine Rolle dabei spielt Rad9. So
zeigen rad9 Mutanten eine erhéhte Frequenz an chromosomalen Rearrangements
(Fasullo et al. 1998, Paulovich et al. 1998). Auch ist die Transkription von Rad51
abhéangig von Rad9 (Aboussekhra et al. 1996). Fir Rad9 wurde desweiteren gezeigt,
dass es nach DNA-Schadigung Mec1- oder Tel1-abhangig phosphoryliert werden kann
(Vialard et al. 1998, Soulier und Lowndes 1999). Diese Phosphorylierung ist fir die
Aktivierung von Rad53 notwendig und bewirkt einen G2/M-Arrest (Sun et al. 1998,
Gilbert et al. 2001). Rad9 wird aber auch fur den Arrest in der S-Phase benétigt
(Vialard et al. 1998, Sanchez et al. 1999). Mec1 ist u.a. auch im intra-S-Phase-
checkpoint bei der Stabilisierung von arretierten Replikationsgabeln involviert
(Santocanale und Diffley 1998). Der Ausfall von Mec1 und/oder Rad9 in Kombination
mit Mph1 kénnte z.B. bedeuten, dass die fehlerfreie Prozessierung einer DNA-
Lasionen nur ungenigend erfolgt, weil ein weiterer redundanter Weg durch das
Fehlen von Mec1 oder Rad9 nicht aktiviert wird. Es verwundert allerdings, warum
keine genetische Interaktion mit rad53 festgestellt werden konnte. Rad53 ist ebenfalls
fur die Stabilisierung von arretierten Replikationsgabeln von Bedeutung (Santocanale
und Diffley 1998, Lopes et al. 2001, Sogo et al. 2002). Die genetische Interaktion von
MPH1 mit dem DNA damage checkpoint ist also anscheinend unabhangig von RAD53,
benotigt aber MECT und RAD9. Fur Mec1/ATR ist gezeigt, dass als Antwort auf
Doppelstrangbriche - unabhangig der Effektorkinasen - Proteine wie BRCA1 und
P53BP, potentielle Homologe von Rad9, phosphoryliert werden und so das Signal
weitergeleitet werden kann (Edwards et al. 1999). Das Signal in mphi-Mutanten
kénnte das ssDNA-Rad51-Filament sein, das in mphi-Zellen den DNA damage
checkpoint anschaltet und in Abwesenheit von mec? und rad9, bei zusatzlicher
Schadensinduktion, ausbleibt und die Zellen durch z. B. Chromosomenverlust sterben.
Dies stiinde im Einklang mit dem Befund, dass zwar in mphi1-Zellen keine merklich
verlangerte Verdopplungszeit festgestellt werden kann, aber dennoch eine leichte
Verzégerung des Zellzyklus beim S-Phase/G2-Ubergang, im Vergleich zu Wildtypzellen,

105



DISKUSSION

beobachtbar ist (nicht gezeigt). Eine Aussage darlber, inwieweit die Funktion von
Mph1 - neben einer méglichen Regulation durch Phosphorylierung — mit dem DNA
damage checkpoint verknUpft ist, ist aber auf Grund der bisher erhaltenen
genetischen Daten nicht méglich.

Evolutionare Konservierung von MPH1

Eine arretierte Replikationsgabel ist flr jede Zelle — ob Einzeller- oder multi-
zelluldrer Organismus — ein potentiell lebensbedrohender Prozess. Es ist daher nicht
verwunderlich, dass zahlreiche Proteine diesen Prozess uberwachen und sich
verschiedene redundante, zum Teil hochkonservierte, Mechanismen evolviert haben.
Sowohl in Archaea als auch in Eukaryoten wurden Sequenzhomologe zu Mph1
gefunden (Abbildung 32, S. 89). Im Fall des Homologen von Schizosaccharomyces
pombe handelt es sich, wie die ersten Charakterisierungen einer Nullmutante
andeuten, tatsachlich um ein Funktionshomologes. Durch Interspezies-Komple-
mentation in Saccharomyces cerevisiae konnte der mphi-Mutatorphanotyp partiell
aufgehoben werden, was die Verwandtschaft der Prozesse unterstreicht, an denen
diese beiden Gene beteiligt sind.

MPH1 zeigt genetische Interaktionen mit Genen aus verschiedenen Wegen, die
genomischer Instabilitdt entgegenwirken. Mutanten vieler dieser Gene fUhren in der
Maus zu embryonaler Letalitat (BLM, ATR, RAD51, REV3) und sind im Menschen mit
Erbkrankheiten, die Merkmale von genomischer Instabilitat zeigen (u. a. ATM, ATR,
CHK2, BLM, WRN, BRCA1, MRE11, vgl. Tabelle 21 5.76) verknlpft. Die Ergebnisse in der
Backerhefe weisen MPH1 ebenfalls eine Rolle bei der Aufrechterhaltung genomischer
Stabilitat zu. ZuklUnftige Untersuchungen mussen zeigen, ob das putative humane
Homolog ebenfalls eine Determinante fur genomische Instabilitat ist und damit mit
dem Auftreten von Krankheiten wie Krebs o. a. in Verbindung gebracht werden muss.
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Das MPH1-Gen von Saccharomyces cerevisiae kodiert fir ein Protein der
DEAH/DExH-Familie. mphi1-Mutanten zeigen einen REV3-abhdngigen spontanen
Mutatorphanotyp und sind sensitiv gegenliber DNA-schadigenden Agenzien.

Gegenstand der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung der genetischen
Interaktionen von mphl mit Mutanten aus Basenexcisionsreparatur, Nukleotid-
excisionsreparatur, Transkriptionsgekoppelten Reparatur, postreplikativer Reparatur,
homologer Rekombination, non-homologous end joining, DNA damage checkpoint
und mit Mutanten weiterer Gene, denen eine Rolle bei der Aufrechterhaltung der
Genomstabilitdt zugesprochen wird (SGS71, SRS2, MRE11, RAD27, MMS4). Die
verwendeten Phanotypen waren spontane Mutationsrate und Sensitivitat gegenlber
DNA-schadigenden Agenzien (MMS, 4-NQO und Camptothecin).

Aus den beobachteten Interaktionen lassen sich folgende SchluBfolgerungen
ziehen:

1. Der Synergismus von mph1 mit Mutanten der Basen- und der Nukleotidexcisions-
reparatur und die Abhangigkeit der mph17-Mutationsrate von REV1, REV3 und REV7 ist
am schlUssigsten durch eine Beteiligung von Mph1 an einem fehlerfreien Mecha-
nismus zur Umgehung replikationsarretierender Lasionen zu erklaren.

2. Die Additivitat der Sensitivitat von mph1 mit Mutanten der postreplikativen
Reparatur (RAD6-Epistasisgruppe) zeigt, dass MPH1 nicht in diesen Weg, der ebenfalls
eine Rolle bei der Umgehung von DNA-Lasionen spielt, eingeordnet werden kann.

3. Die Hypostasis von mph1 zu Mutanten der homologen Rekombination (rad57,
rad52 und rad55) spricht dafur, dass Mph1 bei der fehlerfreien Umgehung von DNA-
Lasionen Proteine der homologen Rekombination benétigt.

4. Die partielle Additivitat der Mutationsrate von mph1 mit rad54 legt nahe, dass
Mph1 nach Rad51, Rad52 und Rad55 agiert, da Rad54 erst nach Ausbildung des Rad51-
Filamentes fur die Stranginvasion erforderlich ist.

5. Die synergistische Mutationsrate von mre11 mph1 und die synergistisch erhéhte
Rate bei heteroallelischer Rekombination von sgs7 mph1-Diplonten legt nahe, dass
Mph1 die Rekombination zwischen Schwesterchromatiden fordert, da Mre11 eine
Rolle beim Zusammenhalt der Schwesterchromatiden spielt und Sgs1, eine Helikase
der RecQ-Familie, heteroallelische Rekombination unterdrickt.

6. Die partielle Suppression des mph1-Mutatorphanotyp durch sgs? kann durch
eine antagonistische Wirkung von Sgs1 und Mph1 erklart werden. Die Komple-
mentation der Suppression durch das humane Sgsl-Homologe BLM spricht fur
ahnliche biochemische Aktivtidaten von Sgs1 und BLM. Fir BLM war in einer anderen
Arbeitsgruppe gezeigt worden, dass es u. a. Holliday junction verschieben kann.

7. Die synergistische Sensitivitdt von mph1 mit mec? und rad9 Mutanten deutet an,
dass die Aktivitat von Mph1 vom DNA damage checkpoint reguliert wird. Es konnten
erste Hinweise gewonnen werden, dass Mph1 posttranslational modifiziert wird.
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8. Die partielle Komplementation des mph7-Mutatorphanotyps durch ein Gen von
Schizosaccharomyces pombe, welches fUr ein putatives Sequenzhomologes von MPH1
kodiert, macht es sehr wahrscheinlich, dass der Mechanismus zur fehlerfreien
Umgehung von DNA-Schaden, an dem Mph1 beteiligt ist, evolutionar konserviert ist.
Dies wird auch durch die Phanotypen der entsprechenden S. pombe-Mutanten
gestutzt.

Die erzielten Ergebnisse erlauben die Formulierung eines Modells fur die
Umgehung von DNA-Lasionen bei der Replikation unter Beteiligung von Mph1. Nach
dem Arrest einer replikativen DNA-Polymerase an einer Lasion wird das entsprechende
3"-Ende durch eine bisher nicht identifzierte Helikase abgeschalt. Auf dem
einzelstrangigen DNA-Ende assembliert sich unter Beteiligung von Rad52 und Rad55
ein Rad51-Filament, welches unter Mitwirkung von Rad54 in das Schwesterchromatid
invadiert. Der entstandene D-loop wird durch Mph1 stabilisiert, entweder indem er
weiter entwunden wird, um die Elongation des 3"-Endes durch eine DNA-Polymerase
zu ermoglichen, oder indem die vorzeitige Auflésung des D-loop durch eine andere
Helikase verhindert wird, wobei der beste Kandidat fiir diese Helikase Sgs1 ist. Nach
Zurtckfuhren des elongierten 3’-Endes auf den ursplinglichen Matrizenstrang -
eventuell ebenfalls durch Sgs1 katalysiert — ist die Lasion fehlerfrei umgangen und die
Replikation kann fortgesetzt werden.
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Abklirzungsverzeichnis

AT Ataxia telangiectasia

ATM Ataxia telangiectasia mutated
ATR Ataxia and Rad-related

ATV Ataxia telangiectasia variant
BER Basenexcisionsreparatur

BRCT BRCA1 C-terminal domain

CPT Camptothecin

DDC DNA damage checkpoint

DSB Doppelstrangbruch

EMS Ethylmethansulfonat

IR ionisierende Strahlung

MMS Methylmethansulfonat

NBS Nijmegen breakage syndrome
NER Nukleotidexcisionsreparatur
4-NQO 4-Nitrochinolin-1-oxid

ORC origin of replication complex
PCNA proliferating cell nuclear antigene
PI-3K Phosphatidylinositol 3-Kinase
PRR Postreplikative Reparatur

RPA replication protein A, eukaryotisches Einzelstrangbindeprotein
RTH Rothmund-Thomson-Syndrom
HU Hydroxyharnstoff/Harnstoffurea
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Nukelotidsequenz von MPH1

61

121

181

241

301

361

421

481

541

601

661

721

781

841

901

961

126

ATGGCTAGTGCAGATGATTACTTTAGTGATTTCGAAGATGACGAGCTGGATAAACTGTAT
M A S ADUDYF SDJFETDU DE L DK LY

GAAAAGGCTATCAATAAATCTGTGAAGGAAACTATAACGAGACGTGCTGTACCAGTTCAA
E K A I NK SV K ETI1T TRIRAVP VQ

AAAGACCTTCATGATAACGTTTTACCTGGGCAGAAAACTGTGTACGAAGAAATTCAAAGA
K bDbL HDNVILU®PGOQ KTV Y EE T QR

GATGTCAGTTTTGGACCCACTCATCATGAGCTTGATTACGATGCTTTGTCGTTCTACGTG
b v S F GGPTHHETLDYDALSFYV

TACCCTACAAATTACGAGGTAAGGGATTATCAGTATACAATTGTTCACAAATCACTGTTT
Y P T NY EV RDY QY T 1 VHIK S L F

CAAAATACGTTATGCGCCATCCCAACGGGTATGGGTAAAACGTTCATTGCCAGTACAGTA
Q N TLCAI PTGMGIKTF 1T ASTV

ATGTTAAATTATTTTCGTTGGACCAAAAAAGCCAAAATAATCTTTACTGCTCCAACAAGA
M L NY FRWTIKIKAIKT1T1T 1 FTAPTR

CCTTTGGTAGCCCAGCAAATTAAGGCATGCTTAGGTATAACAGGAATACCTTCGGATCAA
P LV AQQI KACLGIH1 TG GT1T P S DQ

ACTGCTATATTACTCGATAAAAGCAGGAAAAATAGAGAAGAAATTTGGGCCAATAAGAGA
T A 1 L L DK SRIKNIREETITI WANKR

GTTTTCTTTGCCACACCGCAAGTAGTGGAGAATGACTTGAAGAGGGGTGTATTGGATCCT
vV * FATWPQVV ENUIDIULI KRGV L DUP

AAGGATATTGTATGTCTTGTCATCGATGAAGCTCACAGAGCTACTGGCTCCTCTGCGTAT
K btlr v cL v 1 DEAHRATGS S AY

ACAAATGTGGTAAAATTCATAGATAGGTTCAATTCATCATACAGATTATTAGCATTGACC
T NV V K F I DRFNUS S Y RLULATLT

GCTACACCAGCCTCTGACCTGGAAGGTGTCCAAGAAGTGGTTAATAACTTAGATATTTC
AAT P A SDULEGV Q E V VNNILDI S

AAGATTGAAATTAGGACTGAAGAAAGCATGGATATCGTGAAATATATGAAGAAAAGAAAA
K 1 E I R T EESMDI V KY MK K R K

AAGGAAAAAATTGAAGTGCCCCTTTTGTTGGAAATTGAAGACATAATCGAACAATTAGGT
K E K 1 EV P L LLE 1T EDI 1 E QL G

ATGGCCGTCAAACCAGTGCTTCAACAGGCAATTGAACTCGGTATATATGAGGAATGTGAC
M AV KPPV L Q Q A1 E L G I Y EECD

CCTTCACAAATAAACGCCTTCAAAGCCATGCAACAAAGCCAAAAAATTATTGCTAACCCT
PSQTI1NATFI KA AMOQO QSOQTIKTITIANFP
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1021

1081

1141

1201

1261

1321

1381

1441

1501

1561

1621

1681

1741

1801

1861

1921

1981

2041

2101

ACTATACCTGAAGGAATTAAGTGGAGGAACTTCTTTATTTTACAGTTATTGAACAATGTG
T 1 P E G I KWRNWFF 1T L QL L NNV

GGTCAAATGCTAAAGAGATTAAAAATTTATGGAATAAGGACATTTTTCAATTACTTCCAG
G QML KRLI KT Y G I RTFFNY FQ

AATAAATGTACAGAATTCACTACGAAATATAATCTTAAAAAATCTACTAATAAAATTGCA
NK CTEFTTIKYNULI K K STNIK I A

GCTGAGTTTTATTACCATCCGATTTTGAAAAACATCAAAAATCAATGCGAAAATTATTTA
AAE FY Y HWP 1T L KNIIKNU QT CENYL

AGTGATCCAAAGTTTGTCGGTCATGGGAAGTTACAATGTGTTAGAGATGAACTAATGGAC
Ss bP K FV GHOGIKULOQCVRDETLMD

TTTTTTCAGAAAAGGGGTTCCGACTCGAGGGTTATTATTTTTACAGAATTAAGAGAAAGC
FFQ K RGSDSRV I I FTEULR E S

GCACTTGAAATTGTGAAGTTCATAGACTCGGTAGCTGACGATCAAATCAGGCCTCATATT
AL EI1T VKF 1 DSV ADUDIQTI1T R P HI

TTTATTGGACAAGCTCGTGCAAAAGAAGGTTTTGATGAGGTCAAATACACAAGAAAACAT
F 1 GQ ARAKUEGFDEV KY TR K H

GCGCCAAAGGGAAGGAAGAAGGTAGAGAGATTGCATAGGCAAGAGCAAGAGAAATTTTTG
AP K GRKIKV EIRLHRQEQEK F L

GAAGCTGAACGAACTAAGAGAGCGGCGAATGATAAACTTGAAAGAAGTGCCAGACGAACG
E A ERTIKIRAANDIKULEWRSARIR RT

GGGAGCTCTGAAGAGGCTCAGATTAGCGGAATGAACCAAAAAATGCAAAAAGAGGTTATC
G S S EEAQI S GMNOQIKMOQK E VI

CATAATTTCAAAAAGGGTGAATATAATGTTCTCGTTTGTACATCAATTGGAGAAGAAGGT
H NF KK GEYNVLV CTS 1T G EE G

TTGGATATCGGAGAAGTTGATTTAATAATCTGTTATGATACTACAAGTAGTCCAATCAAA
L b1 6GE V DL1T 1 CYDTTS S P 1 K

AATATTCAGCGTATGGGTAGAACAGGCAGAAAACGAGATGGTAAGATAGTACTACTGTTT
N1T QR M GRTSGIRKIRDGI K T VL L F

AGCAGTAATGAATCATACAAATTCGAGCGTGCTATGGAAGACTATTCAACCCTGCAAGCG
S S NESYKFEWRAMET DY STL Q A

CTTATATCCAAGCAATGCATTGACTATAAAAAATCAGATCGGATAATCCCTGAAGACATT
L I S K Q@ C 1 DY KK S D RT1T 1 P E DI

ATTCCGGAATGTCACGAGACATTGATCACGATTAATGATGAAAACGAAATAATTAATGAA
Il P ECHETUL 1T T1T NDENTET 1 NE

ATGGAAGATGTTGACGAAGTTATTCGTTATGCGACTCAGTGTATGATGGGCAAAAAGGTG
Mm E DV DEV I RY AT QT CMMMG K KV

AAGCCAAAAAAAGCCATAACAAAGAAGAAGAGAGTTCAGGAAAATAAAAAACCGAAGAAG
K P K K A 1T T K KIKIRV Q ENK K P KK
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ANHANG

2161

2221

2281

2341

2401

2461

2521

2581

2641

2701

2761

2821

2881

2941
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TTCTTTATGCCTGATAATGTTGAGACCAGTATTGTTAGTGCAAGCACTTTAATTAATAAG
F FMPDNVETSIT VS ASTUL I NK

TTCTTGGTGAATGAAAGTGGCGGGAAACAACTAGTAACGAGTAATGAAAACCCAAGTAAG
FLVNESS GG K QL VTSNENUPSK

AAGCGGAAGATTTTTAAAGCTTTGGATAATCTGGAGAATGATTCAACCGAGGAAGCTTCC
K R K I F K AL DNWLENUDSTEE A S

TCCTCATTAGAAACTGAAGATGAAGAAGTCAGTGATGATAATAATGTTTTCATTGCGGAA
s S L ETEDEEV SDDNNVF 1 AE

GGGCAGAATGGATGCCAAAAAGATTTGGAAACTGCCATTATTCGCACTGGCGAAAGTCTT
G Q NG CQ KDL ETATILI 1 RTGE S L

ACCACACTCAAGCCACTTCATAATTTTGAACGCCCTAATATGGCTTTATTTGTGAATGAT
T T L K P L HNFEWRWPNMATLFV ND

TGTGGTCTTCCAACTAAAATCGAGAAAAATGTGAAAGACATCCGAGGAAATCAACACAAC
c 6L PTIKI1TEIKNVIKDTIRGNIQHN

CTTGAAAAAGAAAAGAGCTGTACTGTTGACAAGAATAACATGGTATTGAGTTTGGACGAT
L EK E K S CTVDIKNNMMVL S L DD

TGGAATTTTTTCAGAAACCGCTATATCCCAGAAGGTGTTTCCTTCGATGTGGAGCCCAAT
W NFFRNWRY Il PEGV S F DV E P N

TTTGTACAATACACCAAAGGGGTAAAAGTTCCGCATTGTCACAAAGTTTCAAAAATCATT
F Vv Q Y TKGV KV P HIZ CWHI KV S K I I

ACGTTATTTAACGACGAGAGTAATGATAATAAGAAGAGGACAATTGATATGAACTATACT
T L FNDESNUDNI K KRTI DMNYT

AAATGTTTGGCGAGAGGCATGTTACGAGACGAAAAAAAATTTGTAAAAGTTAACGATAAA
K ¢ L ARGMULIRDEIKI K FV KV N DK

AGTCAAGTCGATAACAACAGTGTCAACCATGATTCATCCCAATCTTTTACCTTATCGAAC
S Q VDNNSVNHUDSSQSF TUL SN

GCAGAATTAGATGACATACTGGGCTCAGATTCTGATTTTTGA
AE L DD 11 L GS D S D F *

Sequenz des MPH1-Genes. Angegeben ist die Nukleotidsequenz und die daraus abgeleitete
Aminosduresequenz. Die Zahlen markieren die Anzahl der Nukleotide. Konservierte
Aminosauren innerhalb der DEAD/DExH-Box- Familie und die Kernlokalisationssequenz
sind fett dargestellt, ebenso die putativen SQ-Phosphorylierungsstellen.

Kursiv: Kernlokalisationssequenz.
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