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EINLEITUNG

EINLEITUNG

GEFAHRDUNG DER DNA DURCH ENDOGENE UND EXOGENE EIN-
FLUSSE

Etwa 80.000 DNA-Schidden werden in einer einzelnen Siugerzelle pro Tag durch spontane
Reaktionen hervorgerufen (Lindahl & Barnes, 2000; Tice & Setlow, 1985). Der grof3te Teil
dieser Schiden ist auf Reaktionen der DNA mit dem in der Zelle allgegenwirtigen Wasser
zurickzufiihren. Alleine der Verlust von Purinen durch Hydrolyse der N-glykosidischen
Bindung wird auf ca. 18.000 Verluste pro Zelle und pro Tag geschitzt (Lindahl & Barnes,
2000). Die Hydrolyse der Esterbindungen zwischen Phosphat und Desoxyribose des
DNA-Riickgrats fihrt zu Briichen im Einzelstrang. Die Anzahl solcher Einzelstrangbriiche
in einer Siugerzelle wird auf etwa 55.000 pro Tag geschitzt, wobei diese jedoch teilweise
auch auf andere Reaktionspartner als Wasser zurtickgehen (s.u.). Hydrolytische Desaminie-
rung der Basen fihrt dagegen zu verinderten Wasserstoffbriickenbindungsfihigkeiten der-
selben. Aus Cytosin wird so bspw. Uracil, welches mit Adenin anstatt mit Guanin paart,
was zu einer C<>T-Transition fithrt. Durch Desaminierung von Guanin entsteht Xanthin,
welches zwar die gleichen Wasserstoftbriicken ausbilden kann wie Thymin, jedoch weder
mit Thymin noch mit Adenin stabile Basenpaare bildet (Maher ¢z 4/, 1991). Desaminierung
von Adenin fihrt zur Bildung von Hypoxanthin, welches mit Cytosin paaren kann (Fried-
berg ez al., 2006; Lindahl, 1993). Allein durch Wasser entsteht demnach eine Vielzahl unter-
schiedlichster DNA-Schidden. Dazu kommen weitere endogene Substanzen, welche wih-
rend des Stoffwechsels entstehen und mit der DNA auf vielfiltige Art reagieren kénnen.
Wihrend der Atmung treten reaktive Sauerstoffspezies auf (ROS), welche mit annihernd
allen organischen Makromolekiilen in einer Zelle reagieren kénnen (Saran & Bors, 1990).
Die Reaktion mit DNA fuhrt dabei zu teilweise sehr unterschiedlichen Resultaten. Reakti-
on mit der Desoxyribose bspw. resultiert in Strangbriichen und Basenverlusten (Rhaese &
Freese, 1968). Durch Reaktion von Guanin mit reaktiven Sauerstoffspezies dagegen wird
unter anderem 8-Oxo-Guanin gebildet, welches in der syz-Konformation mit Adenin an-
stelle von Cytosin paaren kann. Allein diese Reaktion findet in Sdugerzellen pro Tag jeweils
ca. 1.000-2.000 mal statt. Insgesamt sind tber 80 verschiedene Reaktionsprodukte fiir die
Reaktion von reaktiven Sauerstoffspezies mit DNA bekannt (Bjelland & Seeberg, 2003).
Neben der direkten Reaktion mit ROS kann DNA aber auch mit durch reaktive Sauerstoff-
spezies sekunddr hervorgerufenen Molekilen reagieren: Die Reaktion von ungesittigten
Fettsauren mit Hydroxylradikalen kann zu Fettsdureperoxiden fiihren, welche wiederum zu
Aldehyden weiter reagieren kénnen. Diese Aldehyde kénnen Basenaddukte bilden, wo-
durch die Paarung mit anderen Basen unterbunden werden kann (Marnett, 2000). Auch
solche Addukte entstehen in einer Sdugerzelle ca. 1.000 mal pro Tag. Interessanterweise
wird dieses zerstorerische Potential von reaktiven Sauerstoffspezies gleichzeitig von Orga-
nismen benutzt, um pathogene Parasiten wie Bakterien oder Vieren zu téten: Leukozyten
schiitten solche reaktiven Molekiile ins Phagosom aus (Badwey & Karnovsky, 1986). Eine
weitere bei der Zellatmung entstehende Substanz, welche die chemische Integritit der
DNA gefihrden kann, ist Glukose-6-Phosphat. Dieses bei der Glykolyse entstehende Mo-
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EINLEITUNG

lekiil kann mit den Aminogruppen der DNA reagieren und so Addukte bilden (Bucala ez a/,
1984). Dartiber hinaus kann Glukose-6-Phosphat auch mit den Aminogruppen von Protei-
nen reagieren, was zu reaktiven Intermediaten fithrt, welche wiederum mit DNA reagieren
kénnen und somit Protein-DNA-cross-links hervorrufen konnen (Lee & Cerami, 1987).
Weitere Quellen endogener Substanzen, welche die DNA schidigen kénnen, sind alkylie-
rende Substanzen wie S-Adenosylmethionin (Rydberg & Lindahl, 1982), oder Hormone
wie die Ostrogene: Alkylierung der Basen fithrt unter anderem zu einem erhdhten Basen-
verlust oder zu kleinen Verzerrungen der raumlichen DNA-Struktur (Wyatt & Pittman,
2006). Ostrogene wie Estron und Estradiol kénnen metabolisch zu Chinonen umgesetzt
werden, welche mit N3 und N7 der Purine reagieren kénnen und so instabile Basenaddukte
bilden (Cavalieri e7 al., 2000).

Exogene Einfliisse

Diese Vielzahl endogener Schiden zeigt, wie sehr die Integritit der in der DNA gespeicher-
ten Information allein durch stindig im Organismus vorkommende Substanzen gefihrdet
ist. Dartiber hinaus ist die chemische Integritit der DNA aber auch durch exogene Ein-
flusse gefdhrdet. UV-Strahlung und ionisierende Strahlung bspw. sind allgegenwirtig. Stu-
dien in den USA zeigten, dass ca. 3 mSv ionisierende Strahlung pro Jahr pro Individuum
auf natiirliche Urspriinge zurtickzufiihren sind, wobei Radonisotope ca. ein Drittel hiervon
ausmachen (National Research Council, 1998). Trotz der Epidermis koénnen solche Strah-
len teilweise in lebendes Gewebe und damit auch in funktionstahige Zellkerne vordringen.
Trifft diese Strahlung direkt auf die DNA, kénnen Basen und Desoxyribose ionisiert wer-
den, was u.a. zu Reaktionen mit dem umgebenden Wasser oder anderen Basen fithren kann
(Ward, 1988). Allerdings ist ein solcher Vorgang weniger relevant im Vergleich zu dem

Auftreten von reaktiven Sauerstoffspezies nach ionisierender Strahlung. Ein einzelnes Pho-

ton y-Strahlung (ausgehend von “’Co) kann bis zu 36.000 solcher reaktiver Molekiile durch
Ionisierung von Wassermolekiilen erzeugen (Breen & Murphy, 1995). Durch radioaktive
Strahlung entstehen daher grofle Mengen an reaktiven Sauerstoffspezies innerhalb eines
kleinen Volumensegments, welche in der Lage sind, DNA auf begrenztem Raum stark zu
schidigen. Durch Reaktionen mit dem Zucker-Rickgrat der DNA kénnen so durch ioni-
sierende Strahlung indirekt gehiduft Einzelstrangbriiche hervorgerufen werden. Liegen diese
Briche nahe beieinander, was aufgrund der hohen Schadensdichte vorkommen kann, so
konnen auf diese Weise Doppelstrangbriiche entstehen (Ward, 1988). Neben radioaktiver
Strahlung kann aber auch UV-Strahlung die DNA stark schidigen. Das Absorptionsmaxi-
mum der DNA liegt bei 260 nm, weshalb ein Grofiteil des Lichts im UV-Bereich von
DNA absorbiert wird. Als UV-Licht werden Photonen mit einer Wellenlinge zwischen 100
und 400 nm bezeichnet, wobei es in UV-A (380-320 nm), UV-B (280-320 nm) und UV-C
(100-280 nm) unterteilt wird. Wihrend UV-C von der Ozonschicht absorbiert wird und
somit nur in sehr geringen Dosen auf die Erdoberfliche gelangt, sind UV-A und UV-B
durchaus biologisch relevant (Setlow, 1974). Hauptsichliches Produkt der Absorption von
UV-Strahlung (vor allem UV-B) durch DNA sind Cyclobutanringe zwischen nebeneinan-
der liegenden Pyrimidinen, was zur Dimerisierung der Basen fihrt. Hiufigstes Dimer ist

dabei vermutlich ein Cyclobutanthymindimer (Setlow & Carrier, 1966). Ein weiteres ge-
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hauft auftretendes Produkt durch UV-induzierte Reaktion zwischen Pyrimidinen ist das 6-
4-Photoprodukt (Mitchell & Nairn, 1989). Sowohl ionisierende als auch UV-Strahlung ha-
ben dariiber hinaus das Potential, sogenannte cross /Zinks in der DNA hervorzurufen, bei
denen zwei Basen unterschiedlicher DNA-Stringe miteinander kovalent querverkntpft
sind (Lett ez al, 1961; Love et al., 19806).

Eine weitere exogene Ursache von DNA-Schiden sind aus der Umgebung aufgenommene
aromatische Substanzen, welche metabolisch aktiviert werden koénnen und in aktivierter
Form sogenannte sperrige Basenaddukte (bulky adducts) bilden. Solche Substanzen finden
sich unter anderem in Nahrungsmitteln oder als Partikel in der Luft. Am besten untersucht
ist dies fur den polycyclischen Aromaten Benzo(a)pyren, welcher durch unvollstindige
Verbrennung von organischen Verbindungen entsteht. Benzo(a)pyren besitzt ein sehr ho-
hes Potential zur Bildung reaktiver Intermediate durch metabolische Aktivierung tber den
Cytochrom-P450-Komplex. Einige dieser Intermediate sind elektrophile Epoxide und rea-
gieren mit nukleophilen Zentren in der DNA, wie bspw. mit N7 von Guanin (Phillips,
1983). Eine besondere Bedeutung bekommen Substanzen wie Benzo(a)pyren beim Men-
schen, da ihr hauptsichlicher Ursprung anthropogene Vorginge wie die industrielle Verar-
beitung von Kohlenstoffen, Rauchen, Automobilabgase und Essenszubereitung sind
(Schoket, 1999). Vor allem letzteres ist nicht nur Ursprung fiir Benzo(a)pyren, welches
Uberwiegend in verbrannten Nahrungsmitteln zu finden ist, sondern auch bereits bei leicht-
er Briunung des Essens werden diverse Substanzen gebildet, welche potentiell mit DNA
reagieren konnen (Kim ez a/, 1991). Interessanterweise werden auch solche Basenaddukt-
bildende Substanzen teilweise in der Natur benutzt, um Fralifeinde oder Konkurrenten
abzutoten. Der Pilz Aspergillus flavus produziert Aflatoxine, welche effizient Basenaddukte
bilden kénnen und mit zu den stirksten bekannten Karcinogenen gehéren. Auch solche
Substanzen kénnen, obwohl sie nicht anthropogen erzeugt werden, fiir den Menschen ein
relevantes Risiko darstellen, da Verunreinigung von Reis und anderen Getreidesorten mit
Aspergillus flavus zar Aufnahme von Aflatoxinen tUber die Nahrung fihren kann (Smela e a/,
2001).

DNA-REPARATUR

Die Vielfalt an méglichen DNA-Schidden hat wesentliche Konsequenzen fiir die genetische
Stabilitit eines Organismus. Viele der Produkte konnen Mutationen hervorrufen, was zu
einem Informationsverlust fithren kann. Durch Doppelstrangbriiche oder grof3flichig auf-
tretende DNA-Schiden, wie sie bei ionisierender Strahlung entstehen, kénnen teilweise
sogar komplette Abschnitte der genetischen Information verloren gehen. Da der Verlust an
genetischer Information jedoch zu einem Verlust an essentiellen Funktionen und somit
zum Zelltod fithren kann, ist es notwendig, die auftretenden Schiden moglichst zu verhin-
dern. Dies geschieht zum Teil durch das Abfangen von reaktiven Molekiilen mithilfe von
alternativen Reaktionspartnern wie bspw. dem Radikalfinger Ascorbinsiure. Teilweise
werden reaktive Molekile auch enzymatisch zu weniger reaktiven Produkten umgesetzt wie
es bspw. durch die Superoxiddismutase geschieht (Alscher ez al., 2002; Kc ez al., 2005). Den-
noch entstehen trotz dieser Mafnahmen deutliche Mengen an Schiden in der DNA, wel-
che in irgendeiner Form repariert werden miissen. Es haben sich daher Mechanismen ent-
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wickelt, welche es Zellen ermoglichen, Schiden im Genom mit hinreichender Effizienz zu
reparieren. Die vier grundlegenden Mechanismen der Reparatur sind sowohl in Eu- als

auch Prokaryoten zu finden und im Folgenden aufgefiihrt:

e Schadensreversion
e Basenexzisionsreparatur
e Nukleotidexzisionsreparatur

e Reparatur von Strangbriichen

Schadensreversion

Die direkte Reversion eines Schadens umfasst einzelne spezifische Mechanismen, welche
direkt das entstandene Produkt wieder in den Ursprungszustand zuriickfithren. Am ein-
fachsten ist hierbei vermutlich die Ligation von Einzelstrangbriichen durch eine DNA-
Ligase. Da Einzelstrangenden mit 3-OH und 5°-Phosphat auch bei der Replikation zwi-
schen Okazakifragmenten entstehen, muss eine Zelle per se in der Lage sein, solche freien
Enden zu ligieren. Insofern Einzelstrangbriiche demnach ein intaktes 3°-OH und ein 5’-
Phosphat aufweisen, konnen diese also direkt wieder religiert werden (zur Reparatur von
nicht direkt religierbaren Enden siche ,,Reparatur von Strangbrichen®; Gardner e al.,
1991). Ein weiteres Beispiel fur die direkte Schadensreversion sind Photolyasen. Diese En-
zyme sind in der Lage, unter Nutzung sichtbaren Lichts die kovalenten Bindungen in Py-
rimidindimeren bzw. 6-4-Photoprodukten zu spalten und somit die Dimerisierung riickgan-
gig zu machen. Photolyasen sind annihernd iiber die gesamten Dominen des Lebens ver-
breitet. Sowohl bei Archaen als auch Eukaryoten und Bakterien sind sie zu finden, wobei
sie in Plazenta-Tieren jedoch nicht mehr vorkommen (Essen & Klar, 2006). Eine weitere
Form der direkten Schadensreversion ist die Abspaltung einer Alkylgruppe von Alkyl-
Basenaddukten. Dies geschieht durch das Protein O6-Alkylguanin-DNA-Transferase (Ada
in E. coli). Ada ubertrigt die Alkylgruppe eines Basenaddukts auf den Schwefel eines pro-
teininternen Cysteins. AnschlieBend bleibt das Protein bis zum proteolytischen Abbau alky-
liert und wird nicht reaktiviert, indem es die Alkylgruppe weiter tbertrigt. Aus diesem
Grund wird Ada auch als ,,Suizidprotein® bezeichnet (Samson, 1992). Auch diese Form der
Schadensreversion ist sowohl in Pro- als auch Eukaryoten verbreitet (Kanugula & Pegg,
2001; Kooistra ez al., 1999; Nakatsuru ez al., 1987; Sassanfar & Samson, 1990).

Basenexzisionsreparatur (BER)

Bei der Basenexzisionsreparatur werden beschidigte Basen direkt aus der DNA entfernt,
indem die N-glykosidische Bindung zwischen Base und Desoxyribose durch eine schadens-
spezifische Glykosylase hydrolysiert wird. An der dabei entstehenden AP-sife wird der
DNA-Strang durch eine AP-Endonuklease geschnitten. Der Desoxyribosephosphatrest
wird anschlieend aus der DNA entfernt, die so entstehende Einzelstranglicke in der
DNA wieder aufgefillt und die Einzelstrangenden werden ligiert. Fir das Entfernen des
Riboserests wird dabei eine RPase bzw. eine DNA-Polymerase mit 5’-3’-Exonukleaseaktivi-
tit (z.B. Poll in E. co/) benétigt, welche direkt wihrend der Synthese iiber die Liicke hinaus
die verdringten Nukleotide entfernt (Duncan e al., 1976; Lindahl e a/., 1997). Da die Gly-
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kosidasen spezifisch beschidigte Basen erkennen miissen, ist die Reparatur durch Basenex-
zision auf definierte Schadenstypen beschrinkt. Hauptsiachlich durch BER prozessiert wer-
den Deoxyuracil, diverse Alkylierungen, Formamidopyrimidine sowie hiufig auftretende
Schiden wie 8-Oxo-Guanin (Friedberg e al., 2000).

Nukleotidexzisionsreparatur (NER)

Bei der Reparatur durch Nukleotidexzision wird nicht zunichst die Base aus der DNA ent-
fernt, sondern direkt der beschidigte Bereich inklusive Zuckerphoshatriickgrat. Der Scha-
den wird dabei vermutlich durch die strukturelle Verzerrung der DNA an der beschidigten
Stelle erkannt. AnschlieBend wird jeweils #pstream und downstreams des Schadens ein Schnitt
im beschiddigten Strang gesetzt. Der Einzelstrang zwischen diesen Schnittstellen wird durch
eine Helikase entfernt und die so entstehende Liicke durch eine Polymerase aufgefiillt. Ab-
schlieBend werden eventuell vorhandene Uberhinge durch eine flap-Endonuklease entfernt
und die Einzelstrangenden durch eine DNA-Ligase ligiert (Howard-Flanders ez al, 19606;
Lindahl ez al., 1997). Da die Erkennung des DNA-Schadens anhand einer Verdnderung der
DNA-Struktur erfolgt, kann grundsitzlich jeder Schaden durch die Enzyme der NER er-
kannt und entfernt werden, insofern der Schaden die DNA-Struktur verindert. Die NER
ist somit nicht wie die BER auf spezifische DNA-Schiden beschrinkt. Einige Beispiele fur
Schiden, welche durch NER entfernt werden, sind UV-induzierte Schiden wie Cyclobu-
tandimere und 6-4-Photoprodukte sowie bulky adducts, cross links und AP-sites (Friedberg ez
al., 2000).

Reparatur von Strangbriichen

Reparatur nicht ligierbarer Einzelstrangbriiche

Wie zuvor erwihnt, konnen Einzelstrangbriiche direkt ligiert werden, wenn die Enden ein
3“-OH und ein 5-Phosphat aufweisen. Bei Strangbriichen infolge der Reaktion des Deso-
xyribosephosphatriickgrats mit reaktiven Sauerstoffspezies ist dies aber haufig nicht der
Fall. Bei nicht direkt ligierbaren Enden wird vermutlich zunichst das 3’-Ende prozessiert,
um ein freies 3’OH zu erhalten und anschlieBend analog zur BER das 3’-Ende verlingert,
wobei das 5’-Ende verdringt und anschlieBen durch eine flap-endonuklease entfernt bzw.
direkt durch eine Polymerase mit 5’-3’-Exonukleaseaktivitit ersetzt wird. Vermutlich sind
an dem Prozess im Menschen die Proteine PARP1 und PARP2 sowie XRCC1 beteiligt
(Friedberg ez al., 20006).

Reparatur von Doppelstrangbriichen

Synthesis-Dependent-Strand-Annealing #nd Double-Strand-Break-Repair

Die Reparatur von Doppelstrangbriichen stellt fir eine Zelle ein vergleichsweise grof3es
Problem dar. Die Bruchstiicke sind hierbei voneinander getrennt und es existiert keine In-
formation dartiber, wie die beschidigte Stelle zu reparieren ist. Bei der NER oder BER
wird die beschidigte Information mithilfe des unbeschidigten Komplementirstrangs re-
konstruiert. Bei Doppelstrangbriichen ist dies jedoch nicht méglich. Um die Information

fir das korrekte Zusammenfiigen von Doppelstrangbriichen zu erhalten, bzw. um even-
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tuell verloren gegangen Information zu rekonstruieren kann allerdings das Schwester-
chromatid oder bei Diplonten auch das homologe Chromosom herangezogen werden. Die
Information wird dabei tiber homologe Rekombination abgefragt. Eine schematische Dar-
stellung der Modelle hierzu ist in Abb. 1 zu finden. Fir die Interaktion mit dem Schwes-
terchromatid werden zunichst an den Abbruchenden 3’-Uberhinge generiert. Dies ge-
schieht in E. co// mithilfe des RecBCD-Komplexes (Dillingham & Kowalczykowski, 2008)
und in Eukaryoten vermutlich mithilfe des MRN-Komplexes (Abb. 1 A ii; Mimitou & Sy-
mington, 2009). Dieser 3-Uberhang wird zunichst von einem Einzelstrang-bindenden
Protein (Ssb in Pro-, RPA in Eukaryoten) gebunden. AnschlieBend wird dieses Protein-
ssDNA-Filament von einer Rekombinase gebunden, welche das 3°-Ende in eine homologe
Stelle des Schwesterchromatids oder des Homologen invadieren kann (Abb. 1 A iii). Dabei
wird der identische bzw. homologe Strang verdringt und gleichzeitig der invadierte Strang
mit dem komplementiren Gegenstiick hybridisiert, wobei es zur Ausbildung eines Displace-
ment-Loops (D-Loop) kommt. In E. coli ist RecA die hierfiir benotigte Rekombinase (Bell,
2005), in Eukaryoten ist es Rad51 (Krogh & Symington, 2004). Dartiber hinaus sind in
Eukaryoten noch weitere Proteine an dem Prozess beteiligt. Fiir die Bindung des mit RPA
besetzten Uberhangs wird Rad52 benotigt, welches RPA vom Einzelstrang verdringt und
die Bindung von Rad51 an den Uberhang erméglicht (Sugiyama & Kowalczykowski, 2002).
Zusitzlich sind an der Bildung bzw. Stabilisierung des D-Logps die Proteine Rad55, Rad57
und Rad54 beteiligt (Fortin & Symington, 2002). Die Funktion von Rad54 ist nach neues-
ten Erkenntnissen moglicherweise die Auflésung des Rad51-dsDNA-Filaments im D-Logp
(Li & Heyer, 2009). Rad55 und Rad57 unterstitzen als Heterodimer méglicherweise die
Stabilitit bzw. Bildung des D-Logps, indem der Komplex sowohl ssDNA als auch Rad51
bindet (Johnson & Symington, 1995).

Nach der Invasion wird das invadierte 3’-Ende verlingert, indem der komplementire
Strang des Schwestechromatids bzw. Homologen als emplate tir eine DNA-Polymerase
benutzt wird (Abb. 1 A iv und vi). Durch anschlieBendes Auflésen des D-Logps wird so ein
3’-Uberhang generiert, welcher komplementir zum 3’-Uberhang des zweiten Bruchstiicks
ist und mit diesem hybridisieren kann (Abb. 1 A v). AnschlieBend werden eventuell vor-
handene Uberhinge, welche aus dem Doppelstrang herausragen (flaps), durch eine flap-
Endonuklease entfernt sowie eventuell verbliebene Liicken durch eine DNA-Polymerase
aufgefillt. Die verbleibenden Einzelstrang-Bruchstellen werden durch eine DNA-Ligase
ligiert, wodurch der Doppelstrangbruch repariert wird. Diese Form der Doppelstrang-
bruchreparatur wird als Synthesis Dependent Strand Annealing (SDSA) bezeichnet. Anstelle der
direkten Auflésung des D-Logps kann jedoch auch der 3’-Uberhang des zweiten Bruch-
stiicks mit dem Schwesterchromatid oder dem Homologen hybridisieren (Abb. 1 A vi).
Durch Verlingerung beider invadierter Enden werden zum einen gréB3ere komplementire
Uberhinge generiert, welche das Hybridisieren etleichtern (Abb. 1 A, Pfeil von vi nach v),
und zum anderen ist es moglich, dass eine doppelte Holliday-Junction entsteht, indem auch
das 5’-Ende des zweiten Bruchstiicks mit dem Schwesterchromatid bzw. Homologen hyb-
ridisiert (Abb. 1 A vii). Durch eine Resolvase (RuvABC in E. e/, Yenl in S. cerevisiae) kon-
nen die junctionss geschnitten werden (Abb. 1 A vii, angedeutet durch graue Keile), was je

nach Schnittrichtung zu einem ¢oss over oder einer Genkonversion fithren kann
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(Abb. 1 A ix bis xii). Alternativ kann die doppelte Holliday-Junction durch branch migration in

ein Hemikatenan umgewandelt werden (Abb. 1 viii), welcher durch eine Topoisomerase

des Typs III aufgelost werden kann (Wu & Hickson, 2003). So kénnen die Stringe ohne

einen materiellen Austausch voneinander getrennt werden (Abb. 1 viii). Diese Form der
Doppelstrangbruchreparatur wird als Double-Strand-Break-Repair bezeichnet (DSBR). Aller-

dings setzt sie das Vorhandensein von zwei Fragmenten voraus, welche wieder zusammen-

gefiigt werden konnen. Fehlt eines der Fragmente, bzw. ist es nicht zuginglich, so kann

DSBR nicht stattfinden. In diesem Fall ist es jedoch mdoglich, nach der Invasion im

Schwesterchromatid die Synthese an selbigem bis zum Ende des Chromosoms fortzufiih-

ren und somit das fehlende Fragment zu ersetzen, wie es in Abb. 2 dargestellt ist (fiir De-

tails sieche auch ,,Reinitiation der Replikation an einer kollabierten Replikationsgabel®).
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Abb. 1 A: Schematische Darstellung des Modells zur Reparatur von Doppelstrangbriichen durch SDSA (i bis v) und
DSBR (i-iii und vi-xii). Die DNA-Stringe sind zur Verdeutlichung farblich voneinander abgesetzt. Unterbrochene
Linien reprisentieren neu synthetisierte DNA-Abschnitte. Stellen fiir enzymatische Schnitte sind durch graue Keile
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7| Seite




EINLEITUNG

Single-Strand-Annealing

Bei einem Doppelstrangbruch innerhalb oder zwischen zwei Sequenzduplikationen kann es
durch das Generieren der 3’-Enden bereits zu komplementiren Einzelstrangbereichen
kommen (Abb. 1 Bi bis iif). In diesem Fall ist eine Invasion in das Schwesterchromatid
oder das Homologe nicht mehr notwendig. Die Uberhinge konnen direkt hybridisieren.
AnschlieBend werden nur noch eventuell vorhandene flaps entfernt bzw. Licken aufgefillt
und die verbleibenden Finzelstrangunterbrechungen durch eine DNA-Ligase geschlossen
(Abb. 1 Biv und v). Bei diesem als Single-Strand-Annealing (SSA) bezeichnetem Vorgang
geht sowohl eine der Duplikationen als auch eine eventuell zwischen den Sequenzen liegen-
der Bereich verloren. In Eukaryoten ist SSA abhingig von Rad52, welches vermutlich zu-
nichst RPA von den Einzelstrangiiberhiangen verdringt und anschlieBend die direkte Bin-
dung komplementirer Einzelstringe fordert (Smith & Rothstein, 1999). Da SSA Rad52-
abhingig ist, wird es als ein spezieller Fall der Reparatur von Doppelstrangbriichen durch

homologe Rekombination betrachtet.

Non-Homologons-End-Joining

Neben der Reparatur von Doppelstrangbriichen iiber homologe Rekombination kénnen
solche Briiche auch direkt durch das Ligieren der Enden repariert werden. Dieser Vorgang
wird als Non-Homologons-End-Joining (NHE]) bezeichnet und wird vermutlich vor allem in
héheren FEukaryoten benutzt (Jeggo, 1998). Neben dem MRX-Komplex (in Hefe) bzw.
DNA-PK (in héheren Eukaryoten) sind hierbei die Proteine KU70 und KUS80 beteiligt,
welche die DNA-Ligase IV an die Bruchstelle rekrutieren (Yano ez a/., 2009). Bei der homo-
logen Rekombination wird die Information zum korrekten Ligieren der Bruchstiicke durch
die Sequenz im Schwesterchromatid oder Homologen rekonstruiert. Beim NHE] wird die-
se Information jedoch nicht abgefragt, so dass ein vergleichsweise hohes Potential besteht,

durch NHE] Fehler bei der Reparatur von Doppelstrangbriichen zu erhalten.

DNA-SCHADEN UND REPLIKATION

Trotzdem die DNA-Schiden durch unterschiedliche Reparaturmechanismen effizient aus
der DNA entfernt bzw. repariert werden kénnen, kann es vorkommen, dass Schiden wih-
rend der Replikation vorliegen und die Replikationsmaschinerie auf eine solche Lision
trifft. Je nach Art des Schadens kann dies unterschiedliche Konsequenzen wie bspw. eine
Mutation zur Folge haben. Ein wesentliches Problem in Bezug auf die Replikation stellen

vermutlich vor allem Einzelstrangbriiche, AP-sites und bulky adducts dar:

Reinitiation der Replikation an einer kollabierten Replikationsgabel

Existiert in dem Matrizenstrang ein Einzelstrangbruch, so fillt die DNA-Polymerase bei
der Replikation am 5-Ende vom femplate herunter (run off-Synthese), was, wie in Abb. 21
dargestellt, in einem unvollstindigen Chromosom mit Doppelstrangende resultiert. Im
Gegensatz zu Doppelstrangbriichen fehlt im Falle einer ru# off-Synthese jedoch das zweite
Bruchstiick, mit dem das unvollstindige Chromosom wieder ligiert werden konnte. Um die

Replikation in so einem Fall wieder starten zu kénnen und das Fragment zu vervollstindi-
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gen, konnen ebenfalls die Mechanismen der homologen Rekombination genutzt werden.
Dazu wird wie bei einem Doppelstrangbruch zunichst ein 3’-Uberhang generiert
(Abb. 2 ii). Dieser kann in das Schwesterchromatid invadieren (Abb. 2 iv und vii), wodurch
ein D-Logp entsteht, welcher anschlieBend an der Verzweigung zwischen Schwesterchro-
matid und invadiertem Chromatid geschnitten werden kann (Abb. 2 vii, angedeutet durch
einen grauen Keil). Die durch den Schnitt entstehende Struktur dhnelt einer Replikations-
gabel und ermdglicht somit vermutlich eine Reinitiation der zuvor kollabierten Replikation
(Abb. 2 viii). Eine endonukleolytische Aktivitit, wie sie fiir diesen Vorgang notwendig ist,
konnte 7 vitro bereits fur das Heterodimer Mus81/Mms4 aus S. cerevisiae gezeigt werden
(Osman ef al., 2003). Alternativ zu dem direkten Schneiden des D-Loops kann auch der ver-
dringte Strang mit dem 5-Ende des unvollstindigen Fragments hybridisieren, wodurch
eine Holliday-Junction entsteht (Abb. 2 v). Diese junction kann anschlieBend tiber eine Resol-
vase geschnitten werden (Abb. 2 v), was ebenfalls zu einer Struktur fithrt, welche fiir die
Reinitiation der Replikation geeignet ist (Abb. 2 vi; Krogh & Symington, 2004).
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Abb. 2: Schematische Darstellung der Reparatur einer kollabierten Replikationsgabel nach run gff-Synthese (i-viii) und
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Replikationsarreste und Toleranzsysteme

Die Genauigkeit der Polymerasen kann zu Replikationsarresten fiithren

DNA-Polymerasen ,lesen* den femplate-Strang und hingen an das 3’-Ende eines primers das
komplementire dNTP an. Die Wahl der richtigen Base geschieht dabei vermutlich durch
eine geometrische Einpassung des Basenpaars in das aktive Zentrum der Polymerase: Die
Katalyse der Esterbindung zwischen dem 5’-Phosphat des hereinkommenden dNTP’s und
dem 3’-OH des primer-Endes geschieht nur effizient, insofern beide Gruppen in korrekter
Lage zueinander liegen (Kool, 2002). Bei einem fehlgepaarten Basenpaar ist die Geometrie
verzerrt, so dass die beiden Basen nicht mehr korrekt in das Zentrum hineinpassen. Die
Katalyse der Esterbindung kann daher, wenn tberhaupt, in einem solchen Fall nur sehr
ineffizient erfolgen. Somit werden korrekte Basenpaare gegeniiber inkorrekten Basenpaa-
ren aufgrund der Enzymkinetik bevorzugt (Kool, 2002). Die geometrische Anpassung des
aktiven Zentrums wird dabei durch drei wesentliche Faktoren bestimmt: 1. Die Linge des
korrekten Basenpaars wird durch Kollision der Basen bzw. des Riickgrats mit dem Protein
direkt abgefragt. 2. Durch das vorletzte Nukleotid des primers wird gleichzeitig ein Auswei-
chen der Basen nach unten verhindert. 3. Das Ausweichen der Basen nach oben wird
gleichzeitig durch einen aromatischen Rest in der O-Helix verhindert, welcher durch Sta-
pel-Wechselwirkung mit dem hereinkommenden dNTP letzteres in die richtige Position
zwingt (Tyrosin 526 in T7-Polymerase und Phenylalanin in Taq-Polymerase; Doublie ef a/,
1998; Li et al., 1998). Gleichzeitig wird durch diese Stapel-Wechselwirkung vermutlich die
geschlossene Konformation der Polymerase stabilisiert. In dieser Konformation wird die
Esterbildung vermutlich wahrscheinlicher, da ein in der O-Helix vorliegendes Lysin m&gli-
cherweise den nukleophilen Angriff des 3>-OH auf das a-Phosphat des hereinkommenden
dNTP’s etleichtert, indem eine negative Ladung des Sauerstoffs im Ubergangszustand sta-
bilisiert wird. Bei fehlgepaarten Basen ist die Stapel-Wechselwirkung mit dem aromatischen
Aminosaurerest geschwicht und die geschlossene Konformation daher nicht stabilisiert.
Somit wird ebenfalls eine Katalyse bei inkorrekten Basenpaaren erschwert (Doublie e al.,
1998; Li ez al., 1998). Korrekte Wasserstoftbriickenbindungen zwischen den Basen spielen
interessanterweise vermutlich nur eine untergeordnete Rolle bei der Erkennung und Selek-
tion der korrekten dANTP’s. Moglicherweise wird das Entfernen der Hydrathille durch kor-
rekte Wasserstoffbriicken erleichtert, indem die Ausbildung derselben den fiir die Entfer-
nung des Wassers notwendigen Energiebetrag verringert (Kool, 2002).

Trotz dieser Mechanismen ist ein fehlerhafter Einbau nicht ausgeschlossen, sondern nur
weniger wahrscheinlich als ein korrekter. Bspw. kénnen Pyrimidinpaare leicht in das Zent-
rum eingepasst werden, da sie kiirzer sind als ein korrektes Basenpaar. Einzig die Entfer-
nung der Hydrathtlle ist hierbei durch den Wegfall der Wasserstoffbriicken erschwert.
Ebenfalls kann gegeniiber einer .4P-si#e leicht eine beliebige Base eingepasst werden, da hier
komplett das Gegenstiick fehlt. Zwar ist in beiden Fillen eine gewisse Beweglichkeit der
Basen im aktiven Zentrum vorhanden, weshalb auch in diesen Fillen die Katalyse er-
schwert ist, dennoch kann solch ein fehlerhafter Einbau vermutlich durchaus gehduft auf-
treten. Um diese Fehler zu beheben, werden falsch eingebaute ANMP’s wihrend der Repli-
kation direkt durch die 3’-5’-Exonukleaseaktivitit der replikativen DNA-Polymerasen wie-
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der entfernt. Das exonukleolytisch aktive Zentrum der DNA-Polymerasen befindet sich
rdaumlich getrennt von dem synthetisch aktiven Zentrum. Wird das primer-Ende leicht vom
template gelost, kann es in das exonukleolytische Zentrum gelangen, in der das zuletzt einge-
baute Nukleotid abgespalten wird (Kunkel, 1988). Dieser Vorgang wird als proof reading be-
zeichnet und wird durch fehlgepaarte Basen begiinstigt. Durch eine Fehlpaarung wird die
Stapel-Wechselwirkung des primer-Endes geschwicht, was das Ablosen erleichtert. Zusitz-
lich werden in der minor groove Wasserstoffbriicken zwischen den vorhergehenden Basen-
paaren und der Polymerase gebildet. Bei fehlgepaarten Basen konnen diese jedoch an der
betreffenden Stelle nicht mehr korrekt ausgebildet werden, was ebenfalls eine Destabilisie-
rung des primer-Endes zur Folge hat (Doublie ¢ al., 1998). Da gleichzeitig die Fehlpaarung
am primer-Ende durch die inkorrekte Lage des 3’-OH’s die nachfolgende Verlingerung
erschwert, erhoht sich somit stark die Wahrscheinlichkeit, dass die zuletzt eingebaute Base
in das Exonuklease-Zentrum gelangt und abgespalten wird. Durch das proof reading wird die
Genauigkeit einer DNA-Polymerase um einen Faktor von ca. 100 verbessert (Kunkel,
1988).

Das Zusammenspiel dieser Mechanismen ermdglicht eine sehr hohe Genauigkeit der repli-
kativen DNA-Polymerasen (1 X 107 Fehler/bp ohne proof reading, mit 1x 107; Kool, 2002;
Kunkel, 1988). Gleichzeitig hat dies jedoch erhebliche Konsequenzen fiir die Replikation
von DNA-Schiden. Trifft eine DNA-Polymerase bspw. auf ein bulky adduct, so kann dieses
vermutlich nicht in die katalytische Tasche des Enzyms eingepasst werden. Die Katalyse
kann daher nicht oder nur ineffizient erfolgen. Auch wenn ein Nukleotid gegeniiber dem
Schaden eingebaut wird, ist dennoch das primer-Ende nicht korrekt gepaart, was die weitere
Verlingerung sehr erschwert. Durch das proof reading wird somit die zuletzt eingebaute Base
wieder entfernt und es muss erneut gegentiber dem Schaden etwas eingebaut werden. Die
Polymerase wird aus diesem Grund vermutlich an einem Schaden in der DNA, in einem
permanenten Zyklus aus Einbau und darauf folgendem Ausschneiden einer Base regelrecht
gefangen gehalten, was zu einem andauernden Replikationsarrest fithrt (Pages e a/., 2005).
Bei AP-sites stellt sich ein entsprechendes Problem. Zwar ist hierbei nicht die Base verzerrt,
sondern komplett entfernt, aber auch dies kann die Verlingerung iiber die beschidigte Stel-
le hinaus erschweren und somit einen Arrest der Replikation hervorrufen. Gleichzeitig
konnen solche DNA-Schiden nicht durch Exzisionsreparatur aus der DNA entfernt wer-
den, da hierbei die beschidigten Nukleotide nicht in einem Doppel-, sondern in einem
Einzelstrang vorliegen. Zwar kann eine direkte Schadensreversion prinzipiell auch in Ein-
zelstringen stattfinden, jedoch kénnen hiermit nur einige wenige spezifische Schiden repa-
riert werden. Es mussen daher andere Mechanismen genutzt werden, um Arreste aufzuhe-
ben und die DNA-Schiden zu umgehen. Drei gingige Modell hierzu, welche teilweise gut
durch experimentelle Daten gestiitzt werden, sind die Umgehung des Schadens durch

Transldsionssynthese, fork regression und homologe Rekombination.
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Schadensumgehung durch Transldsionssynthese (TLS)

Da Replikationsarreste aufgrund der zuvor dargestellten Mechanismen entstehen, ist es
moglich, einen Replikationsarrest zu umgehen, indem eine DNA-Polymerase genutzt wird,
welche diese Mechanismen nicht oder in eingeschrinkter Form aufweist. Sowohl in Eu- als
auch Prokaryoten sind solche zur Transldsionssynthese fihigen DNA-Polymerasen bereits
gefunden worden (Jarosz ez al., 2007; Waters ez al., 2009). Im Gegensatz zu den replikativen
Polymerasen weisen diese Translisionspolymerasen eine geringe Substratspezifitit auf. Die
katalytische Tasche ist weniger eng aufgebaut, was z.B. durch das Fehlen der O-Helix er-
reicht wird, und lasst somit auch eine Katalyse bei fehlgepaarten Basen bzw. beschidigter
template-Base zu (Trincao ez al., 2001). Ebenfalls fehlt den Transldsionspolymerasen die fiir
das proof reading zustindige 3’-5’-Exonukleasedomine. Ohne proof reading kommt es an ei-
nem beschadigten Nukleotid nicht wie bei replikativen Polymerasen zu einem Zyklus aus
Baseneinbau und anschlieBendem Entfernen der Base. Sowohl die geringere Substratspezi-
fitat als auch der Verlust des proof readings filhren dazu, dass Transldsionspolymerasen in der
Lage sind, das primer-Ende iber einen DNA-Schaden hinaus zu verlingern (Waters e al.,
2009). Allerdings ist der Einbau gegeniiber einer beschidigten Base tendenziell fehlerhaft,
da die Information weiterhin nicht rekonstruiert und somit das korrekte komplementire
dNTP nicht ohne Weiteres selektiert werden kann. Gleichzeitig sind jedoch, wie unten
ausgefiihrt, einige Transldsionspolymerasen in der Lage, gegeniiber spezifischen DNA-
Schiden praferentiell die korrekte komplementire Base einzubauen und somit den Schaden
tehlerfrei zu umgehen (Waters e7 al., 2009). Die verringerte Substratspezifitit fihrt jedoch
nicht nur zu einer erhéhten Fehlerrate gegentiber der Liasion, sondern gleichzeitig auch zu
einem Verlust der Genauigkeit gegentber unbeschidigten Basen. Wihrend die replikativen
Polymerasen mit proof reading auf unbeschidigtem emplate eine Fehlerrate von etwa 1 X 107
Fehlern/bp aufweisen, haben Translisionspolymerasen eine Fehlerrate zwischen 1 X 10™
und 1 % 10" Fehlern/bp (Kool, 2002). Gleichzeitig sind Translisionspolymerasen um ein
Vielfaches weniger prozessiv als die replikativen DNA-Polymerasen, was vermutlich not-

wendig ist, um einer erh6hten Mutationsrate auf unbeschidigtem femplate vorzubeugen.

Die meisten Translisionspolymerasen gehéren zu der Y- oder X-Familie der Polymerasen
(Ausnahme: Pol C, sieche unten; Goodman, 2002; Waters ¢# a/., 2009). In Bakterien sind drei
Translasionspolymerasen bekannt (Polll, PollV und PolV), welche in E. ¢o/i iber die SOS-
Antwort reguliert sind (Goodman, 2002; Janion, 2008). In Eukaryoten sind bisher acht
solcher DNA-Polymerasen gefunden worden: Pol £, Pol k, Pol n, Pol 1, Pol G, Pol u, Pol A
und Revl (Waters e7 al, 2009). In der Bickerhefe existieren von diesen acht jedoch nur
Pol €, Pol n und Revl. Da sich die vorliegende Arbeit mit den Vorgingen in S. cerevisiae
befasst, sollen im Folgenden nur die drei in Hefe vorkommenden an der TLS beteiligten

Enzyme vorgestellt werden:
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Polymerase n
Polymerase 1 wird in Hefe durch RAD30 codiert und ist in Hefe die einzige derzeit be-

kannte Translasionspolymerase. Sie kann spezifisch Cyclobutanthymindimere korrekt iiber-
lesen (Johnson ef al., 1999). Des Weiteren kann sie eine Vielzahl anderer Schiden fehlerbe-
haftet tberlesen, darunter 8-Oxo-Gunain und O6-Methylguanin (Haracska e a/, 2000a;
Haracska ez al, 2000b) sowie moglicherweise Benzo(a)pyren-Addukte (Zhang ef al., 2000).
Gleichzeitig weist sie eine sehr geringe Genauigkeit gegeniiber unbeschidigtem zemplate auf
(Kool, 2002; Waters ez al., 2009). Interessanterweise zeigen Mutanten von RAD30 in vive
kaum eine Reduktion der Mutationsrate (Roush ez 4/, 1998), was moglicherweise auf den
spezifischen Einsatz von Rad30 bei bestimmten DNA-Schiden zurtickzufiihren ist. Die
Transkription von RAD30 ist vermutlich UV-induziert (Roush ez 4/, 1998) und rad30-
Zellen zeigen eine deutliche Sensitivitit gegeniiber UV-Strahlung (Gangavarapu ef al,
2007), weshalb vermutet wird, dass Rad30 ein wichtiger Bestandteil der Umgehung von
UV-Schiden ist. (Haracska ez al., 2001)

Polymerase &

Pol C ist ein Heterodimer, bestehend aus Rev3 und Rev7. Sowohl rev3- als auch rev7-Mutan-
ten weisen eine stark reduzierte Mutationsrate auf und Mutatorphinotypen, beruhend auf
dem Ausfall fehlerfreier Mechanismen, lassen sich durch Mutationen im RETV/3 oder
REV7 vollstindig supprimieren (Schirer, 2003; Zhong ez al., 2006). Aus diesem Grund
wird fiir Pol € eine Beteiligung an der Translisionssynthese angenommen. Dennoch stellt
Pol € keine Transldsionspolymerase im engeren Sinne dar. Sie gehort wie die replikativen
Polymerasen zur B-Familie der DNA-Polymerasen (Morrison ez al., 1989), allerdings fehlt
die fir das proof reading notwendige 3’-5’-Exonukleasedomine (Lawrence, 2004). Vermutlich
ist die Hauptfunktion von Pol § die Vetlingerung von fehlgepaarten primer-Enden, wie sie
beim Einbau eines Nukleotids gegentiber einer beschadigten Base bspw. durch Rad30 ent-
stehen konnen. Transldsionspolymerasen wie poln sind dazu vermutlich nicht oder nur
sehr ineffizient in der Lage, da zwar eine Base gegeniiber der Lision eingebaut wird, aber
anschlieBend dennoch das primer-Ende fehlgepaarte Basen aufweist und die Verlingerung
so erschwert wird. Pol C ist dagegen vermutlich zu einer solchen Verlingerung in der Lage

und daher auch fur die Entstehung von Mutationen tber TLS notwendig (Haracska ez al.,
2001).

Desoxcycyctidyltransferase Revl

Revl ist im Gegensatz zu Pol € und Pol n keine Polymerase im eigentlichen Sinne, da sie
nicht zu einer kontinuierlichen Synthese am Zezplate in der Lage ist. Jedoch baut sie gegenti-
ber Guanin, chemisch modifiziertem Guanin sowie gegeniiber .4P-sizes Cytosin ein. Dabei
wird das Guanin im femplate aus der katalytischen Tasche des Enzyms durch ein Arginin
verdringt, welches anstelle des Guanins mit dem hereinkommenden dCTP paart (Nair ez
al., 2005). Im Falle von AP-sifes bauen andere DNA-Polymerasen priferentiell Adenin ein,
was vermutlich auf die hohere Stapelwechselwirkung von Adenin im Vergleich zu den an-
deren Basen zurtickzufithren ist (Goodman e7 a/., 1994). Da jedoch die hydrolytische Depu-
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rinierung von Gunain moglicherweise eine der Hauptquellen fir AP-sites in vivo ist, stellt der
Einbau von Cytosin gegentiber einer .4P-site vermutlich in den meisten Fillen eine fehler-
freie Umgehung des Schadens dar (Lindahl & Nyberg, 1972; Wyatt & Pittman, 20006). Zu-
sitzlich zu der Funktion als Desoxycytidyltransferase ist Revl vermutlich auch regulativ bei
der Translasionssynthese beteiligt. Bspw. ist Revl unter anderem fiir eine effiziente Umge-
hung von 6-4-Thymindimeren notwendig, obwohl es selbst nicht in der Lage ist, solche
Schiden zu umgehen (Nelson ez 4/, 2000). In Hefe kann Revl sowohl mit Pol 1 als auch
mit Pol € interagieren (Acharya ez al., 2005; Achatya e al., 2007) und fir Revl aus Maus
wurde postuliert, dass es vor allem andere an der Translisionssynthese beteiligte Faktoren
an DNA-Schiden rekrutiert (Guo ef al., 2003). Moglicherweise hat Revl daher in Hefe ne-
ben der Funktion als spezifische Translisionspolymerase auch Anteil an der Regulation der
Transldsionssynthese (Waters ez al., 2009).

Schadensumgehung durch fork regression

Eine weitere Moglichkeit den Schaden zu umgehen ist das Benutzen einer alternativen und
unbeschidigten Informationsquelle. Eine solche Quelle ist prinzipiell das sequenzidenti-
sche Schwesterchromatid. Wahrend der Replikation werden die beiden Parentalstringe
voneinander getrennt und an jedem Strang wird mehr oder weniger unabhingig vom je-
weils anderen der komplementire Strang durch eine DNA-Polymerase synthetisiert. Zwar
sind die DNA-Polymerasen vermutlich iiber einen Proteinkomplex verbunden (Pomerantz
& O'Donnell, 2007), dennoch kann wahrscheinlich der /leading-strand auch bei einem Arrest
der /lagging-strand-Polymerase, bzw. der /lagging-strand bei einem Arrest der leading-strand-Syn-
these zumindest begrenzt weitersynthetisiert werden (Pages & Fuchs, 2003). Aus diesem
Grund liegt die benétigte Information fiir eine korrekte Umgehung im Schwesterchromatid
in einem Doppelstrang und damit auch in einem komplementiren Strang vor. Dieser
Strang kann somit prinzipiell als alternatives femplate genutzt werden, um den in der Syn-
these arretierten Strang zu verlingern. Ein Modell der Mechanismen, mit denen die Infor-
mation vom Schwesterchromatid abgefragt werden kann, ist in Abb. 4 dargestellt. Als ers-
ter Schritt wirde die Replikationsgabel, wie in Abb. 4 ii gezeigt, ruckwirtig geschlossen
werden. Dabei rehybridisieren sowohl die Parental- als auch die Filialstringe jeweils mitei-
nander und es entsteht eine Holliday-Junction-dhnliche Struktur, welche in der Literatur oft
als ,,Chicken Foot* bezeichnet wird (Higgins ez al., 19706). Ist der komplementire Strang des
Schwesterchromatids tber die Stelle mit der beschddigten Sequenz hinaus verlingert, so
kann das 3’-Ende des in der Synthese arretierten Stranges mit dem Schwesterstrang als
Matrize verlingert werden (Abb. 4 iii). Durch anschlieBende branch migration kann der Chi-
cken Foot wieder aufgelost werden und die resultierende Struktur kann zur Reinitiation der
Replikation dienen. Da das 3’-Ende so iiber den Schaden hinaus verlingert wurde, kann die
Replikation hinter dem Schaden erneut einsetzen und der Schaden wurde fehlerfrei umgan-
gen (Abb. 4 (iv)). Ebenfalls ist es moglich, dass der Schaden im Chicken Foot durch NER
oder BER entfernt wird, da hier der Schaden wieder in einem Doppelstrang vorliegt. Da es
sich bei dem Chicken Foot im Prinzip um eine Holliday-Junction handelt, ist es auch denkbar,
dass dieser durch eine Resolvase geschnitten wird (Abb. 4 iv). Somit entstehen dhnlich wie

bei einer run off-Synthese ein intaktes Chromosom sowie ein unvollstindiges Chromo-
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somenfragment (Abb. 4 v und vi), welches anschlieBend tiber homologe Rekombination
repariert werden kann, wie es in Abb. 2 dargestellt ist. Auch hierbei wurde jedoch der
Strang am Schwesterchromatid moglicherweise bereits verlingert, weshalb der Schaden
tehlerfrei umgangen werden kann. Eine weitere Moglichkeit ist die direkte Invasion des 3’-
Endes vom Chicken Foot aus in den homologen Doppelstrangbereich der Parentalstringe
(Abb. 4 vii). Wird der Chicken Foot anschlieBend, wie in Abb. 4 vii dargestellt, durch eine
Resolvase geschnitten, entsteht direkt eine der Replikationsgabel dhnelnde Struktur, in der
der Schaden ebenfalls umgangen ist (Abb. 4 viii). Fork regression an einem Replikationsarrest
kann demnach die fehlerfreie Umgehung eines replikationsarretierenden DNA-Schadens
ermoglichen. Allerdings wurden bisher kaum experimentell Evidenzen fiir dieses Modell
gefunden. Zwar wird fiir RecG aus E. c/i und dem menschlichen BLM postuliert, dass sie
eine solche fork regression katalysieren kénnen (Machwe ez al, 2006; McGlynn & Lloyd,
2000) und auch fir Rad5 aus S. cerevisiae konnte eine solche Aktivitit biochemisch gezeigt
werden (Blastyak ez al, 2007), allerdings fehlen bisher 7z vivo-Daten, welche die biologische

Relevanz dieser Aktivitit bestatigen kénnen.

Schadensumgehung durch homologe Rekombination (HR)

Eine weitere Moglichkeit, die unbeschadigte Information des Schwesterchromatids abzu-
fragen, ist eine Interaktion durch homologe Rekombination. Wie bereits bei der Reparatur
von Doppelstrangbriichen vorgestellt, konnen freie 3’-Enden mithilfe einer Rekombinase
in Doppelstrangregionen mit homologer Sequenz invadieren, wodurch ein D-Logp entsteht.
Durch anschlieende Synthese am Schwesterchromatid kann tber die Bruchstelle hinweg
verlingert werden, was das SchlieBen der Bruchstelle ermdglicht (siehe ,,Reparatur von
Doppelstrangbriichen®). Uber diese Mechanismen ist es ebenfalls méglich, replikationsar-
retierende DNA-Schiden zu umgehen. Zwei gingige Modelle hierfiir sind denkbar und
sollen im Folgenden niher beschrieben werden: Die Umgehung des Schadens durch gap-
filling (Abb. 3) und die Reinitiation einer arretierten Replikationsgabel (Abb. 4).

Das gap-filling-Model/

Bei einem Arrest der /lagging-strand-Synthese ist zwar die Synthese tiber den Schaden hinaus
nicht moglich, dennoch ist die Replikation insgesamt vermutlich nicht gefihrdet, da nach
einiger Zeit unabhingig von der Lision ein neuer Primer synthetisiert wird und somit die
Synthese am /agging-strand weiterlaufen kann (Gardner ef a/, 1991). Ubrig bleibt anschlie-
Bend eine Einzelstrangliicke hinter dem beschidigten Nukleotid, wie in Abb. 3 Ai und ii
angedeutet. Um diese Licke zu filllen, kann zum einen eine Transldsionspolymerase, oder
zum anderen die Information vom Schwesterchromatid genutzt werden. Dazu wird das 3’-
Ende des unvollstindigen Stranges vom femplate abgelost, was spontan oder durch eine
Helikase geschehen kann. AnschlieBend folgt eine Invasion des 3’-Endes in die homologe
Sequenz des Schwesterchromatids, wie in Abb. 3 A iii dargestellt. Durch die Synthese mit
dem Schwesterchromatid als unbeschidigtes zemplate kann das primer-Ende tiber den Scha-
den hinaus verlingert werden (Abb. 3 A iv). Der D-Logp wird aufgelést und der Schaden ist
somit fehlerfrei umgangen (Abb. 3 A v). Durch die Synthese am Schwesterchromatid wird
das Ende jedoch vermutlich nicht exakt um die Nukleotide verlingert, welche in der Ein-

zelstrangliicke noch fehlen. Vielmehr ist es wahrscheinlich, dass das resultierende 3’-Ende
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zu lang oder zu kurz geraten ist. In letzterem Fall kann die Liicke anschlieBend einfach
durch eine Polymerase aufgefiillt werden. Ist das Fragment zu lang, kann der Uberhang
durch eine flap-Endonuklease abgeschnitten werden (Abb. 3 A v). AbschlieBend wird die
noch verbleibende Einzelstrangunterbrechung durch eine Ligase geschlossen. Alternativ zu
dem direkten Auflésen des D-Logps kann es auch zur Entstehung einer doppelten Ho/liday-
Junction kommen, wie in Abb. 3 (v) dargestellt. Durch einen Schnitt derselben durch Resol-
vasen entsteht eine Struktur, in welcher der Schaden ebenfalls umgangen ist (vergleiche
Abb. 3 (v) und Abb. 1 A ix bis xii). Alternativ zu der Invasion des 3’ Endes ins Schwes-
terchromatid kann auch prinzipiell der hinter dem Schaden entstandene FEinzel-
strangbereich fiir eine Invasion genutzt werden. In E. co/7 sind fir die Besetzung eines sol-
chen Finzelstrangbereichs mit RecA die Proteine RecF, RecO und RecR notwendig (Mo-
rimatsu & Kowalczykowski, 2003). Fur Hefe wird bisher jedoch fur gingige Modelle zur
Invasion im Schwesterchromatid oder Homologen eher eine Invasion des 3’-Endes ange-

nommen (Krogh & Symington, 2004).
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Im Wesentlichen ist eine Umgehung von replikationsarretierenden DNA-Schiden nach
diesem Modell vor allem im /lagging-strand moglich, da hier in regelmilligen Abstinden ein
neuer primer synthetisiert wird. Im /feading-strand dagegen ist ein erneutes priming nach der
Replikationsinitiation eigentlich unnétig, da immer ein primer-Ende zuginglich ist. In E. coli
konnte jedoch gezeigt werden, dass eine 7z vitro assemblierte Replikationsmaschinerie auch
nach einem Arrest auf dem /leading-strand die Synthese wieder aufnehmen kann (Heller &
Marians, 2006). Es wire daher durchaus moglich, dass auch im Falle eines Arrests der lea-
ding-strand-Synthese ein weiterer primer hinter einem Schaden synthetisiert wird und die Rep-
likation hier wieder aufgenommen wird. Unterstltzt wird dies zusitzlich durch elektro-
nenmikroskopische Aufnahmen von Hefe-DNA aus NER-defekten Mutanten. Hierbei
konnten sowohl im /Jeading- als auch im /lagging-strand Einzelstranglicken gefunden werden,
wie sie bei einer Wiederaufnahme durch repriming downstream des Schadens entstinden.
Nach Bestrahlung der Zellen mit UV-Licht, nahm die Anzahl solcher Liicken zu. Diese
Daten machen es daher plausibel, dass 7z vivo auch ein repriming des leading-strands hinter
einem DNA-Schaden stattfinden kann. In einem solchen Fall wire der fir den /agging-strand

dargestellte Mechanismus auch fiir einen Arrest im leading-strand denkbar (Abb. 3 B).

Reinitiation einer arretierten Replikationsgabel durch homologe Rekombination

Wie zuvor dargelegt, gibt es Evidenzen, dass die fir das gap-filling-Modell vorgestellten Me-
chanismen moglicherweise auch bei einem Arrest im /leading-strand relevant sind. Jedoch ist
derzeit nicht vollig klar, inwiefern repriming im leading strand in vivo relevant ist und unter
welchen Umstinden es einsetzt. Zumindest fur den leading-strand ist es daher durchaus mog-
lich, dass ein alternativer primer nicht immer vorhanden ist und ein replikationsarretierender
DNA-Schaden somit direkt umgangen werden muss. Prinzipiell kann dies tiber homologe
Rekombination mit dem Schwesterchromatid stattfinden, wie in Abb. 4 dargestellt. Dabei
invadiert wie auch im vorherigen Modell das 3’-Ende des in der Synthese arretierten Stran-
ges an homologer Stelle in das Schwesterchromatid (Abb. 4 it’). AnschlieBend wird das 3’-
Ende am Schwesterchromatid verlingert, wobei der Strang tiber den Schaden im urspring-
lichen femplate hinaus synthetisiert wird (Abb. 4 iii"). Durch Auflésen des D-Logp (bspw.
durch eine Helikase) kann so der Schaden umgangen werden und es entsteht eine Struktur,
an der die Replikation reinitiiert werden kann (Abb. 4 iv’). Alternativ zu einer direkten Auf-
l6sung des D-Logp kann die Struktur auf unterschiedliche Art weiter prozessiert werden.
Z.B. kann die Synthese am Schwesterchromatid bis zum 5-Ende des Okazakifragments
andauern. In diesem Fall konnen die Parentalstringe teilweise rehybridisieren und es ent-
steht ein Chicken Foot (Abb. 4 [iv] und iv), welcher entsprechend der Struktur, welche durch
fork regression entsteht, aufgelost werden kann (Abb. 4 iv bis vi). Als weitere Alternative kann
der im D-Logp verdringte Parentalstrang mit dem beschidigten zemplate-Strang hybridisie-
ren. Hybridisiert zusitzlich das 3-Ende des invadierten Stranges wieder mit dem urspring-
lichen template, so kommt es zur Ausbildung einer doppelten Holliday-Junction (Abb. 4 ¥).
Diese kann wiederum auf unterschiedliche Art aufgelost werden. Zum einen kénnen Re-
solvasen die junctionss schneiden, was je nach Schnittrichtung zu einem cross over oder einer
Genkonversion fithren kann (Abb. 4 v, vi’ und viii’). Zum anderen kénnen die junctions

durch branch migration zu einem Hemikatenan prozessiert werden, welcher durch eine To-
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poisomerase auflosbar ist (Abb. 4 ix’). Dieser Prozess wird als Holliday-Junction-dissolution
bezeichnet und in Hefe ist hierfir vermutlich die Zusammenarbeit von Sgs1 und Top3
no6tig, wobei Sgs1 fir die branch migration verantwortlich ist, wihrend Top3 den Hemikate-
nan auflost. Fir das Sgs1 Homologe BLM und Topoisomerase 3 konnte dies bereits so-
wohl im Menschen als auch in Drosophila gezeigt werden (Plank ez /., 2006; Wu & Hick-
son, 2003). Durch branch migration beider junctions in Richtung der Replikationsgabel kénnen
diese jedoch auch direkt aufgelést werden (Abb. 4 v’nach vi). Unabhingig davon wie die
doppelten Holliday-]unctions aufgelost werden, kann jedoch in jedem Fall eine DNA-Struktur

resultieren, an der eine Reinitiation der Replikation méglich ist.

Zwar sind die hier vorgestellten Mechanismen nur Modelle, jedoch machen es die Sensitivi-
tit von rad51- und rad52-Mutanten gegeniiber UV und den DNA-schidigenden Agenzien
MMS und 4-NQO sehr wahrscheinlich, dass eine Umgehung von replikationsarretierenden
DNA-Schidden durch homologe Rekombination 7z vivo durchaus stattfindet. Dartiber hi-
naus weisen rad51- und rad52-Mutanten einen Rev3-abhingigen Mutatorphinotyp auf. Die-
ser beruht wahrscheinlich auf dem Wegfall der fehlerfreien Umgehung von replikationsar-
retierenden DNA-Schiden und der damit einhergehenden Hiufung von Translisionssyn-
these.

Der Ausfall von Reparatur- oder Toleranzsystemen kann fatale Konse-

quenzen fiir einen Organismus haben

Wie wichtig die zuvor vorgestellten Reparatur- und Toleranzsysteme fiir die Uberlebensfi-
higkeit eines Organismus sind, ldsst sich an vielen Beispielen zeigen. Der Ausfall der Nuk-
leotidexzisionsreparatur bspw. fithrt beim Menschen unter anderem zu Xeroderma pigmento-
sum. Patienten mit dieser Krankheit weisen eine extreme Sensitivitit gegentiber UV-Licht,
ein erhohtes Hautkrebsrisiko und teilweise neurodegenerative Symptome auf (Tanaka &
Wood, 1994). Auch der Ausfall von Poln fihrt zu einem sehr dhnlichen, wenn auch
schwicher ausgepriagten Krankheitsbild: der Xeroderma pigmentosum variant (XPV; Cordon-
nier & Fuchs, 1999). Mutationen im ATM-Gen fithren im Menschen zum Louis-Bar-
Syndrom. Patienten mit diesem Syndrom weisen ein erhéhtes Krebsrisiko sowie neurode-
generative Defekte auf und sind sensitiv gegen ionisierende Strahlung (Canman & Lim,
1998). ATM ist ein Protein, welches an der Regulation der zelluliren Antwort auf DNA-
Schiden beteiligt ist (Branzei & Foiani, 2008). Die Gene BRCA1 und BRCA2 gelten als
Determinanten fiir Brustkrebs (Futreal ef al., 1994; Miki ef al., 1994; Wooster et al., 1995).
Beide Gene sind vermutlich an der Reparatur von DNA-Schiden durch homologe Re-
kombination beteiligt (Branzei & Foiani, 2008). Weitere Beispiele fir Krankheiten, welche
mit an der DNA-Reparatur beteiligten Proteinen assoziiert sind, sind das Bloom-Syndrom
(BLM), Werner-Syndrom (WRN) und die Fanconi Animie (FANC-Komplementations-
gruppe German, 1993; Gurtan & D'Andrea, 2006; Yu e al., 1996). Zu den Symptomen

dieser Krankheiten gehoren angeborene Deformationen, ein erhohtes
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Abb. 4: Schematische Darstellung der Umgehung eines replikationsarretierenden DNA-Schadens im lading strand. Die DNA-Stringe sind zur Verdeutlichung farblich voneinander abge-

setzt. Der DNA-Schaden ist als orangenes Quadrat dargestellt. Unterbrochene Linien reprisentieren neu synthetisierte Stringe. Stellen fir enzymatische Schnitte sind mit einem grauen

Keil markiert. Pfeile mit doppelter Spitze zeigen dquivalente Strukturen an
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Krebsrisiko sowie degenerative Defekte. Auch in anderen Organismen kann der Ausfall der
Reparatur- und Toleranzsysteme fatale Konsequenzen haben. In Méusen fithrt ein &nock ont
von RADS57 und RET3 zu einer embryonalen Letalitat (Lim & Hasty, 1996; Wittschieben
et al., 2006). Dasselbe gilt fiir Gene des MRN-Komplexes (Luo ¢7 al, 1999; Xiao & Weaver,
1997). Diese Beispiele verdeutlichen, wie wichtig der Erhalt der genetischen Integritit

durch Reparatur- und Toleranzsysteme ist.

REGULATION DER TOLERANZSYSTEME

Obwohl die vorgestellten Mechanismen zur Umgehung von replikationsarretierenden
DNA-Schiden notwendig sind und ein Ausfall gravierende Folgen haben kann, ist der Ein-
satz solcher Mechanismen nicht ohne Risiko. Transldsionspolymerasen weisen eine gerin-
gere Genauigkeit auf und ihr Finsatz erhoht somit das Risiko, Punktmutationen zu erhal-
ten. Der Einsatz von Transldsionspolymerasen sollte daher moglichst auf das notwendigste
beschrinkt sein und nicht auf unbeschadigtem zemplate erfolgen. Andernfalls wire die Kon-
sequenz eine erhohte Mutationsrate. Auch homologe Rekombination kann nachteilig fiir
eine Zelle sein. Bei Prokaryoten mit ringférmigen Chromosomen kann bspw. ein cross over
zwischen Schwesterchromatiden zu Konkatameren fihren, welche bei der Zellteilung nicht
ohne Weiteres auf zwei Zellen aufgeteilt werden kénnen. Aber auch fiir die Chromosomen
in Eukaryoten kann ein dhnlicher Effekt problematisch sein. Werden Ho/iday-Junctions nicht
aufgel6st, bevor die Chromatiden bei der Mitose voneinander getrennt werden, so konnen
auch diese méglicherweise durch den Spindelapparat zerrissen werden. Das vermutlich
grof3te Problem jedoch besteht bei repetitiven Sequenzen. Durch homologe Rekombinati-
on zwischen diesen Sequenzen kann es zu der Vervielfachung der Sequenz oder dem Ver-
lust einer oder mehrerer Kopien kommen (Naheres hierzu ist im Kapitel ,,Untersuchungen
zur Entstehung von Reversionsereignissen im KanKanMX4-Modul® zu finden). Die An-
zahl solcher Sequenzen kann daher stark variieren, weshalb hiufig im Chromosom auftre-
tende Sequenzen, wie bspw. die fiir die rtRNA codierenden Bereiche, eine gewisse Instabili-
tit aufweisen (Kobayashi & Horiuchi, 1996). Durch unkontrollierte Rekombination inner-
halb solcher Regionen wire die Anzahl der repetitiven Sequenzen daher einer starken
Schwankung unterworfen. Ein ebenfalls gro3es Problem besteht bei diploiden Organis-
men. Hier liegen Genabschnitte teilweise heterozygot vor. Durch Rekombination zwischen
den homologen Chromosomen in diesen Bereichen kann es infolge eines cross over oder
einer Genkonversion zum Verlust der Heterozygotie kommen, was unter anderem als eine
mogliche Ursache fir die Entstehung von Krebs vermutet wird (Lasko ez 4/, 1991; Wijn-
hoven ez al., 2001).

SOS-Antwort in Prokaryoten

Es erscheint daher sinnvoll, dass sowohl homologe Rekombination als auch Translédsions-
synthese in ihrer Aktivitit reguliert werden. In Prokaryoten wird dies vermutlich tiber die
SOS-Antwort erreicht. Reguliert wird diese im Wesentlichen durch die Aktivierung von
RecA (RecA*) durch Bindung an ssDNA-Bereiche und die anschlieBende RecA*-beschleu-
nigte autolytische Spaltung des LexA-Repressors, welcher eine Vielzahl an Genen zur Um-
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gehung und Reparatur von DNA-Schiden reprimiert. Unter anderem werden so die zwei
Untereinheiten der Translisionspolymerase PolV (UmuD und UmuC) in Reaktion auf
vermehrt auftretende DNA-Schiden gebildet. Zusitzlich wird die Untereinheit UmuD
zunichst autolytisch gespalten, wodurch UmuD’ entsteht. Erst zwei UmuD’ und ein
UmuC bilden die aktive PolV. Auf diese Weise wird der Einsatz der potentiell mutagenen
Transldsionspolymerase hinausgezdgert: Bis zum Auftreten des aktiven Komplexes dauert
es in etwa 45 Min. (Goodman, 2002). Neben PolV wird noch eine Vielzahl weiterer Gene
durch die SOS-Antwort reguliert, unter anderem Gene fir die NER, BER, den Abschluss
des Zellzyklus und fiir homologe Rekombination (Courcelle ef a/., 2001; Friedberg ef al.,
2000).

Regulation des Zellzyklus in Eukaryoten: DNA-Damage-Checkpoint

Wihrend die Regulation der zelluliren Antwort auf DNA-Schiden durch die SOS-Antwort
in Prokaryoten bereits sehr gut untersucht und verstanden ist, ist das Wissen tiber die Re-
gulation in Eukaryoten teilweise noch sehr lickenhaft. Im Folgenden soll ein kurzer Abriss

Uber das bisherige Modell zur Regulation der eukaryotischen Schadensantwort erfolgen:

Ein wichtiger Aspekt bei dem vermehrten Auftreten von DNA-Schiden in einer Zelle ist
das Verlangsamen oder Aufhalten des Zellzyklus und der Synthese. Dies geschieht tiber
den DNA-damage-checkpoint, welcher in drei Sub-checkpoints unterteilt wird: den G1-, den S-
und den G2/M-checkpoint. Durch den G1l-checkpoint wird die Initiation der Synthesephase
aufgehalten, wodurch vorhandene Schiden durch NER etc. repariert werden kénnen, be-
vor die Replikation beginnt und es zu einem Replikationsarrest kommen kann. Durch den
S-checkpoint wird die Synthesephase verlingert, indem die Replikationsinitiation an spit in-
duzierten ARS unterdriickt wird. Vermutlich dient dies dazu, das Zeitfenster fiir die Repa-
ratur bzw. Umgehung von DNA-Schiden zu vergroBern. Durch den G2/M-checkpoint wie-
derum wird die Zellteilung verhindert, vermutlich damit zunachst verbleibende Replikati-
onsarreste aufgehoben werden koénnen und die DNA-Synthese vervollstindigt wird, bevor
die Teilung stattfindet (Budzowska & Kanaar, 2009; Zegerman & Diffley, 2009). Dariiber
hinaus wird durch den DN.A-damage-checkpoint die Transkription von Genen sowie die Akti-
vitit von Proteinen gesteuert, welche zur Reparatur oder Umgehung von DNA-Schiden
notwendig sind (Bashkirov ez al., 2000; Zegerman & Diffley, 2009).

Initiiert wird der DIN.A-damage-checkpoint wahrscheinlich tber die Bindung der 9-1-1-s/iding-
clamp (Rad1, Rad9, Husl1 in Menschen, Budzowska & Kanaar, 2009; Rad17, Mec3, Ddcl in
Bickerhefe Majka & Burgers, 2003) an Einzelstrangliicken, wie sie bspw. hinter einem Rep-
likationsarrest entstehen. Unterstiitzt wird dies unter anderem uber den skding-clamp-loader
Rad17 (Rad24 in Bickerhefe). Das Rad9 des 9-1-1-Komplexes bindet wiederum das Pro-
tein TopBP1, welches zusitzlich ATR binden kann. ATR ist eine ssDNA-bindende Pro-
tein-Kinase, und wird durch Bindung an RPA-besetztem Einzelstrang aktiviert. Die zusitz-
liche Bindung an TopBP1 verstirkt die Aktivitit zusitzlich um ein Vielfaches. Aktiviertes
ATR phosphoryliert Rad17, welches wiederum in phosphorylierter Form Capsin phospho-
ryliert, welches anschlieBend mit Chk1 interagieren kann. Die Kinase Chkl wird durch
diese Interaktion zu einem Substrat fiir ATR und ebenfalls phosphoryliert. Chk1 ist die
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hauptsichliche Effektorkinase des DN.A-Damage-Checkpoints und wird durch diese Phos-
phorylierung aktiviert (Budzowska & Kanaar, 2009). AnschlieBend werden tber eine Sig-
nalkaskade mehrere Proteine aktiviert, welche unter anderem den Zellzyklus anhalten kon-
nen. Neben der ATR-abhingigen Transduktionskaskade ist noch eine Vielzahl weiterer
Proteine an der schadensabhingigen Regulation des Zellzyklus beteiligt. Ein weiterer wich-
tiger Regulator ist Chk2 (Rad53 in Bickerhefe Matsuoka ez al., 1998), welches ebenfalls eine
Effektor-Kinase ist und unter anderem Einfluss auf die Aktivitit von Rad55 hat, welches
an der homologen Rekombination beteiligt ist (s.0.; Bashkirov ez a/., 2000; Mendenhall &
Hodge, 1998).

Regulation von Translisionssynthese und fehlerfreier Schadens-Um-
gehung

Neben der Regulation des Zellzyklus muss, wie zuvor angemerkt, auch der Einsatz von
Transldsionssynthese und homologer Rekombination reguliert werden. Zwar hat auch der
DNA-Damage-Chekpoint vermutlich einen Einfluss auf die Aktivitit der an diesen Prozessen
beteiligten Proteine, wie die Regulation von Rad55 zeigt. Allerdings gibt es auch Eviden-
zen, dass die Regulation von TLS und HR direkt am Replikationsarrest stattfinden konnte,
was vermutlich tber Modifikation des proliferating cell nuclear antigen (PCNA) geschieht.

PCNA ist das eukatyotische Homologe zut B-sliding-clamp in E. coli, welcher die Prozessivi-
tit der replikativen DNA-Polymerasen steigert (Kelman und O'Donnell, 1995). Es besteht
aus drei identischen Untereinheiten, welche in Hefe durch das Gen POIL30 codiert werden
(Krishna ef al., 1994). PCNA interagiert mit der Ubiquitinligase Rad18 (Hoege e7 a/., 2002),
welche neben der Interaktion mit PCNA auch eine ssDNA-Bindedomine aufweist und
Rad6 binden kann (Bailly ez a/, 1997). Vermutlich bindet Rad18 ssDNA, welche hinter ei-
nem Replikationsarrest entsteht, und vermittelt so die Bindung von Rad6 an PCNA. Rad6
ist ein ubiquitinkonjugierendes Enzym, welches die kovalente Verkntpfung eines einzelnen
Ubiquitins an das Lysin 164 von PCNA katalysiert (Hoege et al., 2002). Zusitzlich zu
ssDNA, PCNA und Rad6 kann Rad18 auch mit der Ubiquitinligase Rad5 interagieren.
Rad5 interagiert selbst wiederum zusitzlich mit dem heterodimeren, ubiquitinkonjugieren-
den Enzym Mms2/Ubc13. Dieses Heterodimer ist in der Lage, an das durch Rad6/Rad18
angelagerte Ubiquitin am Lysin 164 weitere Ubiquitine kovalent zu binden und somit
PCNA zu polyubiquitinieren. Im Gegensatz zu der Polyubiquitinierung von Proteinen als
Signal fir den Transport in das Proteosom, geschieht die Verkntipfung der Ubiquitine un-

tereinander hierbei nicht Gber das interne Lysin 48, sondern tiber Lysin 63.

Modifikation des PCNA reguliert die Postreplikative Reparatur

Sowohl rad6- und rad18-Mutanten als auch zzs2- und rad5-Mutanten weisen einen Defekt
in der postreplikativen Reparatur (PRR) auf (Gangavarapu ef al., 2007; Prakash, 1981; Tor-
res-Ramos ez al., 2002). Unter diesem Begriff wurden urspringlich Prozesse zusammenge-
fasst, welche fir die Reparatur von niedermolekularen zu hochmolekularen DNA-
Fragmenten nach UV-Strahlung notwendig sind: Exzisionsreparatur-defiziente Hefe-
stimme weisen eine starke Varianz in der Grof3e von neu synthetisierter Einzelstrang-DNA

auf. Dieses zeigt sich in einem alkalischen Sedimentationsgradienten als spezifische Vertei-
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lung von hoch- und niedermolekularen DNA-Fragmenten. Ca. 30 Min nach einer Bestrah-
lung der Zellen mit UV-Licht zeigt sich in einem solchen Gradienten eine Verschiebung
der Fragmentgrofien in Richtung niedrigmolekularer Fragmente. Nach ca. sechs Stunden
dagegen entspricht die Verteilung in etwa wieder der einer nicht bestrahlten Zelle. Vermut-
lich stellen die niedermolekularen Fragmente DNA-Stringe dar, welche aufgrund von UV-
Schiden in ihrer Synthese arretiert sind. Die Prozesse, welche fur die ,,Reparatur® der nie-
dermolekularen Fragmente notwendig sind, ermoglichen vermutlich die Umgehung der
Schiden und die Wiederaufnahme der Synthese und werden als postreplikative Reparatur
(PRR) bezeichnet. Diese Prozesse umfassen sowohl Translisionssynthese als auch die feh-

lerfreie Umgehung durch homologe Rekombination oder fork regression.

Neben dem benannten Defekt in der PRR weisen rad6-, radl§-, rads-, mms2- und ubcl 3-
Mutanten eine deutliche Sensitivitit gegeniber DNA-schidigenden Agenzien auf. Dabei
sind sowohl rad6 als auch rad18 epistatisch zu mms2 und ube13 (Broomfield ez al., 1998).
Dartber hinaus treten sowohl Poly- als auch Monoubiquitinierung in . cerevisiae nach In-
kubation mit DNA-schidigenden Agenzien wie MMS auf (Hoege ef a4/, 2002). Dieses

Agens ist in der Lage, unter anderem auch Replikationsarreste hervorzurufen (fiir Details

hierzu siche Ergebnisteil ,,MMS-induzierte Reversionsfrequenz in mph1A", Seite 87 sowie
Wyatt & Pittman, 2000). Zusitzlich scheint die Ubiquitinierung auf bereits auf der DNA
sitzendes PCNA beschrinkt zu sein (Garg & Burgers, 2005). Diese Tatsachen fithrten zu
der Vermutung, dass durch Ubiquitinierung von PCNA Prozesse gesteuert werden, welche
die Umgehung von replikationsarretierenden DNA-Schiden ermdéglichen. Desweiteren
wurden diese Prozesse in zwei unterschiedliche Wege unterteilt: die fehlerfreie und die feh-
lerbehaftete PRR (s.u). Die schematische Darstellung eines moglichen Modells hierzu ist in
Abb. 5 dargestellt.

Monoubiquitinierung ist vermutlich ein Signal Zur Translisionssynthese: fehlerbehaftete PRR

Wihrend rad6 eine Reduktion in der induzierten Mutagenese sowie einen spontanen Muta-
torphinotyp aufweist, zeigt zms2 sowohl einen spontanen als auch einen induzierten Rev3-
abhigigen Mutatorphinotyp (Broomfield es al, 1998; Broomfield ez al, 2001; Cassiet-
Chauvat & Fabre, 1991; Prakash, 1974). Daher kann man vermuten, dass Mms2/Ubc13 fiir
einen fehlerfreien Prozess notwendig ist, wohingegen Rad6 und Rad18 sowohl fehlerfreie
als auch fehlerbehaftete Prozesse beeinflussen. Weiter unterstitzt wird diese Vermutung
durch die Tatsache, dass rad6 epistatisch zu rev3 in Bezug auf die Sensitivitit gegen UV-
Bestrahlung ist, wohingegen ms2 und rev3 synergistisch sind (Broomfield e a/., 1998; Xiao
et al., 1999). Aus diesen Befunden entstand ein Modell, nach dem die Monoubiquitinierung
von PCNA einen fehlerbehafteten Prozess (die fehlerbehaftete PRR) stimuliert, wiahrend
polyubiquitiniertes PCNA ein Signal fur die fehlerfreie Umgehung von DNA-Schiden dar-
stellt (die fehlerfreie PRR; Broomfield ez 4/, 2001). Der fehlerbehaftete Prozess scheint
dariiber hinaus Rev3-abhingige Translisionssynthese darzustellen. Zusitzlich gestiitzt wird
dies durch die Epistasis von rad18 zu rad30 und die 7n vitro gefundene Interaktion von
Rad30 mit monoubiquitiniertem PCNA, welche die Aktivitit von Rad30 stimuliert
(McDonald et al., 1997; Stelter & Ulrich, 2003; Watanabe ¢7 al., 2004). Diese Daten und die
Tatsache, dass sich Rad6 und Rad18 aus humanen Zellen als Komplex mit Revl und
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Rad30 aufreinigen lassen (Yuasa ez al, 2000), lassen es sehr plausibel erscheinen, dass
Translasionssynthese zz vivo durch Monoubiquitinierung von PCNA stimuliert wird. Dies
konnte bspw. geschehen, indem Translidsionspolymerasen wie Rad30 eine héhere Affinitit
zu ubiquitiniertem PCNA aufweisen als die replikativen DNA-Polymerasen und somit an
einen Repliationsarrest rekrutiert werden (Watanabe ez a/., 2004).

Polynbiguitinierung ist das Signal fiir eine feblerfreie Umgehung von DINA-Schéden: feblerfreie
PRR

Wihrend fir eine Stimulation der Translisionssynthese durch Monoubiquitinierung viele
Evidenzen existieren, sind die Mechanismen des Mms2-abhingigen Prozesses noch unklar.
Der Synergismus zwischen rev3 und mms2 sowie der Rev3-abhingige Mutatorphinotyp
zeigen, dass es sich um einen fehlerfreien Mechanismus zu handeln scheint, weshalb dieser
als fehlerfreie PRR bezeichnet wird. Gleichzeitig zeigen mms2- und rad52-Mutanten eine
Additivitit in Bezug auf die Sensitivitit gegen UV-Bestrahlung (Torres-Ramos ez al., 2002).
Zusitzlich sind rad5 und rad52 synergistisch in Bezug auf die postreplikative Reparatur
nach UV-Strahlung (Gangavarapu ¢z al., 2007). Aus diesem Grund wurde lange Zeit ange-
nommen, dass es sich bei dem Mms2-abhingigen Prozess nicht um homologe Rekombina-
tion handelt, sondern dieser vielmehr eine fehlerfreie Alternative zu HR darstellt. Ein wei-
teres Indiz hierfur ist die Authebung der HR-abhingigen rad6-Suppresion durch srs2: Srs2
ist eine Helikase mit 3’-5-Aktivitit, deren Ausfall die Sensitivitit von rad6-Mutanten supp-
rimiert (Lawrence & Christensen, 1979). Durch den gleichzeitigen Ausfall der homologen
Rekombination wird diese Suppression jedoch wieder aufgehoben. Daher wurde vermutet,
dass die Suppression des rzd6-Phinotyps auf einer Zunahme an homologer Rekombination
beruht. Wird die homologe Rekombination ausgeschaltet, kann demnach auch keine Supp-
ression mehr stattfinden. Besonders gestiitzt wird diese Vermutung durch die Tatsache,
dass Sts2 7z vitro in der Lage ist, Rad51-ssDNA-Filamente aufzulésen (Krejci ef al., 2003;
Veaute ez al., 2003). Aus diesen Griinden wurden die Rad52-abhingigen Prozesse bisher in
der Literatur hiufig nicht zur PRR gezihlt, sondern die postreplikative Reparatur als Syno-
nym fur Rad6-abhingige Prozesse benutzt, welche alternativ zur homologen Rekombinati-
on einsetzen kénnen. Da die wahrscheinlichste fehlerfreie Alternative zur homologen Re-
kombination fork regression darstellt, wurde diese meist als Mechanismus der fehlerfreien
PRR postuliert. Neueste Daten zeigen jedoch, dass Mms2 méglicherweise trotz der zuvor
genannten Evidenzen einen Finfluss auf die homologe Rekombination hat: zs2-Mutanten
sind epistatisch zu den Genen des Shu-Komplexes (psy3) in Bezug auf die Uberlebensrate
nach MMS-Inkubation. Die Gene des Shu-komplexes sind Teil der RADS52-Epistasis-
Gruppe und werden damit der homologen Rekombination zugeordnet (Ball e a/., 2009).
Dartber hinaus konnte ich wihrend meiner Diplomarbeit zeigen, dass Mms2 moglicher-
weise an Prozessen beteiligt ist, welche die Mechanismen der homologen Rekombination
voraussetzen (Ede, 20006).
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PCNA kann SUMOyliert werden, was maglicherweise suppressiv auf homologe Rekombination
wirkt

Neben der Ubiquitinierung von Lysin 164 kann es am PCNA auch zur SUMOylierung
kommen. Dies geschieht iiber die Interaktion mit der SUMO-Ligase Siz1, welche mit dem
SUMO-konjugierenden Enzym Ubc9 interagiert. Ubc9 wiederum SUMOyliert das Lysin
164 von PCNA (Takahashi e a/., 2001), was zur Rekrutierung von Srs2 an die Replikations-
gabel fihrt (Pfander ez a/, 2005). Wie oben beschrieben, wirkt Srs2 vermutlich reprimierend
auf homologe Rekombination, indem es Rad51-ssDNA-Filamente auflost (Krejci ef al.,
2003; Veaute et al., 2003). Allerdings zeigen srs2-Mutanten gleichzeitig eine Reduktion an
induzierten Rekombinationsereignissen sowie eine Suppression des Hyperrekom-
binationsphinotyps von rad5- und rad18-Mutanten (Ede, 2006; Friedl ez a/, 2001). Dem-
nach scheint die Funktion von Srs2 nicht ausschlief3lich auf eine Repression der homolo-

gen Rekombination beschrinkt zu sein.

Replikationsarrest ——— (Fork regression)

/

Postreplikative Reparatur

— Ny
c9

Rad6, Radlsj/
SUMOyliertes PCNA

Monoubiquitiniertes PCNA

4
G,b'?]o
‘sfsngqf/r
Rads, Mms2/Ubc13 Translésionssynthese MY
. (ms) . e
Polyubiquitiniertes PCNA Rad30, Revl, Rev3/Rev7 Homologe Rekombination
(HR)
\  Rad51,Rad52, Rad54,Rad55,
o Rad’57, Rad59 und Mph1
. \O'
Fehlerfreie PRR w¥a
Shu-Komplex °
{shu1, Shu2, Psy3,Csm2) ??

Abb. 5: Schematische Darstellung der Regulation der Toleranzsysteme in Eukaryoten. Die beteiligten Proteine sind in
dunkelblauer Schrift angegeben.

Generell erscheint es als wiren die Mechanismen der fehlerfreien PRR komplexer als bis-
her angenommen und wiirden zumindest teilweise auch Prozesse der homologen Rekom-
bination bendtigen. Ein wesentlicher Aspekt der vorliegenden Arbeit war daher, tiefere
Einblicke in die Funktionsweise der fehlerfreien PRR zu erhalten und vor allem die Rolle
der homologen Rekombination bei diesen Prozessen anhand des Modellorganismus Saccha-

romyces cerevisiae zu untersuchen.

DAS PROTEIN MPH1

Ein weiterer Schwerpunkt dieser Arbeit war die Untersuchung der Funktion des Proteins
Mphl aus S. cerevisiae in Bezug auf dessen Beteiligung an der homologen Rekombination.
Mphl ist Mitglied der DEAH-Familie und weist 7 vitro eine 3°-5°-Helikaseaktivitit auf
(Prakash ez al., 2005; Scheller ez al., 2000). mph1 wurde im Rahmen eines GroBprojekts zur
Untersuchung von 150 verschiedenen Deletionsmutanten identifiziert als eine Mutante mit

erhohter spontaner Mutationsrate im CANT-Vorwirts- sowie im #p7-289-Reversions-
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system (Entian ez al, 1999). Der Mutatorphinotyp von zph1 ist Rev3-abhingig und 7ph1-
Mutanten sind zusitzlich sensitiv gegentiiber DNA-schidigende Agenzien wie 4-NQO und
MMS, was zu der Vermutung fithrte, Mphl sei an der fehlerfreien Prozessierung von
DNA-Schiden beteiligt. Durch genetische Interaktionsstudien lie3 sich dartber hinaus
feststellen, das mph1 hochstwahrscheinlich nicht Bestandteil der NER oder BER ist. Viel-
mehr konnte gezeigt werden, dass #ph1 hypostatisch zu den Genen der rad52-Epistasisg-
ruppe in Bezug sowohl auf die Sensitivitit als auch in Bezug auf den Mutatorphinotyp ist
(Scheller ez al., 2000). Einzige Ausnahme hierbei bildet rad54, welches in Bezug auf den
Mutatorphinotyp subadditiv mit 7ph7 ist. Aus diesem Grund wurde fiir Mphl eine Beteili-
gung an der homologen Rekombination postuliert, welche méglicherweise am selben Punkt
relevant wird wie Rad54 (Scheller ez al., 2000; Schiirer e al., 2004). Bei Messungen der Sen-
sitivitit von #ph1 gegeniiber ionisierender Strahlung sowie gegeniiber Camptothecin zeigte
sich kaum eine Verinderung im Vergleich zum Wildtyp. Da durch ionisierende Strahlung
und Camptothecin vor allem Strangbriiche induziert werden (s.o. sowie Avemann ef al.,
1988; Ferguson & Baguley, 1990), ist es sehr wahrscheinlich, dass Mph1 nicht maf3geblich
fir die Reparatur von Doppelstrangbriichen oder von an Einzelstrangbriichen kollabierten
Replikationsgabeln notwendig ist. Vielmehr erscheint es plausibel, dass Mphl hauptsich-
lich eine Funktion bei der Prozessierung von Replikationsarresten durch homologe Re-
kombination hat. Zusitzlich gestiitzt wird diese Vermutung dadurch, dass mph7-Mutanten
keinen Defekt in der mitotischen Rekombination aufweisen, welche jedoch vermutlich
durch Doppelstrangbriiche induziert wird (Scheller e# a/, 2000; Schiirer e al., 2004). Dage-
gen weisen zph1-Mutanten eine Reduktion an 4-NQO-induzierten Rekombinationsereig-
nissen auf, was die Vermutung unterstiitzt, dass Mphl an der Umgehung von replikations-
arretierenden DNA-Schiden beteiligt ist (Rudolph, 2003).

Einen tieferen Einblick in die mégliche Funktion von Mphl zeigt die kiirzlich veréffent-
lichte Arbeit von Prakash ef a/l.. Die Autoren konnten zeigen, dass Mph1 7 vitro in der Lage
ist, D-Loops aufzulésen. Gleichzeitig lie3 sich fur mph7-Mutanten bei der Reparatur von
Doppelstrangbriichen eine Zunahme an cross over gegeniiber Genkonversionen zeigen. Auf-
grund dieser Daten erscheint es sehr plausibel, dass Mph1 speziell an der Auflésung von D-
Loops betetligt ist. Durch die Auflésung des D-Logps nach der Verlingerung am Schwes-
terchromatid wirde Genkonversion gegeniiber cross over bevorzugt stattfinden (Siehe
Abb. 411, ivund v’). Allerdings kann dieses Modell nicht alle bisherigen Daten in Bezug
auf Mph1 erkliren, weshalb es sehr wahrscheinlich ist, dass Mph1 noch eine weitere Funk-

tion aufweist.

Ein Ziel der vorliegenden Arbeit war es mehr Einblick in die Funktionsweise von Mphl zu
erhalten. Dartiber hinaus sollte die genetische Interaktion zwischen homologer Rekom-
bination und fehlerfreier Postreplikativer Reparatur genauer untersucht werden, um mehr

Einsicht in die Regulation der Toleranzsysteme zu erhalten.
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MATERIALIEN

MATERIALIEN

STAMME

E.coli:

DH5a (F-, endAl, bsdR17, (r-m.-), supE44, thil, recAl, gyrA (Nal), relA1, (lacZY AargF),
U169, ®80dlacZA M15); (Hanahan, 1983).

S. cerevisiae:

CEN.PK2-1c /-1d (MATa (-1¢)/MATa (-1d), leu2-3,112, wra3-52, tp1-289, his3A1,
MAIL2-8¢, SUC2); (Entian ef al., 1999). - In dieser Arbeit verwendete CEN.PK2 Stammde-
rivate, die verwendeten Disruptionskassetten sowie die Quelle sind in Tab. 1 aufgelistet.

Tab. 1: Verwendete Derivate von CEN.PK2-1¢/1d.

Stamm Disruptionskassette Disruptionsart Quelle
mms2A mmsZ2::HisMX6 PCR-basiert Schiirer, 2003
mms2A mph1A mms2::HisMX6; PCR-basiert Schirer, 2003

mms2A rad30A
mms2A rad51A
mms2A rad52A

mms2A rev3A

mms2A rev3A mphlA
mms2A rev3A rad51A
mphlA

mphlA rad51A

phriA

phriA mms2A

phriA mms2A rad51A
phriA mms2A rad52A
phriA rad51A

phriA rad52A

pol30A
rad30A

mph1::HisG
Kreuzung mms2A x rad30A
Kreuzung mms2A x rad51A
Kreuzung mms2A x rad52A

mms2::HisMX6; PCR-basiert

rev3::natMX4
durch Kreuzung erhalten

durch Kreuzung erhalten

mph1::HisG Plasmid-basiert
mph1::HisG; PCR-basiert
rad51::LEU2
phrl::HisMX6 PCR-basiert

Kreuzung mms2A x phriA
Kreuzung phriA mms2A x mms2A rad51A
Kreuzung phriA mms2A x mms2A rad52A

Kreuzung phriA x rad51A

Kreuzung phriA x rad52A

pol30::HisG PCR-basiert

rad30::HisMX6 PCR-basiert

Diese Arbeit
Ede, 2006
Ede, 2006

Unveroffentlicht

Unveroffentlicht
Unveroffentlicht
Schirer, 2003

Schirer 2003

Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit
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Stamm Disruptionskassette Disruptionsart Quelle
rad51A rad51::Leu2 PCR-basiert Schiirer, 2003
rad52A rad52::HisMX6 PCR-basiert Diese Arbeit
rev3A rev3::HisMX6 PCR-basiert Diese Arbeit
rev3A rev3::NatMX4 PCR-basiert Schiirer, 2003
rev3A rad51A rev3::natMX4; PCR-basiert Unveroéffentlicht
rad51::LEU2
ubc13A ubcl13:: HisMX6 PCR-basiert Ede, 2006
ubc13A pol30A pol30::HisG; PCR-basiert/pBL243 Diese Arbeit
ubc13::HisMX6
ubcli3A rad51A Kreuzung ubc13A x rad51A Ede, 2006
ubc13A rad52A Kreuzung ubc13A x rad52A Ede, 2006
yenlA yenl1::HisMX6 PCR-basiert Diese Arbeit

SUB280 (MATa /s2-810 leu2—3,-112 ura3—52 his3-A200 1rp1—1[am] ubil-A1=TRPT ubi2-
A2:ura3 ubi3-Aub-2 ubid-A2:1.EU2 [pUB39] [pUB100)); (Finley ez /., 1994).

SUB413 (MATa hs2-810 len2—3,-112 ura3—52 his3-A200 trp1—1 [am] ubil-A1::TRP1 ubi2-
A2::ura3 nbi3-Aub-2 ubid-A2:1. EU2 [pUB197] [pUB100]); (Spence et al., 1995).

YNN301 (MATa his3-A200 pl-Al hs2-801 ade2-101 ura3-52 [pSC4131]); (Fasullo & Davis,
1987).

yGI012 (MATo his3-A200 #pl-Al lys2-801 ade2-101 wura3-52 mph1:KanMX [pSC4131]);
(Prakash ez al., 2009). - mph1-Derivat von YNN301.

PLASMIDE

pJAG

Derivat von YCp50 mit einem funktionellen RET73-Gen; (Mortrison ef al., 1989). Details
siche Abb. 6.

pRS316 KanKanMX4
pRS316 Derivat mit dem KanKanMX4 Modul; (Rudolph, 2003). Details siche Abb. 6.

pBL243

Vektor zur Deletion von POL30 durch eine HisG:URA3:HisG Disruptionskassette;
(Ayyagati et al., 1995).
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TOPO II Blunt PHR1

Derivat von pCR® Blunt II TOPO® (Invitrogen) mit dem PCR-amplifizierten Wildtyp
PHR{17-Fragment. Details siche Abb. 8, sowie Seite 46.

YIplacl28

Vektor zur chromosomalen Integration am LLEUZ-lokus von §. cerevisiae; (Gietz & Sugino,
1988). Details siche Abb. 7.

YIplac128 KanKanMX4

Detivat von YIplac128 mit dem KanKanMX4 Modul. Das Modul wutde 2z EcoRI/Sall-
Verdau aus Ylplac211 KanKanMX4 in Ylplac128 kloniert. Details siche Abb. 7 sowie Sei-
te 45.

YIplacl28 REV3flength

Derivat von Ylplac128 mit einem funktionellen RET3-Gen. Das RE]73-Fragment wurde
aus pJAG via EcoRI/Sall-Verdau in YIplac128 kloniert. Details siche Abb. 7 sowie Seite 46.
YIplac211

Vektor zur chromosomalen Integration am URA3-lokus von S. cerevisiae; (Gietz & Sugino,
1988). Details siche Abb. 8.

YIplac211 KanKanMX4

Derivat von YIplac211 mit dem KanKanMX4-Modul. Das Modul wurde 2z EcoR1/Sall-
Verdau von pRS316 KanKanMX4 in Ylplac211 kloniert. Details siche Abb. 8 sowie Sei-
te 45.

YIplac211 PHRI1flength

Wildtyp PHR7-tragendes Derivat von Ylplac211. Das PHR7-Fragment wurde aus dem
Vektor TOPO II Blunt PHR7 via BamHI/Pstl Verdau umkloniert. Details siche Abb. 8
sowie Seite 406.

YIplac211-P13- UBC13 bzw. -ubc13C87S

Derivat von YlIplac211, welches ein funktionelles UBC73-Allel bzw. ein #be13C875-Allel
hinter dem Ubc13-Promotor trigt; (Ulrich, 2003).

YCp50

E. coli/ S. cerevisiae Shuttle-N ektor; (Rose et al., 1987). Details siehe Abb. 6.
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amp(R)

A I‘\
W
|

YCp50 B uraz

7950 bp [

ARS1
CEN4
5. uras

Nsil (1239)

pRS316 KanKanMX4
6677 bp

Sal1(2079)

Eco RI(3827) Nsil (2776)
KanKanMX4 Modul
Nsil (3042)
Nsi1(3308)

AcuI(18444)
Hine 11 (18318)

amp(R)
Acul(17432) \
Hinc 11 (16139) “I\I EcoRI(2)
IU"\"S:II \ tetR 5"

Acu I (15230)

/]

Acu 1 (14980) Acu I (1038)

Hinc 11 (14920) \T 4 Hincll (1150)
CEN4 = - P Acu I (2271)
Hinc 11 (14174) ;: -7\ Hine1l (2361)
Hinell (14158). | | Acu 1 (2807)
Hinc1I (13122) "‘T— Efgfp
Hinc1I (12986) Acu 1(3530)
URA3 == Acu 1 (4608)
)( Hinc 1l (5673)
tetR ?ai)g REV3 Insert
Hinell (11475) REV3
Sal I (11473) Acu1(8127)

Acu 1 (9480)

Abb. 6: Schematische Darstellung der Vektoren YCp50, pJAG
und pRS316 KanKanMX4. Matkergene sind in hellem Grau
hervorgehoben, die relevanten Module bzw. Gene in Dunkelgrau.
Schnittstellen der Restriktionsenzyme sind markiert. In Rotténen
sind die fir Klonierungen relevanten Schnittstellen hervorge-
hoben. ARS7/ARSH4 sind eukaryotische Replikationsurspringe,
CENG6 und CEN4 Zentromerbindesequenzen. amp(R) und tet(R)
sind Gene, welche in E. /i Resistenzen fiir Ampizilin bzw. Terta-
cyclin vermitteln.

Sal 1 (252)
/ Eco RI(285)

YIplac128 I

4302bp
Eco RV (1142)

LEUZ2

» Al (1573)
ANL(5892)  Haell(5)
Hae 1 (5652) \ | Sal I (252)
\ AT (532)

KanKanMX4 Modul

amp(R}] | YIplac128 KanKanMX4

(N 6017 bp

7 \ Eco RI (2000)
Hae 11 (3931) Hae 11 (2165)

Hae 11(3424)
AfLTI (3288) / Eco RV (2857)
LEU2 A 11 (2866)

Acu 1(15073) Sal I (252)
amp(R) |l Hine 11 (254)
Acu 1 (14061) \ )
Hine 1T (13467) \ N Y Acu I (2251)

LEU2
Hinc IT (12433)

Acu I (12355)

I Neol(3132)

dcu 1(3604)

YIplac128 REV3
15740 bp

EcoRI (11723) —
Nco1(10756)
Acu 1 (10693) = y
HincI1 (10570) REV3
Acu 1(9460)

Hinc 1 (9368) ///’Il

REV3 Insert

Acu1(8924) Hinc 11 (6056)
Neol (8591) 4cu I (7123)
Acu I (8201)

Abb. 7: Schematische Darstellung des Vektors
YIplac128 und seiner hier verwendeten Derivate.
Markergene sind in hellem Grau hervorgehoben, die
relevanten Module bzw. Gene in Dunkelgrau.
Schnittstellen der Restriktionsenzyme sind markiert.
In Rotténen sind die fir Klonierungen relevanten
Schnittstellen hervorgehoben. amp(R) ist ein Gen,
welches in E. co/i Resistenz gegen Ampizilin vermit-
telt.
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Sal1(252)

Pst1(17)

/ Eco RI (285) ,
kan(R)
Il Ylplac211 TOPO II Blunt PHR1
i 3797 bp PHR1 INsert
6802 bp 7 Smal (1993)
\ URA3
amp(R) —3 amp(R)
Eco RV (1389)
AL (5387) BamHI (3478) 5'seq 1
Hae 11 (5) Pst 1 (250)
Hae 11 (5147) \ I Sal 1 (252) ’ / 3'seq 6
\ Afl111 (532) // ~ 5'seq2
A
Nsil(949) i X
KanKanMX4 Modul amp{R) ST taes)
[ Nsil (1215) | 3'seq 5
amp(R) i YIplac211 KanKanMX4 T L YIplac211 PHR1 flength 5'se: 3
il . Ssp1 (529 -
\ | 22i=0p NsiT (1481) Ak 3'seq 4
Cla 1 (1818)
5'seq 4
\ ’ PHR1 Insert
’ / o \ Eco RI (2000) URA3 y \ Ssp1(2185)
AfTTII (3109) i e Hae 11 (2165) " \ PHR1
URA3 Nsi1(2469) 3'seq 1 ‘\\ 3'seq 3
BamHI (3583) \ 5'seq 5
\ Ssp1(2938)
3'seq 2
S'seq 6
Afl1I1 (3117)
Ssp1(3484)

Abb. 8: Schematische Darstellung des Vektors YIplac211 und seiner Derivate sowie des Vektors TOPO II Blunt PHR7. Marker-
gene sind in hellem Grau hervorgehoben, die relevanten Module bzw. Gene in Dunkelgrau. Schnittstellen der Restriktions-

enzyme sind markiert. In Rotténen sind die fiir Klonierungen relevanten Schnittstellen hervorgehoben. amp(R) und kan(R) sind

Gene, welche in E. co/i Resistenzen fiir Ampizilin bzw. Kanamycin vermitteln.

PRIMER FUR DELETIONEN UND PCR-SCREENS

Die Sequenzen aller nachfolgend aufgefiihrten primer sind in 5°-3’-Richtung angeben.

Markerinterne primer

his G1

his G2
5’HisMX_ int
3’ HisMX_int
57 his out

3’ his out
5’nat_out

3’nat_out

CCTTTCTGG TCG AGG TAG CGT TTG
GCT ATC TGC GAT TTG GTC TCT ACC
TCG CTT TGG ACA AAG CTC CCT TAC
CGC ATG GCA ACA GCC AGA GATTTA
GTA AAG TCG TAA GCT CCA GCCT
GAC GAA GCT CTT TCT AGA AGC G
AAG CCG TGT CGT CAA GAG TGG TAC
ATG CCC TGC CCC TAA TCA GTA CTG
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mms2A

5" Mms2_out (sc)
3" Mms2_ont (s¢)
5° Mms2 _int
3’ Mmis2 _int

mphlA

5°Mph1_sc
3°Mph1_sc
5°Mph1_int
3°Mph1_int
5°Mph1_dis_ MX

3 Mphi_dis_MX

phriA

5°Phrl_sc
3°Phrl_sc
5°Phrl_int
3°Phrl_int
5°Phrl_dis

3°Phrl_dis

5°Phrl_flength
3°Phri_flength
5'phrl_seq_1
5'phrl_seq_2
5'phrl_seq_3
5'phrl_seq_4
5'phrl_seq_5
5'phrl_seq_6
3'phrl_seq_1
3'phrl_seq 2
3'phrl_seq_3
3'phrl_seq_4
3'phrl_seq_5
3'phrl_seq_6

TGA ATG GTC CAC TCA ATG CAC TGA
GAT GAG GAC CGT TGC AAG GAT TGA
GCG ACG ATA TTA CCA TGA CCA

CGG TTG ACG CAATTT CTT GTT C

ATCTCCTCT AACTCCTTA CTG GTG
CGA CAA AGC TAG AAC GCG AGT CAG
CGCTCT CTT AGT TCG TTC AGC TCC
TCT TGT CAT CGA TGA AGC TCA CAG

ATG GCT AGT GCA GAT GAT TAC TTT AGT GAT
TTC GAA GAT GCA GCT GAA GCT TCG TAC GCT
GC

TCA AAA ATC AGA ATC TGA GCC CAG TAT GTC
ATC TAA TTC TGC ATA GGC CAC TAG TGG ATC
TG

AAG CTC CGT CAATTG AAC CCA CCT
GGC ACATCC TTC AGT AGC TAC TCA
TTG ATC ACT ACT GAC AGA GGC ACC
GGC CAG TTG CAC ATA CAATGT CTG

ATG AAA AGA ACG GTA ATA TCT TCC TCG AAC
GCA TAT GCT ACA GCT GAA GCT TCG TAC GCT
GC

TCA CAT TGC GTC TTT ATA AACTTT CAA AGC
ACG CTC CCT AGC ATA GGC CACTAG TGG ATC
TG

TAA CAC CGG CGC TAG TAC CAA CAT
TTT CCA GCT GCA TAA TCT GTA GAC
GCA GTG AGC GCA ACG CAATTA A
GGT CCATTC TCA ACATCACCCT
CAG TGA TCA AGC AAA GCG GCA A
CCC ATT GAG GTATAT GGCCAGT
CGT ACCTGT TCCTGA ACT TAC A
AGC ATA CTT TCA CCCCTT AAG G
ACG TTG TAA AAC GACGGC CAGT
CTT CCT CGA ACG CATATG CTA G
ACCACG ACT CTT GCATTIGTTG C
GTG GTG TACTGG TAA TAC AGG C
GTA GTG GAC CTA GAA AACACC G
CTG ATG GAC CTA GGA ACG ATC A
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pol30A

5°Po/30_sc
3°Po/30_sc
5°Pol30_int
3’Pol30_int
5T en2 rev
3’Leu? rev

rad30A

5°Rad30_sc
3’Rad30_sc
5°Rad30 _dis

3’Rad30_dis

rad5IA

5°Rad51_sc
3’Rad51_sc
5'Rad51_int
3’Rad51_int

rad52A

5°Rad52_out (sc)
3'Rad52_out (sc)
5°Rad52 _int
3'Rad52_int
5'Rad52_dis

3’Rad52 _dis

reviA

5°Rev3_sc
3’Rev3_sc
5°Rev3_int
3’Rev3_int
5°Rev3_dis

MATERIALIEN

GGT GAA ATG AAA TAG CCG CCC ATA
TCG AAT GCA GAG CTG TCC TAT ACG
GGT CTC CTT GGA AAT AGG TGT CGA
CTG ATC CGA TAT CAC CGT CAG CTA

GAC GAT CTT CTT AGG GGC AGA CAT
TGG TTC CAA CAG TAC CAC CGA AGT

ACG CTA CCT AAT CCT GCC GAT
TGAACAATCGCTGAGGTCAG

ATG TCA AAATTT ACT TGG AAG GAG TTG ATT
CAG CTT GGT TGC TGA AGC TTC GTA CGC TGC

TCATTT TTT TCT TGT AAA AAA TGA TAA GAT
GTT TTT GGA AAT AGG CCA CTA GTG GAT CTG

TCT CACCATATCCCA CGA CTA G
GAG GAA GTA GTC ATC GGG AAG A
CAG ATC CAA AGA AGC CTATCG G
GCT TAG TTC ACC ACG ACC AGA A

ATC GGG TCT TGC ACA CGT CGC TAA
TTA ATA CGA CAC ATG GAG GAA AGA A
TCC TAG AGC ATT ACCAAACCCT

GGG TAC CTC GACTTA CTG TA

CGA AAA ATA TAG CGG CGG GCG GGT TAC GCG
ACC GGT ATC GAA TG GCT GAA GCT TCG TAC
GCT G

TAA TAA ATA ATG ATG CAA ATT TTT TAT TTG
TTT CGG CCA GGA AGC GTT TCA ATA GGC CAC
TAG TAT CTG

TGT CGCTCCTTT GTT CCA TTC CAC
TGC CTC GCA ACA AAA CCA CGT AGA
ACCACG TTG GCT GGAATCTGTT
CCG TAT CGCTCT GTATTG TGT C

ATG TCG AGG GAG TCG AAC GAC ACA ATA CAG
AGC GAT ACG GCA GCT GAA GCT TCG TAC GC
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3’Rev3_dis AAT CATTTA GAG ATATTA ATG CTT CTT CCC
TTT GAA CAG AGC ATA GGC CACTAGTGG ATC
TG

ubcl3A

Fir die Deletion von UBCT3 in po/30 K164R wurden anstatt der ,,Ubc13_dis“-primer die
,»,Ubc13_sc*“-primer und chromosomale DNA einer existierenden #b¢73:HisMX6-Mutante
als  femplate benutzt. Fir den anschlieBenden soeen der Mutante wurden die
,»Ubc13_sc_far“-primer benutzt, welche weiter aullen (vom Gen aus betrachtet) als die

,,Ubc13_sc*“-primer liegen.

5°Ubcl3_se ATG CCG CAT CCG TAT TGT TAC C

3°Ubcl3_sc AAT GCG CCT CTT TAG ATG ACC A

5°Ubel3_sc_far AAT GAT TAG ATT CTG CGG GAG CCG

3°Ube13_sc_far TGA TCC GGA ATT AAA CGT GGA CCC

5°Ubcl3_int CCG TCA CACTCT ACACTGTTT CCT

3°Ubcl 3_int TGT AAT GCC AGG TACTGG GTC A

yenlA

5Yenl_sc ATG TGA GTG CAG GCG GAA AGA TCA

3Yenl_sc TCT GTG TCA CCA CCA CAA ACT CTC

5Yenl_int CCCTGA GTT CAT CAG TCT TGT ACG

3Yenl_int AGG ATC TTC GCATTG AGC CAA CTG

5Yenl_dis ATG GGT GTC TCA CAA ATATGG GAATTTTTG
AAG CCA TAT CCA GCT GAA GCT TCG TAC GCT
GC

3Yenl_dis TCA TTC AAT AGT GCT ACT GCT ATC ACT GTC
ACA GGC TAC AGC ATA GGC CAC TAG TGG
ATCTG

CHEMIKALIEN

Adenin Carl Roth GMBH & Co, Karlstruhe

Adenosin-5’-triphosphat (100mM) Fermentas GMBH, Burlington, Kanada

Adenosin-5-triphosphat Dinatriumsalz Boehringer, Mannheim

Agar Bacterilogical Oxoid™ CTD, Basingstoke, England

Ammonium Sulfat Carl Roth GMBH & Co, Karlsruhe

Ampicillin Natriumsalz Cartl Roth GMBH & Co, Katlstruhe

a-Faktor Instituts-intern produziert

Bacto-Pepton Becton, Dickinson & Company, Sparks

Borsidure Scharlau Chemie S.A., Barcelona, Spanien

Bromphenolblau FLUKA AG, Buchs
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Camptothecin

L-Canavanin

Chill-Out 14, liquid Wax
Chloroform

Coomassie Brilliant Blue R250

Difco™ Skim Milk
Difco™ Yeast Nitrogen Base
w/o ammino acids
& ammoniumsulfate
Dimethylsulfoxid (DMSO)
1,4 Dithiothreitol (DTT)
dNTPs

Essigsaure
Ethylendiamintetraessigsdure

Dinatriumsalz (EDTA)
Ethanol

G418
Glucose
Glycerol (Plant)

Kanamycin Sulfat

Lachsspermien-DNA
Leucin
Lithiumacetat

Lysin

Melisepthol

Methanol
Methylmethansulfonat (MMS)
Mineral6l

Natriumchlorid
Natriumdodecyl Sulfat(SDS)
Natriumhydroxid
4-Nitrochinolin-1-oxid
Nourseothrecin (ClonNat)

MATERIALIEN

Sigma-Aldrich Chemicals, Deisenhofen
Calbiochem, Schwalbach

M]J Research Inc, Waltham, USA
Scharlau Chemie S.A., Barcelona, Spanien

Applichem, Darmstadt

Becton, Dickinson & Company, Sparks
Becton, Dickinson & Company, Sparks

Fluka Chemie AG, Neu-Ulm
Applichem, Darmstadt
Invitek, Berlin

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe
Serva Electrophoresis GMBH, Heidelberg

Catl Roth GmbH & Co, Karlsruhe
VWR International GmbH, Darmstadt

Calbiochem, Schwalbach
Catl Roth GmbH & Co, Karlsruhe
SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg

Applichem, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemicals, Deisenhofen
Sigma-Aldrich Chemicals, Deisenhofen
Sigma-Aldrich Chemicals, Deisenhofen
Sigma-Aldrich Chemicals, Deisenhofen

B. Braun Melsungen AG, Melsungen

VWR international GmbH, Darmstadt
Sigma-Aldrich Chemicals, Deisenhofen
Sigma-Aldrich Chemicals, Deisenhofen

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe

Serve Electrophoresis GMBH, Heidelberg
Carl Roth GmbH & Co, Katlsruhe

Fluka Chemie AG, Neu-Ulm

Werner BioAgents, Jena
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MATERIALIEN

Phenol

Phenylalanin

PIPES

Polyethylenglykol 4.000
2-Propanol (Isopropanol)

Saccharose
Salzsiure
Sorbitol

Tris-Base
Triton X-100
Trypton
Tween 20

UltraPure Agarose
Uracil

Xylen Cyanol ff

Yeast Extract

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

Carl Roth GmbH & Co, Katlsruhe

Carl Roth GmbH & Co, Katlsruhe
Catl Roth GmbH & Co, Karlsruhe
Sigma-Aldrich Chemicals, Deisenhofen

AppliChem, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemicals, Deisenhofen
Oxoid, CTD, Basingstoke, England
Sigma-Aldrich Chemicals, Deisenhofen

Life Technologies Inc., Gaithersburg, USA
Fluka Chemie AG, Neu-Ulm

AppliChem, Darmstadt

Oxoid CTD, Basingstoke, England

Alle nicht explizit aufgefithrten Chemikalien wurden von der Firma Merck KG, Darmstadt

bezogen.

ENZYME UND PROTEINE

BSA
Phusion-Polymerase

Restriktionsendonukleasen
Tag-DNA-Polymerase

T4-Ligase
Yeast Lytic Engyme

USB, Cleveland Ohio, USA

New England Biolabs, Bad Schwalbach
Fermentas GMBH, Burlington, Kanada
New England Biolabs, Bad Schwalbach
Invitrogen, Carlsbad, USA sowie Instituts-

intern hergestellt

Fermentas GMBH, Burlington, Kanada
MP Biomedicals, Eschwege
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LANGENSTANDARDS
DNA-Marker:

A-DNA, Eco471-geschnitten (Fermentas GmbH, Burlington,

Kanada).

Fragmentgofsen (in bp):

8126, 6555, 6442, 3676, 2605, 2555, 2134, 2005,
1951, 1612, 1420, 1284, 985, 974, 597, 894, 597,
513, 511, 433, 398, 345, 310, 308, 272, 242, 215,
151, 88,73,67, 45, 42, 32,28, 23

Kirs

JetStar 2.0™

Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System

GERATE UND VERBRAUCHSGUTER

Verbrauchsgiiter

Dissektionsnadel

Einmalfiltrationseinheit Vacuflo 125 ml

Einmalpetrischalen
Filterpapier Filtropur S 0,2/0,45 um
Gefal3e fur Gefrierkulturen

Glaswaren

Glaswaren
Minisart NML Sterilfilter
Parafilm® “M”

PCR-Tube ultradinn, 0,2ml
pH Indikator-Papier
Plastikrohrchen 13 ml

Plastikrohrchen 15 ml und 50 ml

Quarzkivetten (2ml, Tcm Schichtdicke)

ReaktionsgefiBle 1,5 ml und 2,0 ml
UV-transparente Plastikkiivetten

MATERIALIEN

=
[é21]4
brafe
ol

bp ng/0.5pg %
(8126 838 168
|, 8355 676 135
I} 6442 664 13.3
i, 3876 379 76
2606 269 54
/ 2565 263 5.3
2134 220 44
22005 207 44
1951 201 4.0
§ 1611* 166 3.3
\ 1420 146 29
o\ 1284 132 26
}Mas 102 2.0
974 100 2.0
594 92 18

7 1.2

1.2

1.1

11

09

08

07

06

0.6

1.5% Top\ision™ LE GQ Agarosa (#R0491)

Quelle: www.Fermentas.de

Genomed, Bad Oeynhausen
Promega GMBH, Mannheim

Eigene Herstellung

Whatman International Ltd,
Maidstone, England

Sarstedt, Nurnbrecht

Sarstedt, Nurnbrecht

Nalgene, HEreford, England

Glasgeritebau Ochs GmbH,
Bovenden

Schott, Mainz

Sartorius, Gottingen

Glasgeritebau Ochs GmbH,
Bovenden

Biozym, Hessisch Oldendorf

Merck KG, Darmstadt

Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen

Sarstedt, Nurnbrecht

Helma, Mullheim

Sarstedt, Nurnbrecht

Sarstedt, Nurnbrecht
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MATERIALIEN

Gerite und Laborwerkzeug

Zentrifugen

Kuhlzentrifuge Rotanta/RPC
Tischzentrifuge (biofuge fresco)
Tischzentrifuge (biofuge pico)
Tischzentrifuge Mikrorapid K
Ultrazentrifuge Centrikon T-1055

(Rotortyp TFT 41.14)
Zentrifuge RC-5C

(Rotortypen 8§34 und HB-4)

Laborwerkzeug

Chronometer
Dissektionsmikroskop, WILD M20O

Haematocytometer Neubauer zzproved
Heizplatten/Magnetrithrer
Mikropipetten

Multipipette

Nikon Alphashot-2YS2, Mikroskop

Vortex® Genie 2

Dokumentation/Analyse/Aufbereitung

Feinwaagen (L 420 P, U4800 P)

pH-Meter (526, Multical®)

Photometer UV-1601

Ultrafree-20 Nanopore-Wasseranlage
(Filtereinheiten Millex FG13)

UV- System MW 312nm

(inkl. Kamera und Bearbeitungsprogramm)

UV-Transilluminator (UV2035 302nm)

Elektrophorese

Gelkammer fiir Agarosegele
Power Supply ECPS 3000/150

Power Supply LNGs 350-06

Heraeus Holding GmbH, Hanau
Heraeus Holding GmbH, Hanau
Heraeus Holding GmbH, Hanau
Hettich, Bich, Schweiz
Kendo, Langenselbold

Sorvall, Bad Naulheim

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe

WILD Heerbrugg, Gais, Schweiz

Karl Hecht GmbH&Co KG,
Sondheim/Rhon

IKA® Werke GmbH & Co. KG,
Staufen

Gilson, USA

Eppendorf AG, Hamburg

Nikon Instruments Europe B.V.,
Amstelveen, Niederlande

Bender & Hobein, Ziirich,Schweiz

Sartorius, Gottingen
WTW, Weilheim

Shimadzu Europa GmbH, Duisburg
Millipore, Eschenborn

INTAS, Gottingen

Herolab, Weisloch

Institutsinterner Eigenbau

Pharmacia (heute Phadia), Uppsala,
Schweden

Heinzinger electronic GmbH,

Rosenheim
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Inkubation/Aufbewahrung

Brutschrank
Freezer VIP Series -80°C

PCR-Cycler
Biometra UNO 11

Thermocycler Primus 96 Plus

Sonstiges

Envirco Sterilbank
LaminAir HA2448 Sterilbank
UV-Lampe 254 nm

SOFTWARE

Chem.Sketch 12.0

MATERIALIEN

Heraeus Holding GmbH, Hanau
SANYO Sales & Marketing Europe
GmbH, Miinchen

Biometra biomedizinische Analytik
GmbH, Géttingen
MWG-Biotech

CEAG Shirp Reinraumtechnick
Heraeus Holding GmbH, Hanau
Schiitt Labortechnik, Géttingen

ACD Labs, Toronto, Kanada

Corel Draw© Graphic Suite 12 Corel Corporation, Ottawa, Kanada

Endnote 10.0 Thomson Reuters, London, England

Programm zur Mutationsratenbestimmung Institutsintern programmiert von
Steffen Schmidt

Sigma Plot 10.0 Systat Software Inc., Chicago, USA

Vector NTI 11.0 Invitrogen GmbH, Karlsruhe

PUFFER UND LOSUNGEN

Alle Losungen und Puffer wurden mit Millipore-gereinigtem Wasser angesetzt. Soweit
nicht anders vermerkt, sind alle Prozentangaben in w/v. Alle Konzentrationsangaben sind

auf das Endvolumen der Stamml6ésungen bezogen.

Stocklésungen

Ampicillin-Lésung

100 mg/ml Ampicillin-Natriumsalz in Wasser geldst, Lagerung bei -20°C.
APS

10% Ammoniumpersulfat in Wasser. Steril filtriert. Lagerung bei -20°C.

o-Faktor

2 mg/ml a-Faktor in Ethanol. Lagerung bei 4°C.
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MATERIALIEN

Camptothecin Stammlésung

5 mg/ml Camptothecin in DMSO. Lagerung bei 4°C.

L-Canavanin Losung

2% L-Canavanin in Wasser. Steril filtriert. Lagerung bei 4°C.

Carrier DNA Lésung

2 mg/ml Lachsspermin DNA in Aktivkohle gereinigtem Wasser. Aufgekocht fur 5 Min.
bei ca. 100°C, danach Lagerung bei -20°C.

DTT Stammlésung
1 M 1,4 Dithiothreitol in Wasser. Steril filtriert. Lagerung bei -20°C.

EDTA Stammlésung
500 mM EDTA unter Zugabe von NaOH in Wasser gel6st.

Ethidiumbromid-Lésung

10 pg/ml Ethidiumbromid in Wasser.

Glukose-Stammlésung

2 M Glukose in Wasser. Autoklaviert fur 20 Min. bei 121°C.

Kaliumacetat Stammlésung

7 M Kaliumacetat in Wasser. Autoklaviert fur 20 Min. bei 121°C.

Lithiumacetat Stammlésung

1 M Lithiumacetat in Aktivkohle gereinigtem Wasser. Autoklaviert fir 20 Min. bei 121°C.

MgCl; Stammlésung
1 M MgCl, in Wasser. Autoklaviert fiir 20 Min. bei 121°C.

MgSO4 Stammlésung
1 M MgSO, in Wasser. Autoklaviert fiir 20 Min. bei 121°C.
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MATERIALIEN

MMS Stammlésung

10% oder 1% (v/v) Methylmethansulfonat in Ethanol, direkt vor Benutzung angesetzt.

Natriumthiosulfat Stammlésung

10% (v/v) Natriumthiosulfat in Wasser, direkt vor Benutzung vermischt. Steril filtriert.

dNTP’s
je 100 mM in Wasser Steril filtriert. Lagerung bei -20°C.

Nourseothricin-Losung

100 mg/ml in Wasser. Steril filtriert. Lagerung bei 4°C.

4-NQO Stammlésung
2,5 mg/ml, 25 mg/ml und 250 mg/ml 4-NQO in Ethanol. Lagerung bei 4°C.

Sorbitol Stammlésung

1 M Sorbitol in Wasser. Steril filtriert.

Yeast Lytic Enzyme Stockl6sung

2 mg/ml Yeast Lytic Engyme in Wasser. Lagerung bei 4°C.

Puffer und Gele

X%-Agarose fiir Geleelektrophorese

X% (w/w) Agarose in 1 x TBE-Puffer bei 300°C auf einer Heizplatte aufgekocht, bis eine
klare Losung entstanden ist. Lagerung bei 65°C.

Enzym Puffer

Puffer fiir Restriktionsenzyme von NEB und Fermentas; HF-Puffer fiir Phusion-Polymerase
von NEB; T4-Ligasepuffer von Fermentas.

JetStar™ E1

50 mM Tris-HCI pH 8,0, 10 mM EDTA.

JetStar™ E2
200 mM NaOH, 1% SDS.
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MATERIALIEN

JetStar™ E3
3,1 M Kaliumacetat pH 5,5.

JetStar™ E4
600 mM NaCl, 1 mM Natruimacetat, 0,15% Triton X-100, pH 5,0.

JetStar™ E5
800 mM NaCl, 100 mM Natruimacetat, pH 5,0.

JetStar™ EG6
1,25 M NaCl, 100 mM Tris-HCl pH 8,5.

10x KGB-Puffer
1 M Kaliumglutamat, 250 mM Tris-HCI pH 7,5, 100 mM Magnesiumacetat, 5 mM 2-Mer-

captoethanol in Wasser.

PEG 50%

50% (v/v) Polyethylenglycol MW 4.000, 2,5M NaCl in Aktivkohle gereinigtem Wasser.
Autoklaviert fir 20 Min bei 121°C.

Saccharosefarbmarker

60% Sucrose, 0,01% Bromphenolblau, 0,01% Xylen Cyanol ff in TBE-Puffer.

Saccharosegradienten-Puffer

100 mM Tris-HCL pH 8,0, 100 mM NaCl, 10 mM EDTA in Wasser, zuziiglich 40, 30 bzw.
10% Saccharose. Bei 30%-igem Puffer zusitzlich 0,01% Bromphenolblau hinzugegeben.
Autoklaviert fir 20 Min. bei 121°C.

SCE-Puffer
1 M Sotbitol, 100 mM #z-Natriumcitrat, 60 mM EDTA in Wasser.

10x Taq-Puffer

500 mM KCl, 100 mM Tris-HCI pH 9,0, 15 mM MgCl,, 1% Triton X-100 in Wasser. Steril
filtriert.

10x TBE-Puffer
0,89 M Tris-Borat, 25 mM EDTA in Wasser.

TBS Tween
1x TBS mit 0,05% (v/v) Tween 20.
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MATERIALIEN

TE-Puffer
10 mM Tris-HCI pH 8,0, 0,5 mM EDTA in Wasser. Steril filtriert.

TES-Puffer
50 mM Tris-HCI pH 8,0, 50 mM EDTA, 1% SDS in Wasser. Steril filtriert.

Transformationspuffer (Hanahan)

10 mM PIPES, 15 mM CaCl,, 250 mM KCI in Wasser und auf pH 6,7 eingestellt. An-
schlieBend MnCl, ad 55 mM zugegeben.

NAHRMEDIEN

Alle Medien wurden mit Millipore-gereinigtem Wasser angesetzt. Prozentangaben stellen
w/v-Angaben dar. Die Medien wurden, soweit nicht anders angegeben, fiir 20 Min. bei
121°C autoklaviert. Antibiotika wurden nach dem Autoklavieren bei etwa 60-70°C zugege-
ben. Fir Platten wurden jeweils 1,5% (E. co/) bzw. 1,8% (S. cerevisiae) Bactoagar dazugege-

ben.

E. coli

Bei folgenden Medien wurden im spiteren Text die entsprechenden Medien mit 100 pg/ml

Ampicilin bzw. 75 ug/ml Kanamycin mit amp'” bzw kan” gekennzeichnet.

dYT
1,6% Trypton, 1% Yeast Extract in Wasser. Autoklaviert fiir 20 Min. bei 121°C.

LB
1% Trypton, 0,5 % Yeast Extract, 1% NaCl in Wasser.

SOC

2% Trypton, 0,5% Yeast Extract, 10 mM NaCl, 2,5 mM KCI in Wasser. Autoklaviert fiir 10
Min. bei 121°C. AnschlieBend MgCl, ad 10 mM, MgSO, ad 10 mM und Glukose ad 20 mM

aus autoklavierten Stammldsungen dazugeben.

S. cerevisiae

CAN
Wie SC ,,, zuziiglich 40 pg/ml I-Canavanin.

DM

2% Glukose, 0,5% Pepton, 1% Yeast Extract, 0,3% Beef Extract, 1x Amminosauremixtur
(sieche Tab. 2) in Wasser. Verwendung des Dissektionsmediums nur als Platten. Statt 1,8%
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MATERIALIEN

wurde hierbei 2,5% Bactoagar zugegeben. Fir jede Platte wurden 37 ml Medium moglichst

heif3 in eine Petrischale mit 85 mm Durchmesser gegossen.

KAc

2% Kaliumacetat, 0,23% Yeast Extract, 0,05% Glukose, 1x Aminosauremixtur (siche
Tab. 2) in Wasser.

Pre5
10% Glukose, 0,3% Pepton, 0,8% Yeast Extract in Wasser.

SC

2% Glukose in Wasser und 0,17% Yeast Nitrogen Base w/ o Amminoacids and Ammoninm Sulfa-
te, 0,51% (NH,),SO,, 1x Aminosduremixtur in Wasser jeweils getrennt autoklaviert und
anschlieBend vereinigt. Der Agar wurde mit der Glukose zusammen autoklaviert. Flissig-
medium wurde steril filtriert. Die Zusammensetzung der Aminosduremixtur ist in Tab. 2

festgehalten.

SC.x (Drop-Out Medium)

Wie SC, jedoch ohne die Komponente X in der Aminosduremixtur, d.h. bei SC ,,, wurde

eine Aminosauremixtur ohne Arginin verwendet.

YPD
2% Pepton, 2% Glukose, 1% Yeast Extract in Wasser.

YPD G418
Wie YPD zuztglich 200 ng/ml G418.

YPD nat
Wie YPD zuztglich 100 ug/ml Noutseothricin.

Tab. 2: Zusammensetzung der Aminosiduremixtur fiir synthetisches Komplettmedium (SC).

Angegeben ist die jeweilige Endkonzentration im Medium.

Aminosaure/Base Endkonz. Aminosaure/Base Endkonz.
Adenin 40 mg/1 L-Phenylalanin 50 mg/1
L-Arginin 30 mg/1 L-Serin 100 mg/1
L-Histidin 20 mg/1 L-Threonin 150 mg/1
L-Isoleucin 30 mg/1 L-Tryptophan 30 mg/1
L-Leucin 30 mg/1 L-Tyrosin 30 mg/1
L-Lysin-HCI 30 mg/1 Uracil 20 mg/1
L-Methionin 20 mg/1 L-Valin 100 mg/1
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METHODEN

METHODEN

MOLEKULARBIOLOGISCHE METHODEN

Allgemeine Methoden

Folgende grundlegende molekularbiologische Methoden wurden im Rahmen dieser Arbeit
angewandt. Die jeweilige Durchfithrung ist jedoch im Weiteren nicht explizit ausgefthrt.
Fiir einen Uberblick iiber die Funktionsweise und fiir gingige Protokolle siehe Lottspeich
& Engels, 2006 oder Walker, 1984.

Agarosegelelektrophorese' Phenol-/Chloroformextraktion
Denaturierende Polyacrylamidgelelektro- Photometrische Konzentrationsbestimmung
phorese (SDS-PAGE) von Nukleinsaurel6sungen

Ethanolfillung von Nukleinsiuren Polymerasekettenreaktion (PCR)

Extraktion von Plasmid-DNA aus E. co/ via Restriktionsverdau von DNA®

alkalischer Lyse2

Ligation geschnittener DNA—Fragrnente4 Saccharosegradientenzentrifugation
Klonierungen

YIplac211 KanKanMX4/YIplac128 KanKanMX4

Zur Integration ins Chromosom von . cerevisiae wurde das KanKanMX4-Modul in die
Vektoren YIplac128 und Ylplac211 (Gietz & Sugino, 1988) kloniert. Dazu wurde das Mo-
dul als EcoRI/Sall-Fragment aus dem originalen Plasmid pRS316 KanKanMX4 herausge-
schnitten und in den Vektor YIplac211 kloniert. Fine genauere Beschreibung der Klonie-
rung ist in Rudolph, 2003 zu finden. Fir die Umklonierung in YIplac128 wurde das Eco-
RI/Sall-Fragment aus YIplac211 KanKanMX4 per gleichzeitigem Doppelverdau herausge-
schnitten (Puffer O", Fermentas). Der Zielvektor YIplac128 wurde entsprechend geschnit-
ten. Sowohl Insert als auch Vektor wurden »ia Agarosegelelektrophorese aufgereinigt und
das Vektorfragment anschlieBend per Saccharosegradientenzentrifugation zusitzlich gerei-
nigt. Die gereinigten Fragmente wurden in einem ungefihren Mengenverhiltnis 1:4 (Vektor
zu Inserd) mithilfe von T4-Ligase bei 4°C tber Nacht ligiert. Mit dem Ligationsprodukt

I Fur alle Gele wurden Agarosegele mit 0,7-1% Agarose in TBE-Puffer benutzt.

2 Fir die Extraktion von Plasmid-DNA aus E. e/ wurde das JetStar® 2.0 Kit (Genomed) verwendet. Wurden
nur geringe Mengen Plasmid gebraucht, wie bspw. bei der Analyse von Transformanten, so wurde die DNA-
Lésung nach Fillung der chromosomalen DNA und Proteine mit Phenol und Chloroform extrahiert anstatt
iber eine JetStar® Siule gereinigt zu werden.

3 Verdaue mit Restriktionsenzymen wurden entsprechend der Herstellervorgaben durchgefiihrt.

4 Zur Aufreinigung der Restriktionsfragmente bei Klonierungen wurden die elektrophoretisch aufgetrennten
DNA-Fragmente aus dem Agatrosegel mithilfe des Wizard® ST Gel und PCR Clean-Up System (Promega) ex-
trahiert (priparative Gelelektrophorese).
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wurden anschliefend chemisch kompetente E. co/i-Zellen (DH5a, nach Hanahan, s.u.)
transformiert und die Transformanten auf LB-amp'” selektiert. Die Plasmid-DNA ausge-
wihlter Transformanten wurde durch alkalische Lyse der Zellen extrahiert. Analysiert wur-
den die extrahierten Plasmide per AflII-; AflIIII- und Haell-Spaltung. Die Spaltung mit
AfIIT diente als Evidenz fiir die Anwesenheit des KanKanMX4-Moduls im Vektor und die
Spaltungen mit AfIIII und Haell der Identifikation des Vektorgeriists. Fiir einen Uberblick
Uber die Restriktionsschnittstellen siche Vektorkarten Seite 30/31. Die Gelbilder der analy-
tischen Spaltungen sind im Anhang Abb. A1 zu finden.

Ylplaci28 REV3flength

Fir die Klonierung des RET3-Wildtypfragments wurde der Vektor pJA6 (Morrisonet al.,
1989) mit EcoRI und Sall geschnitten (Doppelverdau in Puffer O, Fermentas). Das Frag-
ment wurde iber eine praparative Agarosegelelektrophorese aufgereinigt. Der Zielvektor
Ylplac128 wurde ebenfalls mit EcoRI und Sall gespalten und per priparatives Agarosegel
und anschlieBender Saccharosegradientenzentrifugation aufgereinigt. Die gereinigten Frag-
mente wurden in einem ungefihren Mengenverhiltnis 1:4 (Vektor zu Iuserd) gemischt. Li-
glert wurde mithilfe der T4-Ligase bei 4°C tiber Nacht. AnschlieBend wurden chemisch
kompetente E. co/i-Zellen (DH5a, nach Hanahan s.u.) mit dem Ligationsprodukt transfor-
miert und die Transformanten auf LB-amp'" selektiert. Zur Analyse wurde Plasmid-DNA
per alkalische Lyse aus ausgewihlten Transformanten extrahiert und mit Restriktionsenzy-
men gespalten. Dazu wurden die Enzyme Ncol, Hincll und Acul benutzt. Fiir einen Uber-
blick tber die Restriktionsschnittstellen siche Vektorkarten Seite 30/31. Die Gelbilder der
analytischen Spaltungen sind im Anhang Abb. A2 zu finden.

Ylplac211 PHR1 flength

Fir die Herstellung eines Vektors mit dem Wildtyp PHR7-Fragment wurde ein Sequenzab-
schnitt des PHR7 ausgewihlt, der in etwa dem komplementierfihigen Pvull-Fragment aus
Schildez al., 1984 entspricht. Dieses Fragment wurde mithilfe der Primer 5> PHR7_flength
und 3° PHR7_flength amplifiziert und in den Vektor pCR® Blunt II TOPO® (Invitrogen)
zwischenkloniert. Transformanten wurden auf LB-kan” selektiert. Die Plasmid-DNA aus-
gewahlter Transformanten wurde per alkalische Lyse extrahiert und die gesuchten Plasmide
wurden durch Spaltung mit Clal, Smal und BamHI + Pstl identifiziert. AnschlieBend wur-
de das Fragment durch Doppelverdau mit BamHI und Pstl (KGB-Puffer) aus einem ge-
eigneten Vektor herausgeschnitten und per priparative Agarosegelelektrophorese aufgerei-
nigt. Da sich Vektorfragment und Insert nur um ca. 200 bp in der GréBe unterscheiden,
wurde der Ansatz zusitzlich mit Smal gespalten, welches das Vektorfragment in ein
1.527 bp und ein 1.993 bp grofies Fragment spaltet. AnschlieBend wurden die Fragmente
elektrophoretisch in  einem Agarosegel aufgetrennt und das 3.283bp grof3e
PHR7-Fragment aus dem Gel extrahiert. Der Zielvektor YIplac211 wurde ebenfalls mit
BamHI und Pstl geschnitten (Doppelverdau, KGB-Puffer) und per priparative Agarose-
gelelektrophorese aufgereinigt. Zusitzlich wurde der Vektor durch Saccharosegradienten-
zentrifugation weiter gereinigt. Ligiert wurde mit T4-Ligase in einem Mengenverhiltnis von

ca. 1:4 (Vektor zu Inser) bei 4°C iber Nacht. Transformiert wurden chemisch kompetente
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E. coli-Zellen (DH5a, nach Hanahan, s.u.). Die Transformanten wurden auf LB-amp'”
selektiert und die Plasmid-DNA ausgewihlter Transformanten per alkalischer Lyse extra-
hiert. Eine Vorauswahl méglicher korrekter Plasmide wurde anhand von Spaltungen mit
AfIII, EcoRV und Sspl getroffen. Eine als wahrscheinlich korrekt identifizierte Transfor-
mante wurde anschlieBend sequenziert (G,L, Gottingen). Dazu wurden die Primer
5’phrl_seq_1 bis 5’phrl_seq_6 sowie 3’phrl_seq_1 bis 3’phrl_seq_6 benutzt. Da in dem
sequenzierten Vektor zwei direkt aufeinander folgende C nach T Transitionen im PHRT
OREF votlagen, wurde anschlieBend ein AfIIT/Clal-Fragment des Klons durch Umklonie-
ren eines entsprechenden zuvor sequenzierten Fragments aus einem anderen TOPO-
PHR7-Klon ersetzt. Kloniert wurde entsprechend der zuvor fur BamHI/Pstl dargestellten
Durchfihrung. Das erhaltene Plasmid wurde sequenziert. Die Gelbilder zu der Klonierung
sind im Anhang zu finden (Abb. A3). Fiir einen Uberblick iiber die Restriktionsschnittstel-
len siche Vektorkarten Seite 30/31.

Extraktion chromosomaler DNA aus Saccharomyces cerevisiae als
Matrize fiir PCR

Je 2 ml Ubernachtkultur des benétigten Stammes wurden sedimentiert (Heareus Biofuge
fresco, 13.000 rpm fur 2 Min.) und in 500 pl SCE-Puffer mit 50 mM DTT resuspendiert.
AnschlieSend wurde die Suspension mit 200 wg/ml Yeast Lytic Enzyme (150 kU/g) versetzt
und eine Stunde bei 37°C inkubiert. Yeast Lytic Engyme ist ein aus Rbizoctonia solani bzw.
Arthrobacter lutens gewonnenes Gemisch aus $-1,3-Glukanase, Protease, Hemizellulase, Pek-
tinase und Amylase und wird benutzt, um Zellwinde von Pilzen zu zersetzen. Durch die
Zugabe von DTT wird dieser Vorgang unterstiitzt, da DTT Sulfidbriicken in der Zellwand
reduziert (Cleland, 1964). Weil durch diese Behandlung die Zellmembran intakt bleibt und
nur die Zellwand abgebaut wird, entstehen hierbei so genannte Spheroblasten. Durch das
Sorbitol im SCE-Puffer bleiben diese Spheroblasten osmotisch stabil und konnten daher
durch vorsichtiges Zentrifugieren (5 Min bei 3.000 rpm, Heareus Biofuge fresco) geerntet
werden. Reste der Zellwand blieben dabei im Uberstand und wurden mit diesem entfernt.
Die Spheroblasten wurden anschlieBend in 500 ul TES-Puffer resuspendiert und fir
30 Min. bei 60°C lysiert. Das SDS im TES-Puffer fungiert als Detergens, welches Proteine
denaturiert und die Zellmembran auflost, was durch die erhohte Temperatur unterstiitzt
wird. Durch Zugabe von 170 ul 7M Kaliumacetat wurde das SDS als Kaliumdodecylsulfat
ausgefallt. Denaturierte Proteine fallen dabei mit aus. Unterstltzt wurde die Fillung durch
einstiindige Inkubation auf Eis. Anschlieend wurde das ausgefillte Kaliumdodecylsulfat-
Proteingemisch abzentrifugiert (13.000 rpm fir 30 Min. bei 4°C, Haereus Biofuge fresco)
und der Uberstand abgenommen. Die DNA wurde aus dem Uberstand mit dem 2-fachen
Volumen Ethanol prizipitiert. Eine Zugabe von Ammoniumacetat war dabei nicht not-
wendig, da im Uberstand bereits geniigend Salze vorhanden sind, um die DNA ausfillen zu

konnen.
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MIKROBIOLOGISCHE METHODEN

Fiir einen generellen Uberblick iiber die Handhabung der Bickerhefe Saccharomyces cerevisiae
siehe Guthrie and Fink, 1991.

Anzucht von Mikroorganismen

Escherichia coli

Das Bakterium E. co// wurde im Rahmen dieser Arbeit fiir die Amplifikation von Plas-
mid-DNA benutzt. Aufgrund der hohen Wachstumsrate kann tber Nacht eine gro3e Men-
ge Zellmaterial angezogen werden, aus der Plasmid-DNA extrahiert werden kann. Gezogen
wurden die Zellen tGber Nacht bei 37°C in einem Inkubationsroller bzw. Schiittler (Flis-
sigmedium, je nach Volumen) oder Brutschrank (Platten). Fur Wachstum in Flissigme-
dium wurde dYT verwendet, fur das Wachstum auf Platten LB-Medium mit 1,5% (w/v)
Bactoagar. Zur Selektion der Plasmid-tragenden Zellen wurde dem Medium das entspre-
chende Antibiotikum beigefiigt. Gelagert wurden die Kulturen in der Regel als Plattenaus-
strich bei 4°C. Zur langfristigen Lagerung wurden Ubernachtkulturen mit 50% Glycerin
versetzt und bei -20°C aufbewahrt.

Saccharomyces cerevisiae

Kulturen von S. cerevisiae wurden bei 30°C in synthetischem Selektivmedium (SCy) oder
YPD wachsen gelassen. Flussigkulturen wurden je nach Volumen im Inkubationsroller
oder im Schiittler angezogen. Fir Wachstum auf Platten wurden entsprechende Medien
mit 1,8% Bactoagar verwendet. In der Regel wurden sowohl Flissig- als auch Plattenaus-
striche Gber Nacht inkubiert. Fiir den Fall, dass ein Zelltiter durch Ausplattieren ermittelt
werden sollte, waren je nach Stamm zwei bis vier Tage Inkubation notwendig, um sichtbare
Kolonien zu erhalten. Als Plattenausstrich wurden Stimme bis zu einem Monat bei 4°C
gelagert. Fur langfristige Lagerung wurden 2 ml Flissigkulturen zu 7% (v/v) mit DMSO

versetzt und bei -80°C eingefroren.

Methoden zur genetischen Manipulation von Mikroorganismen

Transformation von chemisch kompetenten E. coli nach Hanahan

Fir die Transformation von E. c/i wurden chemisch kompetente DH5a benutzt. Diese
wurden nach Hanahan, 1983 pripariert. Dazu wurden die Zellen bei moglichst guter
Sauerstoffzufuhr und 18°C bis zu einer ODy,,, von ca. 0,5 in SOC-Medium angezogen
und anschlieBend geerntet (10 Min. bei 4.000 tpm und 4°C, Hettich Rotanta/RPC). Das
Zellpellet wurde ab hier permanent auf Eis behandelt und zunichst vorsichtig in 15 ml
gekihltem Transformationspuffer resuspendiert. AnschlieBend wurden die Zellen erneut
wie zuvor abzentrifugert und nach 15 Min. auf Eis wieder in 15 ml Transformationspuffer
resuspendiert. Zusitzlich wurden der Suspension 525 pl DMSO zugesetzt und die Zellen
erneut 5 Min. auf Eis inkubiert. Nach weiterer Zugabe von 525 pl DMSO wurde die Sus-
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pension wiederum fiir 5 Min. auf Eis gehalten. Von der Zellsuspension wurden je 200 ul
Aliquots abgenommen und bei -80°C eingefroren. Die so kompetent gemachten Zellen
wurden bei Bedarf auf Eis aufgetaut und mit 0,5-1 ug DNA vermischt. Nach 30-60 Min.
Inkubation auf Eis wurden die Zellen fiir 60 Sek. auf 42°C erhitzt und danach weitere 2-
3 Min. auf Eis gestellt. Damit sich die Antibiotikaresistenz ausprigen kann, wurden die
transformierten Zellen abschlieBend noch fiir 60 Minuten bei 37°C in 1 ml SOC-Medium
inkubiert. 100 ul der Zellsuspension wurden auf Selektivmedium ausplattiert und die restli-
chen 900 pl als Flassigkultur tiber Nacht in 50 ml dY'T, versetzt mit dem entsprechenden
Antibiotikum, angezogen. Die Platten dienten der Uberpriifung des Transfor-

mationserfolges, die Flussigkultur zur Priparation des Plasmids iz alkalische Lyse.

Transformation von S. cerevisiae nach Gietz & Wodds, 2002

Fir die Transformation von S. cerevisiae wurden 50 ml YPD mit 0,5-1 ml einer frischen
Ubernachtkultur angeimpft und fiir 3-5 Std. bei 30°C unter Schiitteln wachsen gelassen.
AnschlieBend wurden die Zellen geerntet (2 Min. bei 4.000 rpm und 4°C, Hettich Ro-
tanta/RPC) und in 50 ml sterilem Wasser resuspendiert. Danach wurden die Zellen erneut
sedimentiert und zundchst in 25 ml sterilem Wasser resuspendiert. Im Anschluss wurden
die Zellen noch zweimal abzentrifugiert und jedesmal in 1 ml sterilem Wasser resuspen-
diert. Von den so gewaschenen Zellen wurden pro Transformationsansatz je 100 pl mit
360 pl Transformationsmix vermischt und intensiv gevortext. Die Zusammensetzung des
Transformationsmixes ist in Tab. 3 festgehalten. Die Ansitze wurden fir 40 Min. bei 42°C
inkubiert und anschlieBend fir 30 Sek. abzentrifugiert (13.000 rpm, Haereus Biofuge fresco).
Der Uberstand wurde verworfen und die Zellen wurden in 1 ml sterilem Wasser resuspen-
diert. Die Suspension wurde auf Selektivmedien ausplattiert. Bei S. cerevisiae kommen neben
Antibiotika wie Nourseothrecin und G418 vor allem Prototrophiemarker fir die Selektion
der Transformanten zum Einsatz. Da bei diesen Markern die nicht transformierten Zellen
nur inaktiv sind und nicht sterben, wurden nach zwei bis drei Tagen Wachstum bei 30°C
ausgewihlte Kolonien auf Selektivmedium vereinzelt. Von jeder Vereinzelung wurde eine
Kolonie ausgewihlt und auf YPD ausgestrichen (bei nicht integrativen Plasmiden auf Se-

lektivmedium). Von diesen Kulturen wurde dann jeweils eine Gefrierkultur angelegt.

Tab. 3: Transformationsmixtur fur die Transformation von S. cerevisiae.

PEG 50% 240 pl
Lithiumacetat (1M) 36 ul
Carrier-DNA (2 mg/ml Lachssperma-DNA) 50 wl
DNA—Lésung | | 34 ul
(Plasmid oder PCR-Produkt, 0,1-10 pg in sterilem Wasser)

> 360 wl
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PCR-basierte Gendeletion

Alle in dieser Arbeit benutzten Stimme wurden mithilfe einer PCR-basierten Methode
nach Wach ¢ al, 1994 hergestellt. Diese Methode nutzt die Mechanismen der homologen
Rekombination fir die gerichtete Disruption eines Zielgens. Eine schematische Darstellung
dazu ist in Abb. 9 A zu sehen. Hierbei wurde zunichst per PCR das jeweilige Markergen
amplifiziert. Als femplate diente dabei ein das Gen tragendes Plasmid (pFA6aHis3MXG6 fiir
Histidinprototrophie). Fir die PCR wurde das jeweilige Plasmid zunichst gespalten. Kova-
lent geschlossene, zirkulire Plasmide rehybridisieren beim annealings-Schritt sehr schnell
und konnen somit das annealing der primer erschweren. Da die Deletionseffizienz mit stei-
gender DNA-Menge zunimmt, wurde in der Regel das PCR-Produkt von jeweils acht pa-
rallel angefertigten PCR-Ansitzen vereinigt und mit Ethanol gefillt. Das gefillte Produkt
wurde dann in 34 pl sterilem Wasser gelost und direkt fiir die Transformation von
S. cerevisiae benutzt (siche ,,Transformation von §. cerevisiae |...]°). Die zur Amplifikation
benutzten primer wurden so definiert, dass jeweils die 40 nt am 5-Ende eine Sequenz-
identitit mit dem Zielgen aufweisen. Uber diese homologe Sequenz kann das PCR-Produkt
nach der Transformation mit dem Zielgen rekombinieren. Durch ¢ross over mit reziprokem
Austausch kann es infolgedessen zum Austausch des kompletten Fragments mit dem Ziel-
gen kommen, wodurch letzteres durch das Markergen ausgetauscht wird. Um den Zellen
ausreichend Zeit fur die Integration des Markergens im Chromsom zu geben, wurden die
Zellen nicht wie bei der Transformation mit Plasmid-DNA direkt nach dem Hitzeschock
ausplattiert, sondern zunichst fiir 2-3 Std. bei 30°C in ca. 5 ml YPD im Roller inkubiert.
Nach der Vereinzelung der Transformanten wurde chromosomale DNA extrahiert, um
den Erfolg der Deletion per PCR zu uiberpriifen (siche ,,Extraktion chromosomaler DNA
aus S. cerevisiae”). Dazu wurden Primerkombinationen genutzt, wie sie in Abb. 9 B darges-
tellt sind. Je ein primer, welcher in der chromosomalen Flanke des Zielgens bindet, wurde
kombiniert mit einem primer, welcher im Markergen bindet. Bei dieser Kombination sollte
nur ein PCR-Produkt der korrekten Linge entstehen, insofern das Zielgen wie gewtnscht
mit dem Markergen ausgetauscht wurde (Abb. 9 B ii, blaue und graue PCR-Produkte). Die
Kombination der primer 5 Zielgen (Z.g.) int und 3’ Z.g. int fihrt dagegen nur zu einem
PCR-Produkt in Anwesenheit des Zielgens (Abb. 9 B 1, rotes PCR-Produkt). Da das ausge-
tauschte Zielgen wiederum ebenfalls bspw. durch NHE] an einer anderen Stelle im Chro-
mosom integrieren kann, ist es notwendig anhand dieser primer zu testen, ob das Zielgen
noch im Chromsom vorliegt. Nur wenn anhand dieser Tests Evidenzen fir die korrekte
Deletion des Gens gefunden wurden, wurden von den entsprechenden Kulturen Gefrier-

kulturen angelegt und die Stimme fir Experimente verwendet.

Verifikation von pol30 K164R-, pol30 K127R- und pol30 K127 /164R-Mutanten

Da die Deletion von POL30 letal ist, musste bei der Konstruktion der po/30 K764K-,
pol30 K127R- und po/30 K127/ 164R-Mutanten vor der Deletion beteits das entsprechende
Plasmid mit der jeweiligen Lysin-Substitution integriert werden. Da somit zwei Gen-/oc/ fiir
die Deletion in Frage kamen, musste per PCR tberprift werden, welches der vorliegenden
Pol30-Allele deletiert wurde. Dazu wurden zusitzlich zu den zuvor beschriebenen primer-
Kombinationen die primer HisG1 (5’Mar.out) bzw. HisG2 (3’Mar.out) und 3‘pol30_screen
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bzw. 5’pol30_screen mit den primern 3leu2_rev bzw. 5leu2_rev kombiniert. Die leu2_rev-

primer binden im Leu2-/cus. Bei einer Deletion des neu integrierten po/30-Allels, welches
von einem LLEU2-Gen und einem /ex2-3,112-Gen flankiert ist (vergleiche Abb. 10), kann

nur durch Kombination der leu2_rev-primer mit den HisG-primern ein PCR-Produkt entste-

hen. Bei der Deletion des chromosomalen POL30 ergibt nur die Kombination der

leu2_rev-primer mit den pol30_screen-primern ein Produkt. Zusitzlich wurde die K127R-
Substitution anhand einer AflII-Schnittstelle tberpriift: Durch die Mutation im POIL30-
Gen wurde eine AfllI-Schnittstelle innerhalb des Gens generiert. Per PCR mit den POL30-

internen primern kann diese Region amplifiziert und durch Spaltung des so entstehenden

PCR-Produktes die Substitution tberprift werden (ein Bild der Spaltung ist im Anhang zu

finden).
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Abb. 9: A Schematische Darstellung der Deletion eines Zielgens durch homologe Rekombination mit einem Mar-
kergen. Die primer 5’dis und 3’dis sind im Bild als schwarze Pfeile angedeutet. Ein X kennzeichnet die Stelle der cross
over. B Schematische Darstellung der moglichen primer-Kombinationen fir einen PCR-sereen. Primer sind als Pfeile
dargestellt, die moglichen PCR-Produkte als schwarze, graue, blaue und rote Balken. i Anordnung im Wild-

typ. ii Anordnung in der Deletionsmutante.
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Chromosomale Integration von YIplac211 bzw. YIplac128
Die chromosomale Integration der Plasmide YIplac211 und Ylplac128 geschieht tiber ho-

mologe Rekombination des Plasmids mit dem chromosomalen /#2-3,7112 (im Falle von
Ylplac128) bzw. #ra3-52 (im Falle von Ylplac211) im Rezipientenstamm. Fine schemati-
sche Darstellung dazu ist in Abb. 10 zu finden. Die Plasmide enthalten das jeweilige Gen
als Wildtypallel. Durch Rekombination des Wildtypallels mit dem jeweiligen chromosoma-
len Allel kann das gesamte Plasmid tber zwei c¢ross over in das Chromosom am /en2-3,112
bzw. ura3-52 integriert werden. Da das Plasmid selbst nicht iiber einen 4RS verfiigt, kann
es als Episom nicht repliziert werden. Erst nach Integration in das Chromosom wird es
mitrepliziert. Fiir die Integration wurden zunichst 5-10 ug des Plasmids mit dem Restrikti-
onsenzym Aflll (YIplac128-Derivat) oder EcoRV (Ylplac211-Derivat) in einem
40 ul-Ansatz gespalten. Die Enzyme schneiden im LEUZ bzw. URA3 und generieren so-
mit Enden, welche die homologe Rekombination initiieren kénnen. Der Erfolg der Spal-
tung wurde per Agarosegelelektrophorese tberpriift und der restliche Spaltungsansatz di-
rekt fur die Transformation des gewiinschten Hefestammes benutzt (siche ,, Transforma-
tion von S. cerevisiae |...]°). Wie auch bei einer Gendeletion wurden die Zellen hierbei vor
dem Plattieren fiir 2-3 Std. bei 30°C in 5-10 ml YPD gekurt. Da das funktionsfihige URA3
bzw. LEUZ zusammen mit dem Plasmid ins Chromosom integriert wird, ldsst sich der Er-
folg der Integration durch Selektion und nachfolgende Vereinzelung der Transformanten
Uberprifen. Die Vereinzelung ist dabei notwendig, da eine Zelle mit episomalen Plasmid
ebenfalls das funktionsfihige Markgern besitzt und daher immer noch teilungsfihig ist.
Zwar konnen die Tochterzellen nicht wachsen, da das episomale Plasmid nicht repliziert
wird, dennoch kénnen sich durch Vererbung der mRNA bzw. des Proteins kleine Kolo-
nien bilden. Bei einer Vereinzelung solcher Kolonien entstehen jedoch keine weiteren Ko-
lonien, da nur eine einzelne Zelle der Kultur das Plasmid trdgt. Neben der Integration des
kompletten Plasmids kann auch eine Genkonversion zwischen Plasmid und Chromosom
stattfinden, wobei das intakte Wildtypgen ins Chromosom integriert wird. Daher wurde die
Anwesenheit des vollstindigen Plasmids im Chromosom nachfolgend in den ausgesuchten
Einzelklonen tberprift. Im Falle von Ylplac128- bzw. Ylplac211-KanKanMX4 geschah
dies durch Stempeln der Kulturen auf YPD mit 200ug/ml G418. Da sich teilweise sponta-
ne Revertanten des KanKanMX4 bilden, entstehen bei Anwesenheit des Moduls einzelne
G418 resistente Kolonien, so genannte Papillen. Das Auftreten solcher Papillen ist daher
ein hinreichendes Indiz fir die Anwesenheit des KanKanMX4-Moduls. Gleichzeitig lieBen
sich so Transformanten identifizieren, welche bereits bei der Vereinzelung eine Reversion
aufwiesen und somit vollstindig resistente Kulturen bildeten. Bei den restlichen in dieser
Arbeit benutzten integrativen Plasmiden wurde die Anwesenheit bzw. Funktionsfihigkeit
phinotypisch in Bezug auf die Sensitivitit gegen DNA-schiadigende Agenzien uberprift,

was in den entsprechenden Kapiteln des Ergebnisteils angesprochen wird.
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Abb. 10: Schematische Darstellung der Integration von Ylplac211 bzw. YIplac128 ins Genom von Hefe. Die Stellen fiir ho-

mologe Rekombination sind jeweils mit einem X gekennzeichnet. Schwarze Quadrate symbolisieren die verdnderten Bereiche

im ura3-52 bzw. len2-3,112, welche das jeweilige Gen inaktivieren.

Kreuzung von Hefestimmen

Einige Doppel- bzw. Tripelmutanten konnten nicht durch PCR-basierte Deletion herge-
stellt werden, da sie defekt in der homologen Rekombination waren (rad51A und rad52A)
und die korrekte Deletion eine Rekombination der homologen Bereiche voraussetzt (siche
,PCR-basierte Gendeletion®). In diesem Fall wurden durch Kreuzung bereits vorhandener
Einzelmutanten und anschlieSende Sporulation der Zygoten neue haploide Doppel- bzw.

Tripelmutanten hergestellt. Ebenfalls wurde auf Kreuzung zuriickgegriffen, wenn in beiden

Einzelmutanten das gleiche Markergen benutzt wurde (bspw. #z2s2A rad30A).

Da alle im Rahmen dieser Arbeit benutzten Stimme Haplonten sind, war es méglich, zwei
Stimme mit unterschiedlichem mating-type (MAT a und MAT &) zu kreuzen, wobei diese
eine diploide Zygote bilden. Dazu wurden Abstriche von frischen Plattenkulturen beider
Stimme mit Hilfe eines sterilen Glasstabes auf einer YPD-Platte vermengt. Die Platte wur-
de fur 3-4 Std. bei 30°C inkubiert. AnschlieBend wurden die gekreuzten Zellen von der
Platte abgenommen und auf Medium ausplattiert, welches auf beide Marker selektiert. Da
die Zygote durch Konjugation zweier Mutanten mit unterschiedlichen Markern entsteht,
weist sie im Gegensatz zu den jeweiligen Einzelmutanten fiir beide Marker die entspre-
chende Resistenz bzw. Prototrophie auf. Auf einem Medium, welches auf beide Marker
selektiert, kénnen daher nur die diploiden Zygoten wachsen. Alternativ dazu bzw. bei der
Kreuzung zweier Mutanten mit gleichem Markergen wurden die Zygoten mit Hilfe eines
Mikromanipulators isoliert. Bei der Kreuzung verschmelzen Haplonten unterschiedlichen
mating-tpes. Die erste aus der Zygote entstehende Tochterzelle wird am Verschmelzungs-
punkt der beiden Zellen gebildet, weshalb sich die Zygoten in diesem Stadium von den
Haplonten morphologisch eindeutig unterscheiden lassen (Kleeblatt-artige Struktur) und
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mit dem Mikromanipulator isoliert werden konnen. Unabhingig davon, auf welche Art die
Zygote selektiert wurde, wurden die Diplonten nach ein bis zwei Tagen Wachstum bei
30°C von Selektivmedium auf YPD transferiert. Nach einem weiteren Tag Wachstum wur-
den diese Platten auf Pre5-Medium gestempelt. Wachstum auf Pre5-Medium erhoht die
Sporulationsrate der Zellen deutlich (Codonez 4/, 1995). Nach einem Tag Wachstum wur-
den die Kulturen dann auf KAc-Medium gestempelt und erneut fir mindestens drei Tage
bei 30°C inkubiert. Aufgrund des Mangels an Stickstoff kommt es bei gleichzeitiger Abwe-
senheit einer fermentierbaren C-Quelle auf diesem Medium zur Meiose und anschlieBender
Ausbildung von Ase mit jeweils vier Sporen (Tetraden). Von den KAc-Platten wurde mit
einem sterilen Zahnstocher eine ausreichende Menge an Zellmaterial abgenommen und in
ca. 30 ul 1M Sorbitol suspendiert. AnschlieBend wurde die Suspension mit ca. 0,15 U Yeast
Lytic Engyme versetzt und fir 6 Min. bei 30°C inkubiert. Dabei wurden die Ase teilweise
durch das Enzymgemisch verdaut, wihrend die Sporenwinde intakt blieben. Durch Zuga-
be von 800 ul sterilem Wasser wurde der Verdau gestoppt. AnschlieBend wurden die Tet-
raden auf DM-Platten ausgestrichen und mit einem Mikromanipulator einzelne Tetraden
isoliert und aufgebrochen. Die vier Sporen jeder Tetrade wurden jeweils auf vorgegebene
Stellen der Platte abgesetzt. Pro Platte wurden so je vier Sporen von 2 x 8 Tetraden gitter-
tormig verteilt. Nach zwei Tagen Wachstum wurden die aus den Sporen entstandenen Ko-
lonien auf Platten gestempelt, welche auf die Marker der gekreuzten Mutationen selektieren

und so die gesuchten haploiden Doppel- bzw. Tripelmutanten identifiziert.

Methoden zur phinotypischen Untersuchung von Hefestimmen

In den folgenden Methoden war es u.a. notwendig, die Zelldichte von Zellsuspensionen zu
bestimmen. Dafiir wurde ein Haematocytometer benutzt (,,Neubauer zproved*). Um den
statistischen Fehler hierbei hinreichend klein zu halten, wurden jeweils Zellmengen von

mindestens 200 Zellen gezdhlt bzw. mindestens finf Zahlfelder ausgezihlt: Bei einem

Stichprobenfehler mit VN , mit N als Stichprobengrof3e entspricht der Fehler bei 200 ge-

zihlten Zellen etwa 7%, was hinreichend genau fiir die hier angewandten Methoden ist.

Bei allen phinotypischen Untersuchungen wurde in der Regel ein Wildtypstamm mit-
behandelt, da die hier ermittelten Phinotypen durch den Vergleich zum Wildtyp definiert

sind.

Messung induzierter Reversionsfrequenzen

Fir die Messung induzierter Reversionsfrequenzen mit dem KanKanMX4-Modul wurden
zunichst Ubernachtkulturen der zu untersuchenden Mutanten in 5 ml SC ,,, (fiir Zellen mit
integriertem  Ylplac211 KanKanMX4) bzw. SC.
KanMX4) angezogen. AnschlieBend wurde die Zelldichte der Kulturen bestimmt und fiir
bzw. SC.
wa)- Die Kulturen wurden fir 90 Min. bei 30°C im Roller wachsen gelassen. Nach Zugabe

(mit integriertem YIpla128-Kan-

Leu

jeden Stamm eine 6 ml-Kultur mit 1 X 10" Zellen/ml angesetzt (ebenfalls SC.

Leu

von 30 ul o-Faktor (2 mg/ml) wurden die Kulturen erneut 90 Min. bei 30°C gerollt.

o-Faktor ist ein Oligopeptid, welches von Zellen mit dem mating-type o sezerniert wird und

bei a-Zellen Prozesse induziert, welche die Zelle auf eine méglicherweise bevorstehende
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Konjugation vorbereiten. U.a. fithrt dies zu einem Arrest des Zellzyklus im G1. Dartiberhi-
naus bekommen a-Zellen teilweise kleine hyphenartige Auswiichse (so genannte shwoos),
welche vermutlich dazu dienen, geringe Distanzen zwischen den Konjugationspartnern zu
tberbriicken. Das Auftreten dieser ,,$h7005° kann als Indiz fir den G1-Arrest herangezo-

gen werden. Nach den 90 Min. Inkubation wurden weitere 10 pl a-Faktor dazugegeben. a-

Zellen sezernieren die fiir den a-Faktor spezifische Protease Barl, durch die der a-Faktor
in der Kultur abgebaut wird. Im Anschluss wurden die Zellen weitere 60 Min. bei 30°C im
Roller inkubiert. Die Inkubation unter Anwesenheit des o-Faktors dient der Synchronisa-
tion der Zellen vz Arrest in der G1-Phase. Diese Synchronisation wurde gewahlt, um zu
erreichen, dass die Zellen wihrend der anschlieBenden Inkubation mit einem DNA-
schidigenden Agens genau eine S-Phase durchlaufen. Durch zweimaliges Waschen der
Zellen mit jeweils 10 ml sterilem Wasser wurde der a-Faktor zur Authebung des Arrests
entfernt. Die gewaschenen Zellen wurden in 6,5 ml SC,  bzw. SC,, resuspendiert, in je-
weils sechs Ansitze a 1 ml aufgeteilt und jeder Ansatz wurde mit je 1 ml SC, . bzw. SC,
vereint, welcher mit einem DNA-schidigenden Agens versetzt war. Jeder der sechs An-
sitze wurde so mit einer unterschiedlichen Konzentration des Agens versetzt, wobei ein
Ansatz ohne Giftstoff blieb. Die untersuchten Agenzien und deren Konzentrationen sind

im Folgenden aufgefiihrt.

4-NQO (in pg/ml) 0: 0,02; 0,04; 0,08; 0,16; 024
MMS (in %) 0; 0,0025; 0,005; 0,01; 0,02; 0,03
Camptothecin (in pg/ml) 0; 5; 7,5; 15; 30; 60

Die Ansitze wurden fiir 105 Min. bei 30°C inkubiert. AnschlieBend wurde mikroskopisch
tberprift, ob der grofite Teil der Zellen (ca. 95%) die G2-Phase erreicht hatte. Dies zeigt
sich anhand der miteinander verbundenen, annihernd gleich grof3en Mutter- und Tochter-
zellen (dumbbells). Fur den Fall, dass ein deutlicher Anteil der Zellen noch nicht in G2 war,
wurde die Inkubation fiir alle Ansitze um ca. 30 Min. verlingert. Im Anschluss wurden die
Zellen zweimal mit je 2 ml sterilem Wasser gewaschen, je nach GroBie des Zellpellets in
200-800 pl SC, ., resuspendiert und auf Eis gehalten. Von jeder Suspensionen wurden
jeweils Verdiinnungen in sterilem Wasser hergestellt (in der Regel waren Verdiinnungen
von 1/c, 1/,c und 1/;,c ausreichend) und von jeder dieser Verdinnungen 100 pl auf
YPD-Platten mit 200 pg/ml G418 ausplattiert, um den Titer an KanKanMX4-Revertanten
in der Suspension zu ermitteln. Dariiber hinaus wurden Verdinnungen fiir die Ermittlung
des jeweiligen Lebendtiters hergestellt und jeweils 100 ul dieser Verdiinnungen auf YPD
ausplattiert (in der Regel waren hier eine 1/ 00~ und cine 1/,¢4 00-Verdiinnung ausrei-
chend). Nach drei Tagen Inkubation der Platten bei 30°C wurden die Kolonien gezihlt.
Anhand der Kolonien auf YPD-Platten wurde der Lebendtiter errechnet und anhand der
Koloniezahl auf YPD mit G418 der Titer an KanKanMX4-Revertanten. Anhand der Titer
wurde wiederum die Reversionsfrequenz errechnet. Die Frequenz des Ansatzes ohne
DNA-schidigendes Agens diente der Bestimmung des spontanen Hintergrunds und wurde

von den Reversionsfrequenzen der restlichen Ansitze subtrahiert, um die induzierten Re-
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versionsfrequenzen zu erhalten. Zusitzlich wurde jede der induzierten Reversionsfrequen-
zen auf die des Wildtyps normiert. Sowohl die induzierten als auch die normierten indu-
zierten Reversionsfrequenzen wurden gegen die Konzentration des DNA-schidigenden
Agens aufgetragen. Zum Vergleich der Mutanten wurden die normierten induzierten Re-

versionsfrequenzen gemittelt und als Balkendiagramm dargestellt.

Messung spontaner Reversions- bzw. Mutationsraten

Die spontanen Reversions- bzw. Mutationsraten wurde nach der Methode des Medians
(Lea & Coulson, 1948) gemessen. Dazu wurde die Zelldichte von Ubernachtkulturen (5 ml
YPD) ermittelt und je eine Suspension auf 1 X 10> Zellen/ml eingestellt. Mit diesen Sus-
pensionen wurden anschlieBend pro Stamm elf parallele Kulturen mit 20 Zellen/ml in 7 ml
YPD angeimpft. Fir die Messung spontaner Reversionsraten wurde hierbei autoklaviertes
Medium, fiir die Messung spontaner Mutationsraten auf pH 5,8 eingestelltes, nicht autokla-
viertes, steril filtriertes YPD verwendet. Nach zwei Tagen Wachstum ohne Bewegung im
Brutschrank bei 30°C wurden die Kulturen in den Inkubationsroller transferiert und weite-
re drei bis vier Tage bei 30°C unter Rollen inkubiert. AnschlieBend wurden von jeder Kul-
tur Aliquots ausplattiert (bei der Messung spontaner Mutationsraten je nach Mutante zwi-
schen 50 und 200 pl unverdinnter Suspension; bei der Messung spontaner Reversionsraten
je nach Mutante 100 pl einer 1/c- 1/, ;- oder einer 1/ -Verdiinnung). Fir die Messung der
Reversionsraten wurde auf YPD mit 200 ug/ml G418 plattiert. Zusitzlich wurden pro
Stamm von je drei zufillig ausgewihlten Kulturen geeignete Verdiinnungen auf YPD plat-
tiert, um den Lebendtiter zu bestimmen. Fir die Messung der Mutationsraten wurde auf
SC g

SC ,,, plattiert. L.-Canavanin ist ein Analogon von Arginin und kann anstatt diesem bei der

mit 40 mg/]1 L-Canavanin plattiert. Fir die Messung des Lebendtiters wurde auf

Proteinsynthese eingebaut werden, was zu inaktiven Proteinen und damit zum Zelltod
fihrt. Das Gen CANT in . cerevisiae codiert fur eine Argininpermease, welche auch L-
Canavanin in die Zelle transportiert. Mutationen in diesem Gen, welche das Genprodukt
inaktivieren bzw. dessen Translation verhindern, fithren zu einer Resistenz gegen L-
Canavanin (Larimeref al., 1978). Daher kann die spontane Mutationsrate einer Kultur an-
hand der Rate spontan auftretender L-Canavanin-Resistenz ermittelt werden. Da L-
Canavanin in Anwesenheit von Arginin jedoch nur sehr ineffizient in Proteine eingebaut
wird, wurde hier SC ,,, anstelle von YPD benutzt. Nach drei Tagen Inkubation der Platten
wurden die Kolonien gezihlt und sowohl der Revertanten- bzw. Mutantentiter als auch der
jeweilige Lebendtiter errechnet. Fir die weitere Berechnung wurde bei jedem Stamm der
Mittelwert der drei ermittelten Lebendtiter verwendet sowie der Mutanten- bzw. Revertan-
tentiter der jeweiligen Mediankultur. Da die Mutationen bzw. Reversionen wihrend des
Wachstums der Kulturen sowohl zu einem frihen als auch zu einem spiten Zeitpunkt auf-
treten konnen, kann der Gesamtanteil an Mutanten bzw. Revertanten in unterschiedlichen
Kulturen stark variieren. Das Auftreten der Ereignisse in einer Vielzahl betrachteter Kultu-
ren ist statistisch normalverteilt. D.h. der groBte Teil der Kulturen weist eine der durch-
schnittlichen Mutations- bzw. Reversionsrate entsprechende Anzahl an Mutationen bzw.
Reversionen auf. In einigen Kulturen ist jedoch bereits frih eine Mutation bzw. Reversion

aufgetreten, weshalb hier die Anzahl an Mutanten bzw. Revertanten zu hoch ist. Einige
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weitere Kulturen dagegen weisen eine zu geringe Anzahl an Mutanten bzw. Revertanten
auf, da die Mutationen bzw. Reversionen erst spit wihrend des Wachstums auftreten. Da-
her gibt die Mutations- bzw. Reversionsfrequenz einer einzelnen betrachteten Kultur nicht
die tatsdchliche Rate der Mutations- bzw. Reversionsereignisse in der Kultur wieder. Die
tatsachliche Rate der Ereignisse in einer Kultur des gegebenen Stammes sollte jedoch auf-
grund der Normalverteilung in der Mediankultur aus einer Stichprobe mehrerer Kulturen
abgebildet sein. Daher wurde fur die Berechnung der Reversions- bzw. Mutationsrate die
Mediankultur jeden Stammes herangezogen. Hierbei gilt: Je mehr Kulturen fir die Ermitt-
lung der Mediankultur herangezogen werden, desto genauer ist das Ergebnis. Bei den hier
vorliegenden Auswertungen wurden je elf Kulturen benutzt. Die Mutationsrate bzw. Re-
versionsrate wurde wie folgt nach Lea & Coulson, 1948 in Bezugnahme auf die Mediankul-

tur ermittelt:

Die Anzahl an Mutationsereignissen (m), welche in der Mediankultur zu einer gegebenen
Anzahl an Mutanten 1 fihrt, kann durch folgende Formel nidherungsweise bestimmt wer-

den:
rn=124m+mlnm

Durch Subtraktion von 1y ldsst sich m als Nullstelle einer streng monoton steigenden
Funktion betrachten, bei der 7y als Konstante angesehen werden kann. Die Bestimmung
von m kann demnach durch eine Newtonsche Iteration erfolgen, da die resultierende Folge

gegen m konvergiert:

m; + m; lnml‘ — 1
2,24+ Inm

miy1 = —

Fiir die Iteration wurde my = 71y gesetzt und der Algorithmus bis m; 4 — m; < 1078 aus-
gefithrt. Die Frequenz ™/ mit N als der Gesamtlebendzellzahl ergibt die Mutationsrate.

Die Standardabweichung wurde anhand

om? 1 12,7

m2  N@Q224+In m)?

berechnet.

Messung der UV-Sensitivitit per Strahlungsgradient

Die semiquantitative Messung der UV-Sensitivitit erfolgte iber abgestufte Bestrahlung
eines Zellausstrichs. Dazu wurde jeweils eine Ubernachtkultur der zu untersuchenden
Stimme (ca. 5 ml YPD) zunichst /¢ in YPD verdinnt und fir 3-5 Std. bei 30°C inkubiert.
AnschlieBend wurde die Zelldichte bestimmt und die Suspensionen wurden auf jeweils
4 x 10° Zellen/ml eingestellt. Von dieser Suspension wurden 25-50 ul gleichférmig als et-
wa 0,5 cm breiter Strich tber die Linge einer YPD-Platte (quadratisch, 120 X 120 mm)
ausgestrichen (siche Abb. 11). AnschlieBend wurde die Platte in einer Dunkelkammer stu-
fenweise mit UV belichtet (bei 254 nm und 0,5 ] Sek”’ m™). Dazu wurde die Platte zunichst
lichtdicht abgedeckt und schrittweise sukzessiv getffnet. Die Platten wurden fiir zwei bis
drei Tage im Dunkeln (zur Vermeidung der Phtoreaktivierung) bei 30°C inkubiert und an-
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schlieBend die Sensitivitit der Mutanten gegen UV-Bestrahlung verglichen. Zur Doku-

mentation wurden die Platten eingescannt bzw. photographiert.

Messung der Uberlebensrate nach UV-Strahlung

Die quantitative Bestimmung der Sensitivitit gegen UV-Bestrahlung wurde dhnlich wie in
Torres-Ramosez al,, 2002 dargestellt durchgefithrt. Dazu wurden Ubernachtkulturen (5 ml
YPD) der zu untersuchenden Stimme zunichst 1/c in YPD verdinnt und 3-5 Std. bei 30°C
inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen geerntet (2 Min bei 4.000 rpm, Hettich Ro-
tanta/RPC) und zweimal mit sterilen Wassers gewaschen. Danach wurde die Zelldichte
bestimmt und auf 2 X 10° Zellen/ml eingestellt. AnschlieBend wurden von geeigneten
Verdinnungen je 100 ul auf YPD ausplattiert und je eine bis zwei Platten gleichzeitig in
einer Dunkelkammer mit UV-Licht bestrahlt (bei 254 nm und 0,5 J Sek’ m®). Um den
Zeitraum zwischen Ausplattieren und Bestrahlung moglichst kurz zu halten, wurde immer
ein Stamm komplett plattiert und dann bestrahlt, bevor der nichste Stamm plattiert wurde.
Die noch nicht plattierten Stimme wurden deshalb nach dem Verdinnen zunichst bei 4°C
aufbewahrt. Die Platten wurden fir drei Tage im Dunkeln bei 30°C inkubiert. Die Kolo-
nien wurden ausgezihlt und die Lebendtiter bestimmt. Der Lebendtiter auf unbestrahlten
Platten wurde als 100% festgelegt und der prozentuale Anteil Gberlebender Zellen bei jeder
Bestrahlungszeit errechnet. Das Ergebnis wurde halblogarithmisch gegen die Bestrahlungs-
zeit aufgetragen. Diese Auftragung ermdoglicht es, im Gegensatz zu einer linearen Auftra-
gung, die genetische Interaktion zweier Mutationen zu ermittelten. Die prozentuale Uber-
lebensrate ist eigentlich fir einen Vergleich zweier Phinotypen nicht direkt geeignet. Zwar
addiert sich bei Additivitit zweier Mutantionen die mittlere Anzahl an letalen DNA-
Schiden, jedoch wird ein Grofteil der zusitzlich entstehenden Schiden in bereits letal ge-
troffenen Zellen auftreten. Da diese jedoch bereits todlich geschidigt sind, ldsst sich dieser
zusitzliche Schaden nicht registrieren. Der Vergleich der Uberlebensrate kann daher ei-
gentlich nicht dazu herangezogen werden, um Interaktionen wie eine Additivitit zu identi-
fizieren. Vielmehr muss fir die Untersuchung genetischer Interaktionen die mittlere An-
zahl an letalen Schiden ermittelt werden. Die mittlere Anzahl solcher tédlichen Ereignisse
in einem betrachteten Genom entspricht einer Binomial-Verteilung mit selten eintreffen-
den Ereignissen und kann damit anhand der Poisson-Verteilung beschrieben werden. Die
mittlere Anzahl letaler Schiden ist dabei A. p(k) ist die Wahrscheinlichkeit einer Zelle, , k*

letale Schaden erhalten zu haben:

k

A
_ -1
p(k) = ke

Da tiberlebende Zellen keine letalen Schiden erhalten haben konnen, stellt die prozentuale
Uberlebensrate y(x) bei der Menge ,,x“ an DNA-schidigendem Agens die Wahrschein-

lichkeit dar, keinen letalen Schaden zu erhalten (also k = 0):

y(x) = p(0)

58 | Scite



METHODEN

Daraus folgt:

A0, 1
— X Ay — -
y(x) = or € e

Ax

Und:

—ln(y(x)) = A

Demnach ist der negative /logarithmus naturalis der Ubetlebensrate gleich der mittleren An-
zahl letaler DNA-Schiden. Daher ist eine semilogarithmische Auftragung der Uberlebens-
rate ein negatives Abbild der mittleren Anzahl an letalen DNA-Schiden und kann somit
Aufschluss tiber die genetische Interaktion zweier Gene in Bezug auf die Sensitivitit gegen
DNA-schidigende Agenzien geben. Aus Griinden der Anschaulichkeit wurde jedoch eine
Auftragung des dekadischen Logarithmus gewihlt, da sich hierbei an den Relationen der

Mutanten zueinander nichts dndert, aber das Ablesen der Uberlebensrate vereinfacht wird.

Bestimmung der Sensitivitit durch einen drop-dilution-assay

Zur Bestimmung der Sensitivitit gegen 4-NQO, Camptothecin und MMS wurden zunichst
Ubernachtkulturen der zu untersuchenden Stimme in 5 ml YPD angezogen. Diese Kultu-
ren wurden /¢ in frischem YPD verdiinnt und weitere 3-5 Std. wachsen gelassen. An-
schlieBend wurde von jeder Kultur die Zelldichte bestimmt und eine Suspension mit
1 X 10" Zellen/ml hergestellt. Jede dieser Suspensionen wurde anschlieBend sukzessiv drei-
mal 1/, verdiinnt, so dass von jedem Stamm vier Suspensionen mit abnehmender Zell-
dichte vorlagen (1 X 107, 1 x 10°, 1 X 10° und 1 x 10* Zellen/ml). Fiir jeden Stamm wur-
den je 7 ul dieser Suspensionen nebeneinander auf mehrere YPD-Platten mit unterschiedli-
cher Konzentration an MMS, Camptothecin bzw. 4-NQO getropft (siche Abb. 11). Diese
Platten wurden vorbereitet, indem nach dem Autoklavieren das Agens in entsprechender
Menge zugegeben wurde. Beim Autoklavieren kann je nach Verhiltnis der Komponenten
im YPD und je nach Dauer des Autoklaviervorgangs die Menge der im Medium durch
Maillardreaktionen entstehenden Mutagene variieren (Kime# a/, 1991). Daher wurde fir
jede Platte YPD aus demselben Ansatz verwendet, um eine gute Vergleichbarkeit der ein-
zelnen Giftkonzentrationen untereinander zu ermdoglichen. Dartiber hinaus wurden die
Platten jeweils an dem Tag gegossen, an dem sie benétigt wurden. Dies ist notwendig, da
die Agenzien wie MMS und 4-NQO mit dem Medium reagieren kénnen und daher die
Konzentration des Agens in der Platte abnimmt. Nach dem austrépfeln der Suspensionen
wurden die Platten fir zwei Tage bei 30°C inkubiert. AnschlieBend wurde die Sensitivitdt
der Stimme anhand des Wachstums bei den unterschiedlichen Konzentrationen an Gift-
stoffen untereinander verglichen. Bei schwer zu erkennenden Unterschieden wurden die
Platten gegebenenfalls zusitzlich noch ein bis zwei weitere Tage bei 30°C inkubiert. Zur
Dokumentation wurden die Platten eingescannt bzw. photographiert. Die im Rahmen die-
ser Arbeit untersuchten Konzentrationen variierten je nach untersuchten Mutanten. Im
Folgenden sind alle relevanten Konzentrationen aufgefiihrt. Zusitzlich wurde jeder Stamm

zur Kontrolle, ob die betreffenden Mutanten eine generell geringere Uberlebens- bzw.
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Wachstumsrate aufweisen, auch auf eine YPD-Platte ohne DNA-schidigendes Agens aus-

getropft.

MMS (in %) 0,01; 0,0075; 0,005; 0,0025; 0,001; 0,00075; 0,0005;
0,0001; 0,000075; 0,00005

4-NQO (in pg/ml) 0,5; 0,25; 0,1; 0,075; 0,05; 0,025; 0,01; 0,005

Camptothecin (in pg/ml) 100, 50; 20; 10; 7,5; 5; 2,5; 1

Im Falle der Sensitivitit gegen UV-Strahlung (siche Ergebnisse mms2A rev3A rad51A) wur-
den die Suspensionen auf YPD-Platten ausgetropft und jede Platte einzeln bestrahlt. Be-
strahlt wurde dabei fir 10, 20, 30, 45, 60, 75, 90, 105 und 120 Sekunden (bei 254 nm und
0,5 J Sek." m™) in einer Dunkelkammer. Die Platten wurden hierbei anschlieBend im Dun-

keln inkubiert, um Photoreaktivierung durch die Photolyase zu verhindern.

Abb. 11:
f \ Links
Schematische Darstellung des
Ausstrichs fir die Messung
der UV-Sensitivitit per Strah-
lungsgradient. Jeder Streifen
reprisentiert einen Stamm.
Rechts
Schematische Darstellung der

Tropfenanordnung beim drop-

dilution-assay zur Messung der

Sensitivitit gegen chemische

\_ J

Agenzien.

Messung der Uberlebensrate nach Inkubation mit DNA-schidigenden Agen-

zien

Die quantitative Messung der Sensitivitit gegen DNA-schidigende Agenzien wurde ent-
sprechend der Messung induzierter Reversionsfrequenzen durchgefithrt (siche ,,Messung
induzierter Reversionsfrequenzen®). Jedoch wurden die Zellen hierbei nach Inkubation mit
den Agenzien nicht gewaschen. Durch das Waschen kommt es zu deutlichen Schwan-
kungen in der Zelldichte der einzelnen Ansitze eines Stammes. Daher wurde jeder Ansatz
direkt verdinnt und ausplattiert, was gewihtleistet, dass sich die Zelldichten der einzelnen
Ansitze nicht voneinander unterscheiden. Plattiert wurde auf YPD, um die jeweiligen Leb-
endtiter zu ermitteln. Der Lebendtiter des jeweiligen Ansatzes ohne DNA-schidigendes
Agens wurde als 100% festgelegt und die prozentuale Anzahl Uberlebender wurde fiir je-
den Ansatz eines Stammes errechnet. Diese Werte wurden semilogarithmisch gegen die
Konzentration des Agens aufgetragen (zur semilogarithmischen Auftragung siche ,,Mes-
sung der Uberlebensrate nach UV-Strahlung®). Bei der Messung der Uberlebensrate nach
MMS wurde zu den Kulturen vor dem Verdinnen 5% Natriumthiosulfat hinzugegeben.
Dies war notwendig, um das MMS durch Reaktion mit dem Thiosulfat zu ,,inaktivieren®
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und so eine definierte Reaktionszeit mit definierten Konzentrationen an MMS zu gewihr-

leisten.

Messung der Verdopplungszeit

Zur Messung der Verdopplungszeiten wurde von den zu untersuchenden Stimmen zu-
nichst eine Ubernachtkultur in 5 ml YPD angesetzt. Von dieser wurde die Zelldichte be-
stimmt und eine 50 ml-YPD-Kultur auf 5 x 10° Zellen/ml eingestellt. Die ODyy,, dieser
Kulturen wurde anschlieBend bestimmt und die Kulturen bei 30°C unter Schiitteln fiir acht
bis zehn Stunden inkubiert. Etwa alle 30 Minuten wurde ein Aliquot der Zellsuspensionen
abgenommen und die OD,,,, gemessen. Der log (OD,,..) wurde gegen die Zeit aufgetra-
gen und fur den linearen Bereich der Graphen wurde jeweils eine Regressionsgerade ermit-
telt. Die Verdopplungszeit der Zellen lie} sich dann anhand der Steigung dieser Geraden

wie folgt berechnen:
Gleichung der Regressionsgeraden:
logy(t,) = logy(to) + at,
Wobei t, die Zeit in Minuten zum Zeitpunkt x darstellt. Fur die Berechnung der Ver-
dopplungszeit tg, gilt:
tap =ty — ty;bel y(t;) = 2y(t1)
und:

. _ log2y(ty) —logy(to).

_logy(t;) —logy(to)
2 und t; =

a a

Demnach gilt:
aty, = log2y(t;) —logy(ty) — (logy (t1) —logy(to));

aty, =log2y(t;) —logy(ty) = (y(ty) —y(t1)) log2 =log2;
_log2

t
dp a

Wobei a die Steigung der Regressionsgraden darstellt.
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ERGEBNISSE

MESSUNG VON SCHWESTERCHROMATID-INTERAKTIONEN

Tiglich entstehen ca. 80.000 DNA-Schiden in einer einzelnen Sdugerzelle allein durch
spontane Vorginge wie Hydrolyse, Oxidation oder Alkylierung. Dazu kommt eine Vielzahl
exogener Finflisse, welche zu einer Schidigung der DNA fithren konnen (Friedberg ef .,
20006). Bei dieser Menge an DNA-Schiden ist es unvermeidlich, dass auch wihrend der
Replikation Schiden in der DNA vorliegen und die Replikationsmaschinerie auf eine sol-
che Lision trifft. Da die Schiden in einem solchen Fall nicht mehr im Doppel-, sondern im
Einzelstrang vorliegen, konnen Basen- und Nukleotidexzision hier nicht mehr eingesetzt
werden. Somit ist eine Reparatur des Schadens nicht mehr oder nur in seltenen Fillen mog-
lich. Lauft die DNA-Polymerase in einen Schaden auf dem zemplate hinein, kann es zu ei-
nem Replikationsarrest kommen. Bleibt dieser bestehen, so fithrt dies wahrscheinlich zum
Zelltod. Wie in der Einleitung dargelegt (siche Seite 10 bis 20), gibt es unterschiedliche
Modelle, die beschreiben kénnen, nach welchen Mechanismen ein Replikationsarrest beho-
ben werden kann: zum einen die Benutzung von Transldsionspolymerasen, welche eine
héhere Toleranz gegentiber chemisch verinderten Basen besitzen, aber gleichzeitig eine
erhohte Fehlerrate aufweisen, zum anderen die Rekonstruktion der urspringlichen Infor-
mation Uber eine Interaktion mit dem Schwesterchromatid. In beiden Fillen wird der Ar-
rest durch Umgehen der beschidigten Base aufgehoben. Wihrend Translisionssynthese
Ereignisse generiert, welche anhand der erhohten Anzahl an Mutationen nach DNA-
Schidigung gemessen werden kénnen, ist die Messung von Schwesterchromatid-Interaktio-
nen nicht trivial, da Schwesterchromatiden genetisch identisch sind und die Messung eines
Informationsaustausches nicht ohne weiteres mdéglich ist. Um einen solchen Austausch
dennoch untersuchen zu kénnen, miissen Mechanismen genutzt werden, die es ermdgli-
chen, bei einem Informationsaustausch eine messbare Verinderung hervorzurufen. Das
von Christian Rudolph entwickelte KanKanMX4-Modul stellt ein experimentelles System
dar, welches solche Verinderungen erméglicht und messbar macht (siche Abb. 12; Ru-
dolph, 2003). Es besteht aus dem KanMX4-Modul (Wach ez a/., 1994), welches eine direkte
Sequenzduplikation von 266 bp beinhaltet. Das KanMX4 codiert fir ein Protein, welches
in Saccharomyces cerevisiae eine Resistenz gegen das Antibiotikum G418 vermittelt. Durch die
Sequenzduplikation wird jedoch das Leseraster verschoben, wodurch diese Resistenz auf-
gehoben wird. Fine vollstindige Deletion des Duplikats, wie sie unter anderem tber eine
Interaktion zwischen Schwesterchromatiden entstehen kann, fuhrt zu einer Reversion der
G418-Resistenz. Zur Integration des Moduls in das Genom der zu messenden Stimme von
S. cerevisiae wurde das Modul in das Integrationsplasmid YIplac128 bzw. Ylplac211 iz Sall-
EcoRI-Verdau kloniert.
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EcoRI Nsil Nsil Sall
A ] 266 bp I )
TEF1 Promotor w———— Kanamycin (G418) Resistenzgen —————— TEF1Terminator
(E. gossypii) (E. coli) (E. gossypii)
KanMX4

interne Klonierung
des 266 bp
Nsil Fragments

EcoRl Nsil Nsil Nsil Sall
] i 266 bp I 266 bp I I
TEF1Promotor ~ ————  Nicht-funktionales Kanamycin (G418) Resistenzgen =~ ————  TEF1Terminator
(E. gossypii) (E. coli) (E. gossypii)
KanKanMX4

Klonierung des 1750 bp
EcoRI-Sall-Fragments
in Ylplac128 bzw. Yiplac211

Abb. 12: Schematische Darstellung des KanKanMX4-Moduls zur Messung von Schwesterchromatid-Interaktio-
nen$. Schnittstellen von Restriktionsenzymen sind im Bild angegeben. Schwarz reprisentiert die Flanken des aus
E. coli -stammenden Kanamycinresistenzgens. Das in Grauténen dargestellte Nsil-Fragment wurde durch interne
Klonierung verdoppelt, wodurch es zu einer Verschiebung im Leseraster des Kanamycin-Gens (in Rot her-
vorgehoben) und somit zum Verlust der Resistenz gegen G418 kommt. Durch komplette Deletion kann das
Leseraster und die Resistenz wieder hergestellt werden. Fiir die Integration des Moduls in S. cerevisiae wurde das
Fragment via EcoRI und Sall in die integrativen Vektoren YIplac128 bzw. YIplac211 kloniert.

Untersuchungen zur Entstehung von Reversionsereignissen im
KanKanMX4-Modul

Modelle zur Deletion von Sequenzduplikaten

Die Deletion der direkten Sequenzwiederholung im KanKanMX4 kann nach aktuellem

Wissensstand am wahrscheinlichsten tiber folgende finf Mechanismen erfolgen:
1. Die Deletion durch Springen des primers auf dem femplate-Strang,.
ii.  Die Reparatur von Doppelstrangbrichen tber Single Strand Annealing (SSA).

iii.  Die Reinitiation der Replikation durch homologe Rekombination nach mmn off
Synthese oder einem enzymatisch forcierten Schnitt im femplate-Strang einer blo-

ckierten Replikationsgabel.
iv.  Die Reparatur von Doppelstrangbriichen durch homologe Rekombination.

v.  Die Umgehung eines replikationsarretierenden DNA-Schadens durch Schwester-
chromatid-Interaktion mit reinem Informationsaustausch (Szster Chromatid Interaction

- SCI) oder materiellem Schwesterchromatidaustausch (Sister Chromatid Exchange -
SCE).
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Deletion durch Springen des primers auf dem template-Strang

Eine Deletion von Sequenzduplikationen kann durch eine Verschiebung bzw. ein Springen
des primer-Endes auf dem zemplate stattfinden. Die beiden wahrscheinlichsten und vermut-
lich auch hiufigsten Formen einer solchen primer-template-Verschiebung sind die Bildung
von Sekundirstrukturen zwischen palindromischen Sequenzen im Zezplate-Strang und primer
template slippage (PTS). Da das KanKanMX4-Modul jedoch keine palindromische oder teil-
weise palindromische Sequenz aufweist, kommt von diesen beiden Moglichkeiten nur pri-
mer template slippage als moglicher Ursprung einer Reversion in Frage. Als primer template ship-
page wird die verschobene Rehybridisierung nach einem Losen des primer-Endes von der
Matrize bezeichnet. Eine schematische Darstellung hierzu ist in Abb. 13 A zu finden. Das
primer-Ende kann wihrend der Synthese den Kontakt zum zemplate-Strang verlieren. Bei
dem darauf folgenden Rehybridisieren des primer-Endes mit der Matrize ist es moglich, dass
das Ende mit in der niheren Umgebung vorhandenen Sequenzduplikationen hybridisiert,
anstatt mit dem urspringlichem Sequenzabschnitt. Der Bereich zwischen diesen Abschnit-
ten wird dabei Gibersprungen und somit bei anschlieend fortschreitender Synthese deletiert
(Abb. 13 A vi; Ripley, 1990).

Deletion durch Single Strand Annealing
Eine schematische Darstellung der Deletion durch SSA ist in Abb. 13 B zu sehen. Wih-

rend der Reparatur von Doppelstrangbriichen durch homologe Rekombination werden
zunichst an den Bruchenden 3’-Uberhinge generiert. Diese sind notwendig, um anschlie-
Bend unter Bildung eines D-Logps an homologer Stelle in das Schwesterchromatid invadie-
ren zu kénnen (sieche Seite 7, Abb. 1). Liegt der Bruch jedoch direkt innerhalb einer Se-
quenzduplikation bzw. innerhalb eines Bereichs zwischen zwei sich wiederholenden Se-
quenzen, so kénnen durch das Generieren der 3’-Uberhinge komplementire Einzelstrang-
bereiche entstehen (Abb. 13 B ii). Diese Uberhinge koénnen direkt miteinander hybridisie-
ren. Die Konsequenz aus dieser direkten Hybridisierung ist der Verlust einer der beiden
Sequenzduplikationen. In §. cerevisiae wird fir SSA Rad52 bendtigt, fir das 2 vitro gezeigt
werden konnte, dass es RPA von den Einzelstrangiiberhingen verdringt und die Bindung
komplementirer Stringe fordert. Je nachdem, wie die Uberhinge hybridisieren, sind zu-
satzlich méglicherweise noch eine flap-Endonuklease oder eine Polymerase notwendig, um
eventuell vorhandene flaps zu entfernen bzw. Liicken aufzufillen. Die verbleibenden Un-
terbrechungen der Einzelstringe werden anschlieBend durch eine DNA-Ligase geschlos-
sen, sodass der Doppelstrangbruch repariert wird. Diese fir Sequenzduplikationen spezifi-
sche Form der Doppelstrangbruchreparatur durch homologe Rekombination wird als Szngle
Strand Annealing bezeichnet (Krogh & Symington, 2004; Lin ez al., 1984; Smith & Rothstein,
1999).
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Deletion durch die Reparatur kollabierter Replikationsgabeln nach ran off-Synthese
Eine schematische Darstellung des folgenden Modells ist in Abb. 13 C gezeigt. Trifft die

DNA-Polymerase auf einen Bruch im zemplate, so kann sie von der Matrize herunterfallen
und ein unvollstindiges Chromosom mit Doppelstrangende entstehen (Abb. 13 Ci). Die-
ser Vorgang wird in der Literatur oft als Kollaps einer Replikationsgabel bezeichnet. Zur
Vervollstindigung des Chromosoms muss anschlieBend die Replikation reinitiiert werden,
was Uber homologe Rekombination mit dem Schwesterchromatid erreicht werden kann
(sieche Seite 9, Abb. 2). Dabei wird zunichst das Doppelstrangende des unvollstindigen
Chromosoms zuriickgeschnitten und ein 3’-Uberhang generiert. AnschlieBend kommt es
zu einer Invasion des 3’-Endes in die homologe Region des Schwesterchromatids. Im Falle
einer Sequenzduplikation existiert die homologe Sequenz jedoch zweimal, sodass es zu
einer Invasion in der falschen Duplikation kommen kann (Abb. 13 C iii). Befand sich der
Einzelstrangbruch in der ersten und invadiert das 3’-Ende in der zweiten Duplikation, so
wird der Bereich zwischen den sich wiederholenden Sequenzen ausgelassen. Durch einen
Schnitt in dem bei der Invasion entstehenden D-Logp kann anschlieBend eine Struktur dhn-
lich der Replikationsgabel entstehen, an der die Replikation reinitiiert werden kann. Da die
Replikation somit in der zweiten Duplikation weiterlduft und der Bereich zwischen den
Wiederholungen ausgelassen wurde, kommt es zu einer Deletion der Sequenzduplikation
(Abb. 13 C iv; Krogh & Symington, 2004).

Deletion durch homologe Rekombination bei der Doppelstrangbruchreparatur

Eine schematische Darstellung hierzu ist in Abb. 13 D zu finden. Die Reparatur von Dop-
pelstrangbriichen beinhaltet, wie bereits im Abschnitt iber SSA angemerkt, eine Invasion
in das Schwesterchromatid bzw., soweit vorhanden, in das homologe Chromosom
(Abb. 13 D ii). Das Schwesterchromatid bzw. Homologe kann als femplate dienen und das
invadierte 3’-Ende kann an dieser Matrize bis in den hinter dem Bruch liegenden Bereich
verlingert werden (Abb. 13 D iii). Durch das anschlieBende Auflésen des D-Logps entste-
hen so komplementire Uberhinge, welche miteinander hybridisieren kénnen
(Abb. 13 D iv). Hierdurch werden die gebrochenen Enden wieder zusammengeftgt. An-
schlieBend werden die Einzelstringe durch eine DNA-Ligase geschlossen, wodurch der
Doppelstrangbruch repariert wird. Wie beim SSA kénnen auch hier zusitzlich eine Flap-
Endonuklease oder eine Polymerase notwendig sein. Bei der Interaktion mit dem Homolo-
gen bzw. Schwesterchromatid ist es méglich, durch eine Invasion in der falschen Duplika-
tion, das erste Sequenzduplikat auszulassen, was zu einer Deletion der Sequenz und somit
zur Reversion der G418-Resistenz fihrt. Anstelle einer direkten Auflésung des D-Logps ist
es allerdings auch méglich, den verdringten Strang unter Bildung einer Holliday-Junction mit
dem beschidigten femplate-Strang zu hybridisieren. Auch kann es dartiber hinaus zu einer
Hybridisierung des Endbereichs des am Schwesterchromatid verlingerten Stranges mit der
urspriinglichen Matrize kommen, wobei eine doppelte Holliday-Junction entsteht, wie es ana-
log in Abb. 13 E iii dargestellt ist. Diese junctions konnen anschlieSend durch eine Resolvase
aufgel6st werden, wobei es zur Genkonversion oder zum ¢ross over kommen kann. Auch

hierbei kann das Sequenzduplikat im verlingerten Strang ausgelassen werden.
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Deletion durch Schwesterchromatid-Interaktion bzmw. Schwesterchromatid-Aunstausch bei einem
Replikationsarrest

Neben der Reparatur von Doppelstrangbriichen und den bei ru7 off-Synthese entstehenden
Doppelstrangenden kann auch das Beheben eines Replikationsarrests an einer beschadigten
Base zu der Deletion einer Sequenzduplikation fithren. Eine schematische Darstellung hier-
zu ist in Abb. 13 E zu finden. Dazu ist die Bildung eines einzelstringigen 3’-Endes durch
Kontaktverlust des primer-Endes zum femplate notwendig, was bspw. mithilfe einer Helikase
erreicht werden kann. Dieses 3’-Ende kann fiir eine Invasion in das Schwesterchromatid
genutzt werden. Wie zuvor bereits dargelegt, kann es hierbei zu einer Invasion in der fal-
schen Sequenzduplikation kommen (Abb. 13 E ii). Um den Replikationsarrest aufzuheben,
muss die beschidigte Base, welche den Arrest hervorgerufen hat, umgangen werden. Dafiir
wird das Schwesterchromatid als alternatives, unbeschadigtes zemplate genutzt und so das 3’-
Ende des invadierenden Stranges tiber den Schaden hinaus verlingert. Dabei kann die Ver-
lingerung tber die doppelt vorhandene Sequenz hinausgehen. Nach dem Auflésen des D-
Loops und der Rehybridisierung des am Schwesterchromatid verlingerten Strangs mit dem
urspringlichen femplate, kann der bei der Invasion ausgelassene DNA-Bereich als einzel-
strangige Schleife aus dem Doppelstrang hinausragen (Abb. 13 E iv). Wird anschlieBend
die Replikation fortgesetzt, fithrt dies zur Deletion der Sequenzduplikation im neu syntheti-
sierten Strang. Alternativ kann der D-Logp durch Bildung von Holliday-Junctions und an-
schlieBende Genkonversion bzw. cross over aufgelost werden, wie es in Abb. 13 E iii ange-
deutet ist. Anstatt der direkten Invasion des 3° primer-Endes ins Schwesterchromatid ist es
auch denkbar, dass es zu einem Schnitt in der hinter dem Arrest entstehenden Einzel-
strangregion kommt, wodurch ein unvollstindiges Chromosom mit 5-Uberhang entsteht.
Auch kann es durch fork regression zu einem Chicken Foot kommen, welcher durch eine Re-
solvase geschnitten wird. In diesem Fall kommt es zu einem unvollstindigen Chromosom
mit 3’>-Uberhang. In beiden Fillen kann das resultierende unvollstindige Chromosom ent-
sprechend der Reparatur nach 7z off-Synthese prozessiert werden (Abb. 13 E i, angedeutet
durch einen unterbrochenen Pfeil). Alternativ zu der fiir diese Modelle notwendigen Inva-
sion des 3’-Endes, kann auch der hinter dem Arrest entstehende Einzelstrang im Schwes-
terchromatid invadieren, wobei jedoch bisher nicht klar ist, inwiefern dies 7z vivo in
S. cerevisiae moglich ist bzw. ob Rad51 zwingend ein freies 3’-Ende bendétigt. Auch hierbei
ist eine Invasion in der falschen Duplikation méglich, jedoch muss fir eine Umgehung des
Schadens das in der Synthese arretierte 3-Ende mit dem verdringten Strang hybridisieren,
um eine Umgehung des Schadens zu ermoglichen, so dass es per se zu einer Holliday-Junction

als Intermediat kommt.

Bei jedem der benannten Modelle ist es moglich, dass es anstelle der Deletion einer Se-
quenzduplikation zu der Triplikation der entsprechenden Sequenz kommt. Dies geschicht,
wenn es ausgehend von der zweiten Duplikation zu einer Invasion bzw. beim primer template
slippage zur Rehybridisierung im ersten Duplikat des Schwesterchromatids kommt. Die
Triplikation fihrt jedoch im Gegensatz zur Deletion nicht zu einer phanotypischen Verin-

derung und kann somit nicht mit dem KanKanMX4-System erfasst werden.
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Abb. 13: Modelle zur Deletion von Sequenzduplikaten. Die duplizierten Sequenzen sind in Orange und Gelb
dargestellt. A Deletion durch das Springen des primer-Endes (rechts). Die Polymerase ist als lila-farbene Elip-
se dargestellt. B Deletion durch single strand annealing. C Deletion durch fehlerhafte Invasion nach run off-
Synthese. Die unterschiedlichen DNA-Stringe sind durch Firbung in Schwarz, Rot, Griin und Blau vonein-
ander differenziert. Stellen fir enzymatische Schnitte in den Stringen sind mit einem dunkel blauem Strich
angedeutet. Die singulire Sequenz nach der Deletion ist durch einen roten Rahmen hervorgeho-
ben. D Deletion tber eine fehlerhafte Invasion beim Single Strand Annealing. Bedeutungen der Farbkodierung
siche (A). E Deletion nach fehlerhafter Invasion infolge eines Replikationsarrests. Bedeutungen der Farbko-
dierung siche (A). (Modelle nach Krogh und Symington 2004 und Ripley 1990).

Untersuchungen zur Entstehung der Reversionsereignisse in vivo

Messung spontaner Reversionsraten

Damit anhand des KanKanMX4-Systems tberhaupt eine Aussage tUber die damit unter-
suchten Mutanten gemacht werden kann, ist es zunidchst notwendig, zu iiberpriifen, welche
der zuvor dargestellten Modelle tberhaupt 7z vivo zu einer Deletion der Sequenzduplikation
im KanKanMX4 fihren und welche weitestgehend keinen Einfluss auf die Reversions-
ereignisse haben. Am einfachsten von den anderen Modellen zu unterscheiden ist eine De-
letion durch primer template slippage. Dieser Prozess ist der einzige, bei dem weder eine Inva-
sion eines 3’-Endes in einen homologen Bereich des Schwesterchromatids, noch die Hyb-
ridisierung komplementirer Uberhinge notwendig ist. Fiir die Invasion eines Einzelstrangs
in homologe dsDNA werden in S. cerevisiae die Proteine Rad51 und Rad52 benétigt. Die
Hybridisierung von komplementiren Uberhingen beim SSA ist dagegen nur Rad52-
abhingig (Krogh & Symington, 2004). Die Messung spontaner Reversionsraten in einer
rad51A- und einer rad52A-Mutante im Vergleich zum Wildtyp sollte dementsprechend Auf-
schluss tber eine eventuelle Beteiligung von PTS an der Entstehung von Reversionsereig-
nissen im KanKanMX4-Modul geben. Daher wurde fiir diese Mutanten die spontane Re-
versionsrate mit Hilfe der Methode des Medians ermittelt (Tab. 4; Lea & Coulson, 1948).
Hierzu wurden von jedem Stamm elf parallele Kulturen mit sehr geringer Zelldichte an-
geimpft und vier bis sechs Tage wachsen gelassen. Fir jede der elf Kulturen wurde der
Revertantentiter und darauf aufbauend die Mediankultur ermittelt. Diese Kultur wurde

dann fur die Berechnung der Reversionsrate herangezogen.

Tab. 4: Spontane Reversionsraten von rad51A- und rad52A-Mutanten. Die Werte wurden nach der Methode des Medians
ermittelt (Lea & Coulson, 1948). Im Falle der 7ad52A-Mutante bildeten sich keine Kolonien wihrend des Tests. Die ange-

gebenen Maximalwerte entsprechen der Berechnung anhand einer einzelnen hypothetischen Kolonie.

Stamm Spontane Reversionsrate Faktor Mut. / WT
Wildtyp 9,36 x 10+ 9,82 x 107 1
9,54 x 10°+ 9,83 x 107 1

rads1 3,35 x 10° £ 3,3 x 10 3,6
4,77 x 107 + 4,56 x 107 5,6

rad52 <5,5x 107 < 0,06
< 3,1 x10°¢ < 0,003
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Bei beiden Versuchen konnten fiir die rad52A-Mutante keine Revertanten gefunden wer-
den. Demnach scheinen die Ereignisse, welche z vivo zu einer Reversion fithren, im We-
sentlichen Rad52-abhingig zu sein. Da fur primer template slippage keine Invasion im Schwes-
terchromatid notwendig ist und dieser Mechanismus dementsprechend nicht von Rad52
abhingig sein sollte, ist PTS hoéchstwahrscheinlich nicht die Ursache der 7 vivo entstehen-

den Reversionen. Interessanterweise ist die spontane Reversionsrate in rad57A im Gegen-
satz zum Wildtyp erhoht. Es scheint demnach ein Teil der Reversionen tiber einen Prozess
zu entstehen, welcher in Abwesenheit von Rad51 zu einem Anstieg der Reversionsfrequenz
fihrt. In Abwesenheit von Rad51 kénnten Doppelstrangbriiche anstatt durch eine Invasi-
on in das Schwesterchromatid tiber Rad51, Rad52 und anschlieBende Generierung komp-
lementirer Uberhinge (SDSA), direkt iiber Rad52-vermitteltes SSA repariert werden. Um
tber SDSA eine Reversion zu erzeugen, ist die Invasion in der zweiten Sequenzduplikation
im Schwesterchromatid, ausgehend von der ersten Duplikation, notwendig. Entsteht der
Schaden in der zweiten Duplikation und folgt eine Invasion in der ersten Wiederholung im
Schwesterchromatid, so entsteht eine Triplikation der Sequenz. Durch Invasion in der
zweiten Duplikation des Schwesterchromatids, ausgehend von einem Schaden in der zwei-
ten Sequenzwiederholung, bleiben beide Sequenzen erhalten. Dasselbe gilt fir eine Invasi-
on in der ersten Duplikation des Schwesterchromatids, ausgehend von der ersten Wieder-
holung. Drei von vier moglichen Invasionsszenarien stellen demnach phinotypisch keine
Verianderung dar. Dagegen fithrt jede Ausgangssituation bei SSA zu einer Deletion der
Duplikation und damit zu einer phinotypischen Anderung. Dementsprechend kénnte bei
einer Zunahme an SSA gegeniiber SDSA auch die Frequenz an Reversionsereignissen stei-
gen und die erhohte spontane Reversionsrate in 7zd51A auf diese Zunahme zurtckzufthren
sein. Eine weitere Erklirung kénnte die Entstehung von Doppelstrangbriichen als Sekun-
dirschaden sein. Bei Abwesenheit von Rad51 wire es méglich, dass DNA-Schiden ander-
weitlg prozessiert werden, was unter anderem zu einer Anhdufung von Doppelstrangbrii-
chen fithrt, welche wiederum tiber SSA prozessiert werden. Jedoch wire auch in diesem
Fall die erhShte spontane Reversionsrate wahrscheinlich auf eine Zunahme an SSA zurtick-
zuflihren.

Zusammengefasst machen es die Beobachtungen fiir rad52A und rad51A eher unwahr-
scheinlich, dass primer template slippage der Ursprung der zn vivo spontan entstehenden Rever-
sion darstellen. Vielmehr sind die Daten konsistent mit der Vermutung, dass die Revers-
ionen im Wesentlichen durch Prozesse entstehen, welche von der homologen Rekombi-
nation abhingig sind.

Messung schadensinduzierter Reversionsfrequenzen im Wildtyp

Den Beobachtungen bei der spontanen Reversionsrate zufolge entstehen die Reversionen
hochstwahrscheinlich tber eines der zuvor benannten vier Modelle, welche eine Invasion
im Schwesterchromatid benoétigen. Jedes dieser Modelle setzt voraus, dass der Prozess
durch einen Schaden in der DNA induziert wird. Demnach sollte die gemessene Reversi-
onsfrequenz mit der Schadensdichte in den Zellen korrelieren. Um zu untersuchen, inwie-
fern die gemessenen Reversionen abhingig von DNA-Schiden sind, wurde daher die scha-
densinduzierte Reversionsfrequenz im Wildtyp bestimmt. Dazu wurden die Zellen mit dem
Agens 4-Nitrochinolin-1-Oxid (4-NQO) behandelt. 4-NQO kann metabolisch aktiviert
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werden und bildet in aktivierter Form sperrige Addukte mit den Basen der DNA (Abb. 15;
Galiegue-Zouitina et al., 1986; Turesky, 1994). Solche Addukte von Aromaten mit den Ba-
sen sind wahrscheinlich in der Lage, Replikationsarreste hervorzurufen. Gezeigt werden
konnte dies bspw. bereits fir 2-Acetylaminofluorene (Pages ez 4/, 2005). Dariiber hinaus
kann es durch 4-NQO-Inkubation zu oxidativen Schiden wie der Bildung von 8-Oxo-
Guanin oder Strangbriichen kommen (Galiegue-Zouitina ef al, 1985; Kohda ef al., 1986;
Ramotar et al., 1998; Yamamoto ez al., 1993). Wie zuvor bereits erwihnt, stellen sowohl
Strangbriiche als auch Replikationsarreste eine Moglichkeit dar, die Invasion im Schwester-
chromatid zu induzieren und damit eine Reversion hervorzurufen. Die Behandlung der
Zellen mit 4-NQO sollte demnach zeigen, ob Reversionen durch Erzeugung von DNA-
Schiden entstehen kénnen. Um die 4-NQO-induzierte Reversionsfrequenz zu ermitteln,

wurden die Zellen zunichst in der G1-Phase durch Zugabe von a-Faktor arretiert. An-
schlieBend wurden die Zellen um den Arrest aufzuheben gewaschen und danach in Anwe-
senheit von 4-NQO bis zum Erreichen der G2-Phase wachsen gelassen. Damit wurde
weitgehend sichergestellt, dass die Zellen genau fiir die Dauer einer S-Phase dem Agens
ausgesetzt waren, da bspw. Replikationsarreste nur in dieser Phase auftreten kénnen. Un-
tersucht wurden die 4-NQO-Konzentrationen 0,02; 0,04; 0,08; 0,16 und 0,24 pg/ml. Dazu
wurde die synchronisierte Zellsuspension entsprechend der Anzahl an untersuchten Kon-
zentrationen in sechs Ansitze aufgeteilt. Funf dieser Ansitze wurden jeweils mit einer der
benannten 4-NQO-Konzentration inkubiert. Der sechste Ansatz diente zur Messung des
spontanen Hintergrunds und wurde ohne 4-NQO weiterverwendet. Im Anschluss wurden
die Zellen gewaschen, um das 4-NQO zu entfernen. Geeignete Verdiinnungen wurden auf
YPD-Platten mit und ohne G418 ausplattiert. Die ermittelte Koloniezahl auf YPD diente
zur Berechnung des Lebendtiters, diejenige auf G418 zur Berechnung des Revertantenti-
ters. Anhand der Titer wurde anschlieBend die Reversionsfrequenz errechnet und jeweils
der spontane Hintergrund subtrahiert, um die induzierte Reversionsfrequenz zu erhalten.
Die Auftragung der induzierten Frequenz gegen die 4-NQO-Konzentration ist in Abb. 14

zu sehen.
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Abb.14: 4-NQO-induzierte Reversionsfrequenzen im Wildtyp als Mittelwert von fiinf

unabhingigen Messungen. Fehlerbalken reprisentieren die Standardabweichung.
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Abb. 15: Darstellung der hauptsichlich durch 4-NQO gebildeten DNA-Addukte nach Galiegue-Zouitina ez al.,
1985 und Galiegue-Zouitina e al, 1986. A 3-(Desoxyguanosin-N2-yl)-4-aminochinolin-1-oxid. B 3-(Desoxy-
adenosin-N6-yl)-4-aminochinolin-1-oxid. C N-(Desoxyguanosin-C8-yl)-4-aminochinlin-1-oxid.

Tatsdchlich ldsst sich ein Dosis-abhingiger Anstieg der induzierten Reversionsfrequenz im
Wildtyp feststellen. In erster Naherung sollte primer template slippage nicht von der Konzen-
tration an 4-NQO im Medium abhingig sein. Es scheinen demnach andere Mechanismen
zu einer Reversion zu fithren, welche durch 4-NQO induzierbar sind.

Ein wichtiger Aspekt bei der Interpretation der induzierten Reversionsfrequenzen ist die
Frage nach der Aussagekraft der ermittelten Daten. Die induzierten Reversionsfrequenzen
werden durch Abziehen der spontanen Reversionsfrequenz erhalten. Diese ist jedoch gene-
rell einer gewissen statistischen Schwankung unterworfen. Ist die spontane Frequenz dabei
deutlich hoher als die induzierte, so kann letztere durch die statistischen Schwankungen
Uberlagert werden. Da die induzierten Reversionsfrequenzen im Wildtyp jedoch je nach
4-NQO-Konzentration 2- bis 14-fach tber dem spontanen Hintergrund liegt (Daten nicht
gezeigt), ist es eher unwahrscheinlich, dass statistische Schwankungen die Ergebnisse der
Messungen beeinflussen.
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Messung schadensinduzierter Reversionsfrequenzen in rekombinationsdefekten Mutanten

Wie die Messung spontaner Reversionsraten zeigt, sind die spontanen Reversionsereignisse
in vivo wahrscheinlich vollstindig von Rad52 abhingig. Um zu tberpriifen, ob auch die
durch 4-NQO induzierten Reversionsereignisse Rad52-abhingig sind, wurden auch die

4-NQO-induzierten Reversionsfrequenzen von rad52A gemessen. Das Ergebnis ist in

Abb. 16 ii und iv zu sehen. Auch hierbei lassen sich fur 7zd52A annihernd keine Reversio-
nen in den drei Messungen feststellen. Durch die Inkubation mit 4-NQO lassen sich dem-
nach nahezu ausschlief3lich Rad52-abhingigen Reversionsereignisse induzieren.

Neben der induzierten Reversionsfrequenz von rad52A wurde auch die induzierte Frequenz
von rad51A gemessen. Das Ergebnis ist in Abb. 16 1 anhand eines reprisentativen Experi-

ments zu sehen. Die induzierten Reversionsfrequenzen in rad57A sind deutlich verringert
gegeniiber dem Wildtyp. Um einen besseren Eindruck dartiber zu bekommen, wie stark die
induzierte Reversionsfrequenz im Vergleich zum Wildtyp erniedrigt ist und vor allem um
einen Wert zu erhalten, welcher es spiter ermdglicht, unterschiedliche Mutanten miteinan-
der zu vergleichen, wurden die jeweiligen Werte einer Messung auf die Werte des Wildtyps
normiert und ebenfalls gegen die 4-NQO-Konzentration aufgetragen. Durch diese in
Abb. 16 iii dargestellte Art der Auftragung zeigt sich, dass die induzierten Reversions-
frequenzen in rad57A unabhingig von der Konzentration an 4-NQO im Vergleich zum
Wildtyp innerhalb einer Messung immer um etwa den gleichen Faktor erniedrigt sind. So-
mit kann der Mittelwert der normierten induzierten Reversionsfrequenzen berechnet wer-
den, was den spiteren Vergleich mit anderen Mutanten erleichtert. Allerdings wurden fiir
die Berechnung des Mittelwerts die jeweiligen auf den Wildtyp normierten induzierten Re-
versionsfrequenzen fiur die Konzentration 0,02 pg/ml nicht hinzugezogen. In einer der
Messungen flr rad51A schien der berechnete Faktor bei dieser Konzentration nicht dem
ansonsten mehr oder weniger konstanten Wert zu entsprechen. Auch bei spiteren Messun-
gen anderer Mutanten konnte solch eine teilweise auftretende Abweichung gefunden wer-

den (siche bspw. rad52A, rad30A oder po/30 K164K). Im Gegensatz zu anderen zum Teil in
den Messungen auftretenden Schwankungen des ansonsten wahrscheinlich konstanten
Faktors scheint eine deutliche Schwankung bei 0,02 pg/ml in einer gewissen Regelmalig-
keit aufzutreten. Fine mdégliche Erkliarung fiir diese Abweichung ist eine Schwankung der
induzierten Reversionsfrequenz in beiden betrachteten Stimmen: Alle betrachteten Werte
unterliegen einer gewissen Schwankung, wie in Abb. 14 anhand der Standardabweichung
zu erkennen ist. Bei den vergleichsweise geringen induzierten Reversionsfrequenzen fiir
0,02 ug/ml 4-NQO koénnen sich solche Schwankungen wesentlich stirker auf den Quo-
tienten von Mutante und Wildtyp auswirken, sodass eine leichte Schwankung bereits eine
deutliche Verinderung im Quotienten hervorruft. Zwar ist es auch moglich, dass diese
Schwankungen spezifische Phinomene einzelner Mutanten darstellen, jedoch erscheint es
wahrscheinlicher, dass es sich hierbei um ein experimentelles Artefakt handelt. Unabhingig
davon sind diese Schwankungen wahrscheinlich nicht von Interesse fir die Betrachtung
des eigentlichen Phénotyps, da die qualitative Aussage der Ergebnisse durch diese Schwan-
kung nur minimal beeinflusst wird. Fiir eine bessere Vergleichbarkeit der Mutanten wurden
dennoch fiir alle (auch im Folgenden berechneten) Mittelwerte der normierten induzierten
Reversionsfrequenzen grundsitzlich die Werte fiir 0,02 pg/ml ausgelassen.
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Die Auftragung des Mittelwerts aller fir rad57A ermittelten, auf den Wildtyp normierten

induzierten Reversionsfrequenzen in rzd571A im Vergleich zum Wildtyp und rad52A (ausge-
nommen 0,02 pg/ml 4-NQO) ist in Abb. 17 iii zu finden. Dabei lisst sich feststellen, dass
rad51A im Mittel eine im Vergleich zum Wildtyp um den Faktor 20 erniedrigte induzierte
Reversionsfrequenz aufweist. Wie zuvor ausgefiihrt, wurde vermutet, dass die in einer
rad51A-Mutante gemessene Erhohung der spontanen Reversionsrate auf eine Zunahme an
SSA-Ereignissen zuriickzufithren ist. Daneben lisst sich fir die 4-NQO-induzierten Rever-
sionsfrequenzen vermuten, dass es sich bei den gemessenen induzierten Reversionen im
Wesentlichen um Ereignisse wiahrend der Reparatur von kollabierten bzw. der Umgehung
von arretierten Replikationsgabeln handelt. Die Reparatur von Doppelstrangbriichen durch
SDSA oder SSA ist dagegen wahrscheinlich nicht die hauptsichliche Ursache fiir die Ent-
stehung der 4-NQO-induzierten Reversionen, da Doppelstrangbriiche vermutlich nur ei-
nen geringeren Anteil der durch 4-NQO induzierten Schiden ausmachen. Fiir diese Ver-
mutung spricht unter anderem die deutliche Sensitivitit von NER-defekten Mutanten ge-
geniber 4-NQO. Da Strangbriiche nicht durch NER repariert werden kénnen, scheint
somit ein wesentlicher Teil der Schiden anderer Natur zu sein. Demnach sollte der grof3te
Teil an durch 4-NQO induzierten DNA-Schiden nicht in Abwesenheit von Rad51 durch
Rad52-abhingiges SSA repariert werden kénnen und somit auch nicht zu einer erhéhten
Frequenz an Reversionen fiihren, wie es méglicherweise bei spontanen Schiaden der Fall ist.
Die schadensabhingigen Ereignisse zz vivo sind daher vermutlich in einem wesentlichen
Maf3e abhingig von einer Rad51-vermittelten Invasion ins Schwesterchromatid. Die Tatsa-
che, dass die induzierten Reversionsfrequenzen nicht vollstindig durch die Deletion von
RADST ausgeloscht sind, konnte auf die Anwesenheit von Rad52 zuriickzufithren sein.
Rad52 ist 7z vitro auch in Abwesenheit von Rad51 in der Lage, selbst in begrenztem Mal3e
eine Stranginvasion in eine homologe Sequenz zu initiieren. (Kagawa ez a/., 2001; Malkova ez
al., 1996; Rattray & Symington, 1994). Es wire daher moglich, dass in einer rad57-Mutante
die induzierten Reversionen zum Teil durch Rad52-vermittelte Invasion ins Schwesterch-
romatid entstehen. Alternativ wire es auch denkbar, dass die induzierten Reversionen in
rad51A Folge der Rad52-abhingige Reparatur von Strangbrichen sind, welche méglicher-
weise doch in geringem Male durch Inkubation mit 4-NQO entstehen. Beide Vermutun-

gen sind gleichzeitig konsistent mit der Tatsache, dass die Reversionsereignisse vollstindig

in einer rad52A-Mutante ausgelOscht zu sein scheinen.

Nach diesen Daten ist es anzunehmen, dass die durch 4-NQO induzierten Reversionen
durch Rad51-abhingige homologe Rekombination entstehen. Dariiber hinaus sind nach
diesen Ergebnissen vermutlich auch spontane Reversionen von Rad51 abhingig, werden
jedoch wie zuvor dargelegt alternativ durch SSA repariert, weshalb es zu einer Zunahme an
Reversionsereignissen kommt. Bei den induzierten Schiden kann SSA dagegen nicht als
Alternative dienen und es kommt zur Reduktion der Reversionsfrequenz. Gleichzeitig ist es
damit eher unwahrscheinlich, dass es sich bei den spontanen Reversionsereignissen um die
Reparatur von Doppelstrangbriichen handelt, welche als sekundirer Schaden in einer
rad51A-Mutante entstehen, da solche Sekundirschiden wahrscheinlich auch in Abhingig-
keit von 4-NQO entstehen sollten.
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Abb. 16: Induzierte Reversionsfrequenzen von rad51A (links) und rad52A (rechts). i Darstellung einer reprisentativen
Messung der induzierten Reversionsfrequenzen von rad57A. ii Darstellung einer reprisentativen Messung der induziet-
ten Reversionsfrequenzen von rad52A. iii Darstellung der auf den Wildtyp normierten induzierten Reversionsfrequenzen
von rad51A aus sechs unabhingigen Messungen. iv Darstellung der auf den Wildtyp normierten induzierten Reversions-

frequenzen von rad52A aus drei unabhingigen Messungen.

Messung schadensinduzierter Reversionsfrequenzen in yenl A-Mutanten

Wie in der Einleitung, Abb. 4 i-iv dargestellt (Seite 19), kann bei einem Replikationsarrest
die Information des Schwesterchromatids auch durch fork regression genutzt werden. Der
dabei entstehende Chicken Foot entspricht strukturell einer Holliday-Junction und kann daher
durch eine Resolvase geschnitten werden wobei ein vollstindiges und ein unvollstindiges
Chromosom entstehen. An dem unvollstindigen Chromosom kann anschliefend ein 3’-
Uberhang gebildet werden, welcher iiber homologe Rekombination in das vollstindige
Schwesterchromatid invadiert. AnschlieBend kann die Replikationsgabel wieder hergestellt
und die Replikation reinitiiert werden (siche Seite 19, Abb. 4 iv-vi). Durch die Invasion
kann es auch in diesem Fall zu einer Reversion der Sequenzduplikation kommen (siche
Abb. 13 C). Nach diesem Modell wiren die Reversionsfrequenzen abhingig von der Auflo-
sung des Chicken Foots durch eine Resolvase. Um dies nachzupriifen, wurde die induzierte
Reversionsfrequenz in einer yen7A-Mutante gemessen. YENT codiert fiir die einzige derzeit
bekannte Resolvase, welche in S. cerevisiae im Zellkern zu finden ist (Ip e al., 2008). Die 4-

NQO-induzierten Reversionsfrequenzen fiir yen7A sind in Abb. 17 zu sehen.
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yen1A weist im Vergleich zum Wildtyp nur eine sehr schwach verringerte induzierte Rever-
sionsfrequenz auf (ca. 10 % verringert), weshalb die beobachteten Ereignisse vermutlich
nicht tber einen Chicken Foor als Intermediat, sondern direkt tiber eine Rad51-vermittelte

Invasion ins Schwesterchromatid mit D-Logp Bildung initiiert zu werden scheinen.
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Messung Schadens—-induzierter Reversionsfrequeng; in 1ad30A-Mutanten

Nach dem Modell der fehlerfreien Umgehung eines replikationsarretierenden Schadens
durch homologe Rekombination wird fiir die Umgehung eine Verlingerung des DNA-
Strangs mit Hilfe des Schwesterchromatids benétigt. Dariiber hinaus setzt die Interaktion
mit dem Schwesterchromatid durch homologe Rekombination nach diesem Modell die
Bildung eines D-Logps voraus. Um anschliefend den invadierten Strang tiber die im origina-
len template beschidigte Stelle hinaus zu verlingern, wird demnach eine Polymerase bend-
tigt, welche féhig ist, die Synthese an einem D-Logp zu initiieren. RAD30 codiert fur die
Translasionspolymerase 1, welche ds-gyn-Cyclobutanpyrimidindimere fehlerfrei tbetlesen
kann (Abdulovic & Jinks-Robertson, 2006; Yagi e# /., 2005). Dartiber hinaus kann sie ein
breites Spektrum weiterer DNA-Schiden tbertlesen (Waters e7 a/., 2009). Fir humane Pol n
wurde anhand von biochemischen Daten gezeigt, dass sie im Gegensatz zu Pol & und Pol 1
das primer-Ende in einem D-Loop verlingern kann (Mcllwraith e# a/, 2005). Demnach ist es
plausibel, dass Pol n auch in Hefe diese Funktion bei der homologen Rekombination aus-
tben kann, weshalb die induzierten Reversionsfrequenzen in rad30A-Mutanten gemessen

wurde. Das Ergebnis ist in Abb. 18 gezeigt.
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Die Frequenz in einer rad30A-Mutante ist im Vergleich zum Wildtyp verringert, wobei die

Reduktion eher schwach ist. Die zuvor prisentierten Daten fur rad51A und rad52A machen
es wahrscheinlich, dass die induzierten Reversionsfrequenzen vornehmlich ein Resultat der
fehlerfreien Umgehung von replikationsarretierenden DNA-Schiaden sind. Demnach kénn-
te diese leichte Reduktion in rad30A tatsichlich ein Hinweis auf eine Beteiligung von Rad30
bei der Umgehung von DNA-Schiden durch homologe Rekombination sein. Die geringe
Reduktion kénnte dabei darauf hinweisen, dass Rad30 jedoch nicht die einzige bzw. wich-
tigste Polymerase hierfir ist, sondern moglicherweise durch andere DNA-Polymerasen
ersetzt werden kann. Allerdings wire es ebenfalls méglich, dass der Wegfall von Pol 1 auf-
grund ihrer Funktion als Translisionspolymerase gleichzeitig zu einem Anstieg an Rever-
sionen fihrt: Bei dem Ausfall der fehlerfreien Mechanismen ldsst sich ein Anstieg der
spontanen Mutationsrate feststellen, welche von Translasionssynthese abhingig ist (Schiirer
et al., 2004). Umgekehrt konnte daher der Ausfall einer Translisionspolymerase wie Rad30
zu einer Zunahme an fehlerfreier Umgehung und damit zu einer Erh6hung der Reversions-
frequenz fuhren. Da gleichzeitig jedoch die homologe Rekombination ebenfalls verringert
wird, konnten sich diese Phinotypen gegenseitig teilweise autheben, weshalb die Reduktion
nur schwach ausfillt. In jedem Fall erscheint die Reduktion der induzierten Reversionsfre-
quenzen deutlich genug, um eine Beteiligung von Rad30 an jenen Prozessen, welche zu

einer Reversion fuhren, zumindest wahrscheinlich zu machen.
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Messung Schadens-induzierter Reversionsfrequenzen in rev3A-Mutanten

Wie bereits in Bezug auf Rad30 erwihnt, konnen alternativ zur fehlerfreien Umgehung
durch homologe Rekombination auch Translisionspolymerasen eingesetzt werden, um
einen DNA-Schaden zu umgehen. Dies zeigt sich bspw. daran, dass sich bei einem Ausfall
von Genen der rad52-Epistasisgruppe ein deutlicher Anstieg der spontanen Mutationsrate
im CANT-Vorwirtsmutationssystem feststellen lasst (Schiirer ez al, 2004). Gleichzeitig lasst
sich so vermuten, dass es in Abwesenheit der fehlerfreien Umgehung zu einer verstarkten
Umgehung durch Transldsionssynthese kommt. Um zu Gberprifen, ob umgekehrt ein Aus-
fall der Translisionssynthese zu einer Erhéhung der induzierten Reversionsfrequenz fihrt,
wurden die induzierten Reversionsfrequenzen in einer TLS-defekten Mutante ermittelt. Ein
rad30A-Stamm ist jedoch wie zuvor dargelegt zur Klirung dieser Hypothese nur begrenzt
von Nutzen, da Pol 1 vermutlich zusitzlich an der homologen Rekombination beteiligt ist.
Daher wurde hier eine rev3A-Mutante untersucht. Rev3 ist die katalytische Untereinheit der

DNA-Polymerase C. Diese Polymerase ist zwar keine Transldsionspolymerase im eigentli-
chen Sinne, sondern gehort wie die replikativen DNA-Polymerasen zur B-Familie. Den-
noch ist Rev3 fir die Entstehung spontaner Mutationen im CANT in S. cerevisiae notwendig
(Lawrence, 2004; Nelson ¢z al., 1996). Vermutlich dient Pol € dazu, nach dem Einbau einer
Base gegeniiber einem DNA-Schaden, die Transldsionspolymerase zu ersetzen und die
Verlingerung des fehlgepaarten primer-Endes zu katalysieren. Translisionspolymerasen wie
Pol 1 sind zu dieser Verlingerung wahrscheinlich nicht fahig, weshalb Rev3 fiir die Entste-
hung spontaner Mutationen notwendig ist (Waters ¢ a/., 2009).

Die gemessenen induzierten Reversionsfrequenzen sind in Abb. 19 gezeigt. Fur rev3A ldsst
sich eine deutlich erniedrigte Reversionsfrequenz feststellen. Demnach scheint sich durch
Ausschalten der Transldsionssynthese die Frequenz induzierter Reversionsereignisse nicht
zu erhohen. Allerdings zeigen frithere Daten beztglich einer rev3A-Mutante, welche mit
einem episomalen KanKanMX4-Modul durchgefiihrt wurden, eine leicht erhohte induzier-
te Frequenz (Rudolph, 2003). Um herauszufinden, woran die Diskrepanz dieser voneinan-
der unabhingigen Messungen liegen kénnte, wurden zunichst neue revJA-Mutanten unter-
sucht. Hierzu wurde zum einen eine rer3:HisMX4-Mutante (PCR-basiert nach Wach e7 al.,
1997) ausgehend von einem bestehenden CEN.PK2-1c¢ YIplac211KanKanMX4 hergestellt
(Isolat I). Zum anderen wurde in einen bereits existierenden rev3:natMX4 das Plasmid YIp-
lac211KanKanMX4 integriert (Isolate II-V). Die induzierten Reversionsfrequenzen der
neuen Isolate sind in Abb. 19 ii zu sehen. Von diesen fiinf Mutanten wiesen drei, dhnlich
wie bei Christian Rudolph, eine erhéhte und zwei eine, wie hier zuvor festgestellte, ernied-
rigte induzierte Reversionsfrequenz auf. Eine Erklarungsméglichkeit fiir diese Unterschiede
wire eine Hintergrundmutation in einigen der Isolate, welche den rev3A-Phinotyp tbetla-
gert oder verindert. Um nachzupriifen, ob einer der beiden Phinotypen moglicherweise
auf einer Hintergrundmutation und nicht auf der rev3A-Deletion beruht, wurde daher ver-

sucht, 7ev3A in je einem Isolat mit erhShter (Isolat I) und einem mit erniedrigter induzierter
Reversionsfrequenz (Isolat 1I) in Bezug auf die induzierte Reversionsfrequenz durch RE13
zu komplementieren. Dazu wurde zunichst das Wildtyp RE1/3-Fragment mit EcoRI und
Sall aus dem Vektor pJA6 (Mortrison e al., 1989) ausgeschnitten und in den Vektor YIp-
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lac128 kloniert. AnschlieBend wurde der so erhaltene Vektor ,,YIplac128 RET3 flength®

(siche ,,Materialien®) in die beiden rev3A-Isolate integriert und je ein ausgesuchter Einzel-
klon wurde in Bezug auf die induzierte Reversionsfrequenz untersucht. Darauthin wurde
zunichst die Fihigkeit des Plasmids zur Komplementation von 7e#3A in Bezug auf die Sen-
sitivitit gegen 4-NQO iiberpriift. Dazu wurde die Uberlebensrate der beiden Isolate jeweils
mit und ohne Plasmid nach Inkubation mit 4-NQO verglichen. Die Daten hierzu ent-
stammen den Messungen der induzierten Reversionsfrequenzen aus Abb. 201 (errechnet
anhand der Lebendtiter). Das Ergebnis ist in Abb. 20 ii zu sehen. Sowohl Isolat I, als auch
Isolat II werden dabei in Bezug auf die Ubetlebensrate durch das Plasmid komplementiert.
Wie in Abb. 201 zu erkennen ist, konnte rev3A in Bezug auf die induzierten Reversionsfre-
quenzen jedoch nur in dem Isolat mit erhohten induzierten Frequenzen teilweise komple-
mentiert werden. Die Mutante mit erniedrigten induzierten Reversionsfrequenzen wies
weiterhin eine deutliche Reduktion der induzierten Frequenzen auf. Dies steht im Einklang
mit der Hypothese, dass der Phinotyp von Isolat I auf eine Hintergrundmutation zurtick-
zufthren ist und nicht auf die Deletion von RET/3. Zur Validierung der Daten wurde an-
schlieBend noch zweimal die induzierte Reversionsfrequenz des komplementierbaren
rev3A-Isolats gemessen. Die Darstellung der auf den Wildtyp normierten induzierten Re-
versionsfrequenzen der beiden Messungen sowie der vorhergehenden Messung sind in

Abb. 21 zu sehen. rev3A scheint gegeniiber dem Wildtyp etwa um den Faktor zwei bis drei

erh6ht zu sein. Jedoch zeigt sich fur rev3A in einer der drei Messungen eine deutlich stirke-
re Erh6hung der induzierten Frequenzen als in den anderen beiden Messungen. Vermutlich
liegt dies allerdings an dem im Vergleich zu den anderen beiden Messungen eher geringen
Anstieg der induzierten Reversionsfrequenz im Wildtyp. Wahrend bei beiden Messungen
mit weniger erhohter Frequenz die induzierten Reversionsfrequenzen von r73A in etwa
dieselben Werte aufweisen, wie in der dritten Messung, sind die Werte der dritten Messung
im Wildtyp verglichen mit den Werten aus den beiden anderen Messungen erniedrigt
(Abb. 21 iii). Dies fithrt dazu, dass der Quotient héher ist als bei den anderen beiden Mes-
sungen, obwohl die Mutante in etwa die gleichen induzierten Reversionsfrequenzen auf-
weist (vergleiche dazu Abb. 21 1 und iif). Daher ist es wahrscheinlich, dass die induzierte
Reversionsfrequenz in rev3A eigentlich nur in etwa um den Faktor 1,3 im Vergleich zum
Wildtyp erhoht ist. Es ist daher schwer zu entscheiden, inwiefern der Ausfall der Translasi-
onssynthese einen tatsichlichen Einfluss auf die Reversionsereignisse hat. Es konnte sein,
dass die Anzahl an Reversionen steigt, da der Wegfall von Pol § zu einer ethohten Fre-
quenz an fehlerfreier Umgehung fihrt. Jedoch wire es ebenfalls moglich, dass die sehr
schwache Erhchung in 7s3A nur eine leichte statistische Schwankung darstellt und im
Rahmen der Genauigkeit des Versuchs gar keine qualitative Aussage zu treffen ist. Daher
mussten weitere Messungen erfolgen, um einen statistischen Fehler weitgehend ausschlie-
Ben zu kénnen.
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Die Tatsache, dass von sechs untersuchten rev3A-Isolaten jeweils drei einen anderen Phi-
notyp in Bezug auf die 4-NQO-induzierte Reversionsfrequenz aufweisen als die anderen
drei Isolate mag auf das zufillige Auswiahlen dreier Mutanten mit dem entsprechenden
Phinotyp aus einer Vielzahl an Isolaten ohne den Phinotyp zuriickzufithren sein. Aller-
dings konnte auch bei fiinf weiteren unabhingigen Isolaten von rev3A eine erniedrigte in-
duzierte Reversionsfrequenz anstatt einer erhohten beobachtet werden (Daten nicht ge-
zeigt). Da die Komplementierungsversuche es jedoch wahrscheinlich machen, dass es sich
bei der erniedrigten induzierten Frequenz um einen RET3-unabhingigen Phinotyp han-
delt, deutet dies auf eine méglicherweise gehduft in rev3A selektierte Hintergrundmutation

hin, was bei spiteren Untersuchungen von rev3A bedacht werden sollte.
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Abb. 19: i Induzierte Reversionsfrequenzen einer rev3A-Mutante, dargestellt anhand einer reprisentativen Mes-

sung. ii Induzierte Reversionsfrequenzen von finf unabhingigen rev3A-Isolaten dargestellt anhand einer reprisen-

tativen Messung.
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Abb. 20: i Komplementation der induzierten Reversionsfrequenzen in zwei rev3A-Isolaten unterschiedlichen Phino-

typs. Komplementiert wurde mit Ylplac128 REL73. ii Prozentuale Ubetlebensraten der rev3A-Isolate, ermittelt an-

hand der Lebendtiter des Experiments in (i).
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Messung spontaner Reversionsraten von rad30A- und rev3A-Mutanten

Neben den 4-NQO induzierten Reversionsfrequenzen wurden auch die spontanen Rever-
sionsraten fir rad30A und rev3A ermittelt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 5 zu sehen. Hier-
bei zeigt sich fir rad30A eine Erhéhung, wie sie in etwa auch bei rad57A messbar ist (siche
Seite 69, Tabelle 4). Wie zuvor dargestellt, ist es durchaus moglich, dass Rad30 an der ho-
mologen Rekombination beteiligt ist, indem es im D-Logp das invadierte 3’-Ende verlin-
gert. Diese Verlingerung ist sowohl bei der fehlerfreien Umgehung von DNA-Schiden als
auch bei der Reparatur von Doppelstrangbriichen za SDSA notwendig. Letztere kann je-
doch wie bereits in Bezug auf rad57A dargelegt (siche Seite 69/70) méglicherweise alterna-
tiv durch Rad52-abhingiges SSA ersetzt werden. Demnach kénnte die Erhdhung der spon-
tanen Reversionsrate in rad30A darauf zurtckzufithren sein, dass SDSA nur noch einge-
schrinkt oder gar nicht mehr funktioniert und die entsprechenden Reversionen alternativ

durch SSA entstunden.
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Im Gegensatz zu rad30A weist rev3A eine schwache Reduktion in der spontanen Reversi-
onsrate auf. Allerdings ist in der betreffenden Messung der Wildtyp im Vergleich zu ande-
ren im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Messungen leicht erhoht (vergleiche Messun-
gen von rad51A/rad52A - Seite 69 - und mms2A/mms2A rev3A- Seite 107). Es wire daher
auch moglich, dass der Wert eher dem Wildtyp entspricht bzw. etwas dartiber liegt. In bei-
den Fillen scheint jedoch weder eine deutliche Reduktion, noch ein deutlicher Anstieg der
Reversionsrate im Vergleich zum Wildtyp vorzuliegen. Es scheint daher, als wire der Aus-
fall der Translisionssynthese kaum relevant fir die Frequenz der gemessenen spontanen

Reversionen.

Tab. 5: Spontane Reversionsraten von rad30A und rev3A im Vergleich zum Wildtyp, ermittelt nach Lea & Coulson, 1948.
Die Indices geben an, welcher Wert des Wildtyps zu rad30A- bzw. rev3A-Wert gehort.

Stamm Spontane Reversionsrate Faktor Mut. / WT
Wildtyp 7,99 x 10°+ 8,34 x 107! 1

3,01 x 10°+ 2,07 x 10?2 1
rad30 3,67 x 10° + 3,4 x 10¢1 4,6
rev3 2,31 x 10°+ 2,1 x 10%? 0,77

Zusammengefasst zeigen die hier prisentierten Daten fiir 72d30A und rev3A zum einen,
dass Rad30 moglicherweise an der homologen Rekombination beteiligt ist, wie es bereits
fiir humane Pol n postuliert wurde (Mcllwraith ez 2/, 2005). Zum anderen lassen die Daten
vermuten, dass Translisionssynthese in Backerhefe scheinbar nur zu einem geringen Teil
fir die Umgehung von DNA-Schiden (zumindest in Bezug auf 4-NQO-induzierte Schi-
den) notwendig ist, wie die sehr geringe Erhohung der induzierten Reversionsfrequenzen
zeigt. Dartiber hinaus ist es nach diesen Daten plausibel, dass tatsichlich ein wesentlicher
Anteil der spontanen Reversionen iiber Reparatur von Doppelstrangbriichen entsteht, da
diese zwar eine Verlingerung am D-Logp und damit vermutlich Rad30 benétigen, jedoch
nicht alternativ tiber Translisionssynthese prozessiert werden kénnen und somit eine

rev3A-Deletion kaum einen Einfluss auf die Anzahl an Reversionen hat.

Insgesamt zeigen die hier prisentierten Daten, dass die homologe Rekombination fiir die
Reversion des KanKanMX4-Moduls notwendig ist. Dartiber hinaus lassen die Daten ver-
muten, dass die spontanen Reversionen durch eine Kombination an SDSA, SSA sowie der
fehlerfreien Umgehung von DNA-Schiden tber homologe Rekombination entstehen.
Durch Inkubation mit 4-NQO lassen sich die gemessenen Ereignisse zum groflen Teil auf
Reversionsereignisse durch Rad51-abhingige Umgehung von DNA-Schiden eingrenzen.
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Untersuchungen zur Beteiligung von Mphl an der fehlerfreien Umgeh-
ung von DNA-Schiden

Ermittlung der Reversionsfrequenzen in mphIA-Mutanten

4-NQO-induzierte Reversionsfrequenz, in mphlA-Mutanten

mph1-Mutanten weisen einen spontanen Mutatorphianotyp sowie Sensitivitit gegeniiber
diversen DNA-schidigenden Agenzien wie 4-NQO und MMS auf. Des Weiteren konnte
anhand von Epistasisanalysen gezeigt werden, dass Mphl an einem Rad52/Rad51-
abhingigen Weg beteiligt ist. Die Sensitivitit gegen DNA-schidigende Agenzien, der spon-
tane Mutatorphinotyp und eine kaum vorhandene Sensitivitit gegen ionisierende Strahlung
in mph1A machen es wahrscheinlich, dass Mphl nicht oder nur in geringem Mal3e an der
Reparatur von Doppelstrangbriichen beteiligt ist, sondern vielmehr an der fehlerfreien
Umgehung von replikationsarretierenden DNA-Schiden tber homologe Rekombination.
Zusitzlich wird diese Annahme dadurch gestiitzt, dass mph1A weder einen Defekt in der
spontanen mitotischen noch in der meiotischen Rekombination aufweist (Scheller ez al,
2000; Schirer ez al., 2004). Aus diesem Grund wurde von Christian Rudolph die induzierte
Reversionsfrequenz in einer mph1A-Mutante ermittelt (Rudolph, 2003). Er konnte zeigen,

dass mph1A eine verringerte induzierte Reversionsfrequenz aufweist, was die Annahme
unterstitzt, dass Mphl an der fehlerfreien Umgehung von DNA-Schiden beteiligt ist. Die-
se bereits vorliegenden Daten sollten im Rahmen dieser Arbeit validiert und durch Daten
fiir MMS- und Camptothecin-induzierte Reversionen erweitert werden. Die hierbei ermit-
telten 4-NQO-induzierten Reversionsfrequenzen sind in Abb. 22 und Abb. 24 gezeigt. Wie
auch bei Rudolph 2003 lisst sich fiir #zph1A eine deutliche Verringerung der induzierten
Frequenzen im Vergleich zum Wildtyp feststellen. Die zuvor dargestellten Daten fiir

rad51A und rad52A (siehe Seite 73) machen es wahrscheinlich, dass die 4-NQO-induzierten
Reversionsfrequenzen zu einem groflen Teil durch die Umgehung replikationsarretierender
DNA-Schidden durch homologe Rekombination entstehen. Demnach wird die Annahme,
dass Mphl an dieser Umgehung durch HR beteiligt ist, durch die gemessene Reduktion in
mph1A weiter gestutzt. Dartiber hinaus ldsst sich anhand dieser Daten die Funktion von
Mph1 bei diesem Prozess niher eingrenzen. Da mph7-Mutanten eine Reduktion der Rever-
sionsfrequenzen aufweisen, ist es notwendig, dass Mphl an einem Prozess vor oder wih-
rend der Verlingerung am D-Logp beteiligt ist. Fir die erfolgreiche Reversion des Kan-
KanMX4-Moduls muss der invadierte Strang am Schwesterchromatid im D-Logp verlingert
werden (siche Abb. 68 C bis E). Geschieht dies nicht, so kann eine Deletion nicht stattfin-
den. Eine Reduktion der induzierten Reversionsfrequenzen wire demnach nur zu erwarten,
insofern ohne Mphl die Verlingerung nicht mehr oder weniger effizient moglich wire.
Allerdings ist es dennoch plausibel, dass Mphl, zusitzlich zu einer Funktion vor der Ver-
lingerung, eine Funktion nach der Synthese am Schwesterchromatid hat. Da solch eine
Funktion wahrscheinlich auf die Messung der induzierten Reversionsfrequenzen keinerlei

Einfluss hat, wire der zusatzliche Ausfall dieser Funktion nicht anhand der Messung indu-
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zierter Reversionsfrequenzen zu detektieren. Ebenfalls ist es denkbar, dass Mph1 gar nicht

an einem Prozess wie SDSA beteiligt ist, sondern vor allem fiir die Reinitiation der Replika-

tionsgabel nach run-gff-Synthese und auf diese Weise fur die Reversion der Sequenzduplika-

tion relevant ist. Jedoch erscheint dies eher unwahrscheinlich in Hinblick darauf, dass 4-

NQO vermutlich hauptsiachlich Basenaddukte und damit Replikationsarreste hervorruft.
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sung. ii Induzierte Reversionsfrequenzen von mphiA relativ zum Wildtyp aus vier unabhingigen Messungen.

Abb. 22: i Induzierte Reversionsfrequenzen in einer mph!A-Mutante, dargestellt anhand einer reprisentativen Mes-

Messung der induzierten Reversionsfrequenzen von mph1A mit demr his3-A5°/his3-A3’-Modul*

In der Literatur etablierte Verfahren zur Messung von Schwesterchromatid-Rekombination
basieren im Wesentlichen auf derselben Grundidee wie das KanKanMX4-Modul. Durch

die fehlerhafte Invasion in einem doppelt vorhandenen Sequenzabschnitt wird die Reversi-

on eines Selektionsmarkers hervorgerufen, welche messbar ist. Fin gingiges System fiir

solche Untersuchungen ist das von Michael T. Fasullo und Ronald W. Davis 1987 vorges-
tellte Ais3-A5’/ his3-A3’-System. In diesem System wurde ein 5’-verkiirztes HIS3 direkt hin-

ter ein 3’-verkiirztes HIS3 kloniert. Durch eine Invasion in einem der verkiirzten Fragmen-

te, ausgehend vom jeweils anderen, kann es zu einem cross over oder einer Genkonversion

kommen, wodurch der Marker revertiert wird (Fasullo & Davis, 1987). Eine schematische
Darstellung des Moduls ist in Abb. 23 A zu sehen. Das 4is3-A5’/ his3-A3’-Modul weist eini-

ge fur die Messungen relevante Unterschiede zum KanKanMX4 auf. Der wesentlichste ist

dabei die Lage der Sequenzduplikationen zueinander, was zu unterschiedlichen Méglichkei-

ten bei der Entstehung einer Reversion fihrt. Die wichtigsten dieser Unterschiede sind im

Folgenden aufgefiihrt. Eine schematische Darstellung dazu ist in Abb. 23 zu finden:

1.

SSA fihrt im Ais3-A5’/ his3-A3’-Modul zu keiner Histidinprototrophie, da bei detr
Generierung der 3-Uberhinge bzw. durch eine Flgp-Endonuklease Teile des HIS3-
Gens entfernt werden und somit kein funktionsfihiges HIS3 entsteht. Im Kan-

KanMX4-Modul dagegen fiihrt SSA, wie zuvor ausgefiithrt, immer zu einer Rever-
sion (vergleiche Abb. 23 A i, Bi und Abb. 13). Demnach lisst sich SSA mit dem
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his3-A5’/ his3-A3’-Modul nicht messen, wohingegen das KanKanMX4-System SSA-

Ereignisse ebenfalls erfasst.

2. Genkonversion ist im Ais3-A5’/ his3-A3’-Modul theoretisch zwar messbar, jedoch ist
die Frequenz gemessener Genkonversionsereignisse wahrscheinlich sehr gering.
Fir eine Genkonversion ist eine Verlingerung iiber den duplizierten Bereich hinaus
bis hinter das /zs3-A5’ (bzw. je nachdem ob leading- oder lagging-strand hinter das his3-

A3’ notwendig (vergleiche Abb. 13 D und E und Abb. 23 A). Andernfalls wire ei-
ne Rehybridisierung mit dem urspringlichen zemplate Strang (bei einem Replikati-
onsartest, siche Abb. 13 E) bzw. dem komplementiten Uberhang (bei der Doppel-
strangbruchreparatur »ia SDSA, siehe Abb. 13 D) nicht moglich und es kime zu
keiner Deletion. Wihrend im KanKanMX4 hierfiir bereits eine Verlingerung von
nicht mehr als 300 nt ausreichend sein durfte, ist im Ais3-A5’/ his3-A3’-Modul eine

Verlingerung tiber das komplette Konstrukt hinaus notwendig, was eine Synthese
am Schwesterchromatid iber mindestens 1,8 kb bedeutet (vergleiche Abb. 23 A i

und Bi). Daher sind die mit dem Ais3-A5’/his3-A3’-Modul erfassten Ereignisse

vermutlich nur zu einem geringen Anteil auf Genkonversion zurtickzuftihren.

3. Sowohl im KanKanMX4- als auch im 4is3-A5’/ his3-A3’-Modul kann auch ein cross
over zu einer G418-Resistenz bzw. Histidin-Prototrophie fiihren (Abb. 23 A ii und
B ii). Wahrend bei einer Genkonversion jedoch die Verlingerung in den komple-
mentiren Bereich notwendig ist, kann durch die Bildung von Ho/lliday-Junctions und
deren anschlieBende Auflésung durch Resolvasen vz einfaches cross over direkt ein
funktionsfihiges HIS3 entstehen, ohne dass eine Synthese tiber das gesamte Kons-
trukt hinaus notwendig ist (Abb. 23 A ii rechts). Durch den reziproken Austausch
kommt es dabei in einem der Schwesterchromatiden zu einer Deletion der nicht
duplizierten HIS3-Region. Da bei der Entstehung von cross over wihrend der Dop-
pelstrangbruchreparatur die Bildung einer doppelten Holliday-Junction vermutet wird
(Krogh & Symington, 2004), kann es in Abhingigkeit der Schnittrichtung der Re-
solvasen auch zu einem doppelten cross over kommen (Abb. 23 A ii links). In einem
solchen Fall entsteht wiederum kein funktionsfihiges HIS3, es sei denn, das dabei
ausgetauschte Fragment beinhaltet das komplette Konstrukt, was wie bei einer
Genkonversion eine Synthese von mindestens 1,8 kb voraussetzt (vergleiche
Abb. 23 A1 und A ii). Dagegen ist eine Reversion durch doppelten cross over im
KanKanMx4-Modul vermutlich wie bei der Genkonversion aufgrund des kiirzeren

am Schwesterchromatid zu synthetisierenden Bereichs wahrscheinlicher als im Ais3-
A5’/ his3-A3’-Modul.

Zusammengefasst kann man sagen, dass mit dem Ais3-A5’/ his3-A3’-Modul in einem Hap-
lonten vorwiegend cross over, also Schwesterchromatid-Austausche detektiert werden. Im

KanKanMX4-Modul werden dagegen vermutlich sowohl ¢ross over, Genkonversion als auch
SSA detektiert.
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A his3-A5'/his3-A3'-Modul B KanKanMX4-Modul
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Abb. 23: A Schematische Darstellung der Reversion des 4is3-A5’/ his3-A3’-Moduls via Genkoversion (i) und eross over (ii).
Das bis3-A5’ ist als flichige Pfeilspitze dargestellt, das 4is3-A3’ als flichiges Pfeilende. Ein flichiger Pfeil mit Pfeilspitze
und Pfeilende stellt das intakte HIS3 dar. Identischen Sequenzen sind als graue Flichen markiert. Aus Griinden der
besseren Anschaulichkeit wurde in (ii) eine der Sequenzduplikation durch helleres grau hervorgehoben. Die beiden X
reprisentieren Holliday-Junctions, blaue und rote durchgezogene Striche die Schnittrichtungen der Resolvase. Blaue und
rote Pfeile weisen entsprechend auf die aus der jeweiligen Schnittrichtung resultierenden Produkte. Die blaue unterbro-
chene Linie markiert den am Schwesterchromatid zu synthetisierenden Bereich bei einer Genkonversion, schwatze un-

terbrochene Pfeile weisen auf die Invasions- bzw. Rehybridisierungsbereiche hin. B Schematische Darstellung der Re-

version des KanKanMX4-Moduls via Genkonverison (i) und ¢ross over (ii). Fir die Bedeutung der Zeichen siche (A).

Um zu untersuchen, ob auch mit diesem Modul eine Erhéhung der Reversionsfrequenz
mit steigender 4-NQO-Konzentration messbar ist, wurden die 4-NQO-induzierten Rever-
sionsfrequenzen von dem Wildtypstamm YNN301 (Fasullo & Davis, 1987) gemessen. Zu-
siatzlich wurde zum Vergleich auch die induzierte Reversionsfrequenz in einer mphlA-
Mutante des gleichen Stammhintergrunds gemessen (yG1012; Prakash ef 4/, 2009). Die
Ergebnisse sind in Abb. 24 dargestellt.

Tatsdchlich ldsst sich auch mit diesem System ein Anstieg der induzierten Reversionsfre-
quenz feststellen. Allerdings liegen die mit diesem System ermittelten Werte in etwa um
den Faktor 100 niedriger als bei dem KanKanMX4-Modul. Eine mégliche Erklirung fir
diesen Unterschied ist, dass durch 4-NQO im Wesentlichen Schiden generiert werden,
welche nicht oder nur ineffizient unter Bildung einer Holliday-Junction und anschlieBender
Auflésung durch cross over umgangen bzw. repariert werden konnen. Ebenfalls ist es mog-
lich, dass generell die Frequenz an ¢ross over im Vergleich zu Genkonversionen um ein viel-
faches geringer ist und deshalb mit dem /is3-A5’/ his3-A3’-Modul generell weniger Ereignis-
se erfasst werden. Ein Indiz dafiir konnte sein, dass die nicht induzierte Reversionsfre-
quenz in allen drei Messungen im Bereich von 1 X 10”° bis 1 x 10™* liegt, wohingegen auch
die nicht induzierte Frequenz im KanKanMX4-Modul in etwa um den Faktor 100 héher
liegt (Daten nicht gezeigt).
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Dariiber hinaus ldsst sich, wie in Abb. 24 ii dargestellt, fir die zph7A-Mutante zwar in ei-
nem Fall eine leichte Erniedrigung der Reversionsfrequenzen gegentiber dem Wildtyp fest-
stellen, allerdings zeigt die zweite Messung eine leichte Erhohung. Die dritte wiederum
zeigt ebenfalls eine leichte Reduktion, wobei jedoch ein einzelner Wert oberhalb des Wild-
typs liegt. Eine deutlich erkennbare Reduktion wie bei der Messung mit dem KanKanMX4-
Modul ist jedoch in keiner Messung feststellbar. Es scheint daher wahrscheinlich, dass
Mph1 nicht oder nur geringfiigig an einem Prozess beteiligt ist, welcher die Entstehung
von c¢ross over fordert. Vielmehr sind die Daten konsistent mit der Annahme, dass Mphl

Genkonversion erleichtert.
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Fehlerbalken reprisentieren die Standardabweichung,.

MMS-induzierte Reversionsfrequenzg in mph1A
Um den Einfluss anderer DNA-Schiden als der durch 4-NQO induzierten Lisionen auf

die Reversionsfrequenz zu untersuchen, wurde im Folgenden die Induktion der Reversi-
onsfrequenzen durch MMS untersucht. MMS (Methylmethansulfonat) ist ein methylieren-
des Agens, welches eine Methylgruppe auf Basen in der DNA tbertragen kann. Es methy-
liert dabei vor allem N7 von Guanin (N7-Methylguanin) sowie N3 von Adenin (N3-
Methyladenin), wobei N7-Methylguanin mit ca. 80% der Produkte das am haufigsten auf-
tretende Addukt darstellt (Abb. 25; Beranek, 1990; Pegg, 1984; Wyatt & Pittman, 2000).
Sowohl die Methylierung des N7 von Guanin als auch die Methylierung des N3 von Ade-
nin fithren dazu, dass die glykosidische Bindung der jeweiligen Base leichter hydrolysiert

werden kann, was zu einem gehéduften Verlust der Base fihrt. Die so entstehende AP-Size
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(A-Purinic/ A-Pyrimidic site = abasische Stelle) kann wiederum zu einem Replikationsarrest
fihren (Randall ez a/., 1987; Sagher & Strauss, 1983). Allerdings ist die Halbwertszeit von
N3-Methyladenin mit ca. 30 Stunden zehnmal hoéher als die von N7-Methylguanin mit ca.
drei Stunden, weshalb vermutlich vor allem N7-Methylguanin als Quelle von _4P-sizes rele-
vant ist. N3-Methyladenin kann dagegen direkt Replikationsarreste hervorrufen (Larson ez
al., 1985). Die N3 des Purins des zuletzt eingebauten Basenpaars bildet wahrscheinlich
Wasserstoffbriicken zu der Handflichendomine der DNA-Polymerase. Ohne diese Bri-
cken kommt es verstirkt zum Ausschneiden des zuletzt eingebauten Nukleotids durch die
proof reading-Exonuklease (Doublie ¢ a/., 1998). Durch die Methylierung am N3 von Adenin
ist die Wasserstoftbriicke nicht mehr méglich und es kann zu einem Arrest durch wieder-
holtes proof reading kommen. In vitro kann allerdings auch N7-Methylguanin in der offenen
Ringform (7-Methyl-Formamidoguanin; Abb. 25 C) direkt einen Replikationsarrest hervor-
rufen, wobei dies jedoch 7 vivo vermutlich nicht oder zumindest kaum relevant ist (Boiteux

& Laval, 1983). Gemessen wurden die MMS-induzierten Reversionsfrequenzen im Wildtyp
und ph1A. Die Ergebnisse sind in Abb. 26 und Abb. 28 iii zu sehen.

CH
NH, 0 S
N N
NZ" i \> HN i >
§ S
N N R )\N H R
e O 0
O-R O-R
o /c Hy
Abb. 25: Darstellung der beiden Haupt- HN N\
produkte durch Methylierung der Basen: N3- | C-OH
Methyladenin (A) und N7-Methylguanin (B) )\\
nach Wyatt & Pittman, 2006. Die Methyl- H,N N NH R
gruppen sind in  Grau hervorgehoben. (o) (')
C Darstellung von 7-Methyl-Formamido-
guanin nach Asagoshi ez al, 2002. Die Me- C
thylgruppe ist in Grau hervorgehoben. O-R

Wie auch bei 4-NQO, steigt im Wildtyp mit zunehmender MMS-Konzentration die indu-
zierte Reversionsfrequenz deutlich. Wihrend allerdings die Sterblichkeit sowohl bei MMS
als auch bei 4-NQO in etwa in der gleichen GréBenordnung liegt (ca. 50% Ubetlebende
bei hochster Konzentration, Daten nicht gezeigt), was es sehr wahrscheinlich macht, dass
sich die Schadensdichte kaum voneinander unterscheidet (insofern nicht eine der beiden
Agenzien eine hohere Letalitit bei gleicher Schadensdichte aufweist), liegen die MMS-
induzierten Reversionsfrequenzen durchweg ca. um den Faktor 10 geringer als bei der In-
kubation mit 4-NQO.
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Unabhingig davon zeigt die #ph71A-Mutante auch bei MMS eine dem Wildytp gegeniiber
verringerte induzierte Reversionsfrequenz. Jedoch ist diese Reduktion verglichen mit der
Reduktion bei 4-NQO deutlich geringer, wie der Vergleich der normierten induzierten Re-
versionsfrequenzen zeigt (siche Abb. 28). Interessanterweise zeigt sich dabei in allen drei
durchgefiihrten Messungen fiir 0,02% MMS eine etwas geringere Reduktion von zph7A im
Vergleich zum Wildtyp als bei den anderen Konzentrationen (Abb. 26 ii). Eine mdgliche
Erklirung hierfiir konnte die Tatsache sein, dass fur 0,02% und 0,03% MMS eine Stockl6-
sung mit héherer Konzentration benutzt wurde, als fur die geringeren Konzentrationen.
Jedoch wurde die Stocklésung fiir jeden Versuch unabhingig angefertigt und die geringer
konzentrierte Losung durch Verdiinnung aus der hoher konzentrierten hergestellt. Dies
macht einen Pipetierfehler unwahrscheinlich, sodass es am plausibelsten erscheint, dass es
bei einer Konzentration von 0,02% MMS zu einem Effekt kommt, der einen leichten Ans-
tieg der induzierten Reversionsfrequenz in zph1A hervorruft. Daher ist aufgrund dieser
Schwankung eine Mittelung der normierten Werte, wie in Abb. 28 gezeigt, eigentlich nicht
ohne Einwinde zuldssig, da die Reduktion in mphTA anscheinend nicht véllig unabhingig
von der Konzentration ist. Dennoch wurde dieser Mittelwert fiir einen qualitativen Ver-
gleich der Reduktion in 7ph71A bei MMS, 4-NQO und Camptothecin (s.u.) benutzt, da die
Schwankung bei MMS anhand der Standardabweichung in der Darstellung erfasst und da-
mit auch in der qualitativen Aussage des Ergebnisses einbezogen ist. Die wahrscheinlichste
Erklirung fir die Tatsache, dass die Reduktion in diesen Messungen schwicher ausfillt als
bei Messungen mit 4-NQO ist, dass MMS weniger DNA-Schiden hervorruft, welche
durch einen Mph1l-abhingigen Weg prozessiert werden, als 4-NQO.
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Camptothecin-induzierte Reversionsfrequenz in mph1A

Camptothecin ist ein Chemotherapeutikum, dessen Wirkung auf der Inhibition der Topo-
isomerase I beruht. Topo I kann strukturelle Spannungen in der DNA aufl6sen, indem sie
die Anzahl der Verkntpfungen (/inkage number) eines DNA-Doppelstrangs erhéht oder
erniedrigt. Dazu wird zunichst einer der Stringe geschnitten, wobei das so entstehende
3’-Ende kovalent an die Topoisomerase gebunden ist, wihrend das freie 5-Ende rotieren
kann. Durch diese Rotation wird die /nkage number um 1 verandert. AnschlieBend wird der
Schnitt durch Topo I religiert (Berger, 1998). Durch Camptothecin wird das kovalent am
3-Ende gebundene Intermediat stabilisiert, weshalb die Ligation nicht erfolgt (Abb. 27).
Wird die Topoisomerase vom DNA-Strang entfernt, verbleibt ein Einzelstrangbruch in der
DNA (Avemann ez al, 1988; Ferguson & Baguley, 1996; Pommier, 2006; Pommier et al.,
1998), durch den es bei der Replikation zu einer run gff-Sysnthese kommen kann. Die Reini-
tiation der Replikation kann anschlieBend durch Rekombination mit dem Schwesterchro-
matid erreicht werden. Demnach sollte auch Camptothecin zu einer Dosis-abhingigen Er-

héhung der Reversionsfrequenz fihren. Daher wurden die induzierteen Reversi-
onsfrequenzen nach Inkubation mit Camptothecin im Wildtyp und einer mph7A-Mutante

gemessen. Die Ergebnisse sind in Abb. 28 dargestellt.

R Basedes Abb. 27:
ungeschnittenen Schematische Darstellung der
Strangs
NN

Interaktion von Camptothecin
Camptothecin HoN N 0] und den Aminosduren Arginin
364 und Asparatat 533 der
humanen Topoisomerase 1.
Zusitzlich interagiert Campto-
thecin via Wasserstoftbriicken-
bindung mit einer Base im
ungeschnittenen DNA-Strang

NH—R (hier Cytosin) sowie vermut-

Arginin 364 lich tdber Stapelwechselwir-
kung mit einer Base des ge-

schnittenen  Strangs  (nicht

O N/ O datgestellt). Abbildung nach
\R/Aspartat 533 Redinbo ez al,, 1998.

Auch nach Inkubation mit Camptothecin lésst sich eine deutliche Erhéhung der Reversi-
onsfrequenzen in Abhingigkeit der Camptothecinkonzentration feststellen. Im Gegensatz
zu MMS liegen die ermittelten Werte fir Camptothecin in etwa in derselben Gré3enord-
nung wie bei der Inkubation mit 4-NQO. Allerdings ist die Uberlebensrate bei der Inkuba-
tion mit Camptothecin kaum durch die Konzentration an Camptothecin beeinflusst, wo-
hingegen bei 4-NQO eine deutliche Abnahme der Anzahl Uberlebender mit steigender
Konzentration festzustellen ist (Daten nicht gezeigt). Es konnte demnach sein, dass die
Schadensdichte bei Camptothecin um ein vielfaches geringer ist als bei 4-NQO. Unabhin-
gig davon steigen die Werte fir Camptothecin bereits bei geringen Konzentrationen auf ein

hohes Niveau an, auf dem sich die Werte relativ unabhingig von der Konzentration an
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Camptothecin konstant halten. Dagegen erscheint der Anstieg bei 4-NQO eher graduell
(vergleiche Abb. 14 und Abb. 28 1). Ein solcher Unterschied von 4-NQO zu Camptothecin
konnte auch bereits von Christian Rudolph bei Messungen mit dem episomalen Kan-
KanMX4 festgestellt werden (Rudolph, 2003). Die durch Camptothecin hervorgerufenen
Schiden konnen im Gegensatz zu 4-NQO-Basenaddukten ausschlieBlich iiber Rekombina-
tion repariert werden. 4-NQO-induzierte Schiden konnen dagegen auch tber Nukleoti-
dexzisionsreparatur entfernt werden, bevor sie einen Replikationsarrest auslosen (Sancar,
1996). Zusitzlich muss 4-NQO im Gegensatz zu Camptothecin erst metabolisch aktiviert
werden (Singer & Grunberger, 1983). Demnach beruht der steile Anstieg der induzierten
Reversionsfrequenz bei Camptothecin héchstwahrscheinlich auf der Tatsache, dass Camp-
tothecin bereits bei geringen Konzentrationen in hohem Mal3e Schiden hervorruft, welche
zu einer Reversion fithren. Dass sich bei Camptothecin die induzierten Reversionsfrequen-
zen gleichzeitig auf einem mehr oder weniger konstanten Maximalwert einzupegeln schei-
nen, lieB3e sich gleichzeitig durch eine schnelle Sittigung der im Zellkern aktiven Topoiso-
merase I erkliren. Da die Wirkung von Camptothecin auf der Inhibition dieses Enzyms
beruht, konnte es ab eciner gewissen Konzentration keine weitere Zunahme an DNA-
Schiden mehr geben, wenn jegliches aktives Protein bereits inhibiert ist. Eine weitere M6g-
lichkeit ist, dass durch die geringe Loslichkeit des Agens im Medium die damit einherge-
hende ,,Verfugbarkeit™ sehr begrenzt ist (O'Leary & Muggia, 1998). Beide oder eine der

benannten Méglichkeiten konnten der Grund fiir diese Plateau-Bildung sein.

Fir die mph1A-Mutante lasst sich wie zuvor bei 4-NQO und MMS eine deutliche Verringe-
rung der induzierten Reversionsfrequenz im Vergleich zum Wildtyp feststellen. Allerdings
ist die Reduktion bei Camptothecin, wie auch schon bei MMS, geringer als bei 4-NQO
(Abb. 28 iii). Wie bereits bei der Messung der induzierten Reversionsfrequenzen nach In-
kubation mit 4-NQO erwihnt, ist Mph1 wahrscheinlich an einem Prozess vor der Synthese
am Schwesterchromatid beteiligt. Camptothecin fithrt jedoch zu Einzelstrangbriichen und
damit zur run-gff-Synthese. Das resultierende unvollstindige Chromosomenfragment wird
ebenfalls tiber eine Invasion im Schwesterchromatid repariert. Jedoch wird hier durch den
Schnitt im D-Logp direkt eine der Replikationsgabel dhnelnde Struktur hergestellt, ohne
dass eine Rehybridisierung mit dem urspringlichen femplate-Strang notwendig ist (siche
Abb. 13 C, Seite 68). Die Verlingerung vor der Auflésung des D-Logps, wie sie bei der Um-
gehung eines replikationsarretierenden Schadens notwendig ist, ist demnach bei der Repa-
ratur von Camptothecin-induzierten Schiaden nicht nétig, um eine Reversion zu erhalten
(vergleiche Abb. 13 C und E). Ebenfalls benétigt die Reparatur dieser Schiden nicht das
Ablosen des 3’-Endes vom zemplate-Strang, da nach einer run off-Synthese das 3’-Ende fiir
die Invasion im Schwesterchromatid durch Zurtickschneiden des Doppelstrangendes ent-
steht (siche Abb. 13 C1i und ii). Demnach macht es die hier prisentierte Reduktion der
Camptothecin-induzierten Reversionsfrequenz cher unwahrscheinlich, dass die einzige
Funktion von Mph1 das Ablésen des 3’-Endes vom zemplate-Strang ist. Ebenfalls scheint
Mph1 nicht oder nur teilweise fir die Verlingerung im D-Logp relevant zu sein. Konsisten-
ter mit den Daten fiir die Camptothecin- und die 4-NQO-induzierten Reversionsfrequen-

zen ist daher die Vermutung, dass Mphl in irgendeiner Form an der Prozessierung eines D-
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Loops beteiligt ist, welche die Bildung und/oder die Synthese am Schwesterchromatid et-

leichtert.
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Spontane Reversion in mph1A

Alle hier bisher gezeigten Daten, sowie der Rev3-abhinige Mutatorphinotyp von mphl1A
(Schiirer ez al., 2004) und die Subadditivitit von zphTA und rad54A (Schurer, 2003) sind
konsistent mit dem Modell, dass Mph1 unter anderem an der Interaktion von Schwester-
chromatiden infolge eines Replikationsarrests beteiligt ist. Fir rad57A konnte, wie zuvor
gezeigt, eine Erhéhung der spontanen Reversionsrate festgestellt werden, welche mogli-
cherweise an einer Zunahme an SSA liegt. Da auch Mphl anscheinend an der Entstehung
der Reversionen der Sequenzduplikation im KanKanMX4-Modul beteiligt ist, wurde neben
der spontanen Reversionsrate von rad51A auch die Rate von mphTA im Vergleich zum
Wildtyp gemessen. Wie in Tab. 6 zu sehen ist, hat auch #ph7A eine leicht erh6hte spontane
Reversionsrate im Vergleich zum Wildtyp. Allerdings ist die Zunahme der spontanen Re-
versionsrate deutlich geringer als bei 72457A. Dennoch ist eine solche Zunahme ein mdégli-
ches Indiz daftr, dass Mphl an einem Rad51-abhingigen Prozess beteiligt ist, bei dessen

Ausfall es zu einer erh6hten Frequenz an SSA kommt.
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Tab. 6: Spontane Reversionsraten von rad51A- und rad52A-Mutanten. Die Werte wurden nach der Methode des Medians
ermittelt (Lea & Coulson, 1948).

Stamm Spontane Reversionsrate Faktor Mut. / WT
Wildtyp 9,36 x 10°+ 9,82 x 107 1
9,54 x 10+ 9,83 x 107 1
rad51 3,35 x 10° + 3,3 x 10° 3,6
4,77 x 107° + 4,56 x 10 5,6
mph1 1,50 x 107 + 1,58 x 10 1,6
1,69 x 10° + 1,71 x 10°° 1,72

Interaktion von mphlA und rad51A bei der 4-NQO-induzierten Reversionsfrequenz;

Die bisherigen Ergebnisse machen es sehr plausibel, dass Mphl an einem Rad51-abhingi-
gen Weg beteiligt ist. Neben den hier prasentierten Daten spricht vor allem die Epistasis
von rad51A gegeniiber mph1A, sowohl bei der Sensitivitit gegen DNA-schidigende Agen-
zien als auch bei der spontanen Mutationsrate fir eine solche Beteiligung von Mph1 (Schii-
rer et al., 2004). Um zu prifen, ob solch eine Epistasis auch bei der induzierten Reversions-

frequenz zu beobachten ist, wurde die 4-NQO-induzierte Reversionsfrequenz von zph1A

parallel zu rad51A, mph1A rad51A und dem Wildtyp ermittelt. Das Ergebnis ist in Abb. 29
dargestellt.

Interessanterweise lie3 sich anstelle einer Epistasis eine Verstirkung des Phanotyps durch
gleichzeitiges Deletieren von rad51A und mph1A feststellen. Demnach scheint Mphl auch
in Abwesenheit von Rad51 noch einen positiven Einfluss auf die Interaktion von Schwes-
terchromatiden zu haben. Diese Beobachtung ist konsistent mit der bisherigen Vermutung,
dass Mphl unter anderem eine unterstiitzende Funktion bei der Bildung bzw. Prozessie-
rung eines D-Loops hat. Ein D-Loop kann — zumindest zz vitro — in Abwesenheit von Rad51
immer noch durch Rad52-vermittelte Invasion im Schwesterchromatid gebildet werden.
Unterstiitzt Mph1 die Bildung eines D-Logps, so wird die Bildung desselben durch die Dele-
tion von Rad51 bereits stark erschwert, da die Bildung eines D-Logps durch Rad52 weniger
effizient ist als durch Rad51 (Kagawa e7 a/, 2001). Durch das zusitzliche Deletieren von
Mphl wiirde die Entstehung oder Prozessierung des D-Logps dariiberhinaus noch weiter
erschwert. Demnach lisst sich diese Verstirkung des rad57A-Phinotyps durch #ph1A am
plausibelsten erkliren, indem fir Mphl eine Funktion bei der Prozessierung oder Bildung

des D-Logps angenommen wird.
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Abb. 29: i 4-NQO-induzierte Reversionsfrequenzen von
08 ] Wildtyp, mph1A, rad51A und mphlA rad51A, dargestellt

g
g g anhand eciner reprisentativen Messung. ii 4-NQO-
§§ 06 1 induzierte Reversionsfrequenzen aus drei unabhingigen
§§ Messungen fir #ph1A rad51A, normiert auf den Wild-
né E 041 typ. iii Mittlere normierte induzierte Reversionsfrequenz
E] B . der mph1A rad51A-Mutante relativ zum Wildtyp im Ver-
= gleich zu mph1A, rad51A und rad52A. Dargestellt sind die
0.0 ’_L‘ ; i Mittelwerte aus allen Reversionsfrequenzen von 0,04 bis
iii Widyp  mpht rads? rads2  mphi radst 0,24 ug/ml 4-NQO.

Zusammengefasst sind die hier prisentierten Daten am ehesten konsistent mit der Hypo-
these, dass Mphl in irgendeiner Form an der Prozessierung oder Stabilisierung eines D-
Loops beteiligt ist.
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UNTERSUCHUNGEN ZUM MECHANISMUS DER FEHLERFREIEN
POSTREPLIKATIVEN REPARATUR

Gingige Modelle zur Umgehung von replikationsarretierenden Schiden benennen im All-

gemeinen drei grundlegende Mechanismen, durch die eine solche Umgehung méglich ist:

L Die Umgehung durch Translisionssynthese.

1. Die Umgehung durch Schwesterchromatid-Interaktion in Form von fork reg-
ression.

1. Die Umgehung durch Schwesterchromatid-Interaktion anhand homologer
Rekombination.

Wie zuvor bereits dargelegt ist es vermutlich notwendig diese Prozesse zu regulieren, da
zumindest die unkontrollierte Nutzung von Transldsionssynthese und homologe Rekom-
bination durchaus negative Folgen haben kann (siche Seite 20). Genetische Evidenzen ma-
chen es dabei sehr wahrscheinlich, dass ein zentrales Protein bei der Regulation dieser Pro-
zesse das proliferating cell nuclear antigen (PCNA) ist. Fiir einen detaillierteren Uberblick iiber
die im Folgenden angesprochenen Prozesse und die dazugehorigen genetischen und bio-

chemischen Evidenzen siehe Seite 22.

PCNA kann auf unterschiedliche Art modifiziert werden: Das Lysin 164 kann sowohl mo-
no- als auch polyubiquitiniert oder SUMOyliert werden. Fiir die Monoubiquitinierung wer-
den in S. cerevisiae die Ubiquitinligase Rad18 und das Ubiquitin-konjugierende Enzym Rad6
benotigt. Vermutlich wird die Monoubiquitinierung durch das Auftreten persistierender
Einzelstrangbereiche hinter dem replikationsarrtierenden Schaden initiiert, welche durch
Rad18 gebunden werden konnen (Andersen ez al., 2008). Die Polyubiquitinierung des Ly-
sin 164 benotigt neben Rad6 und Rad18 noch die Ubiquitinligase Rad5 und das heterodi-
mere Ubiquitin-konjugierende Protein Mms2/Ubc13. Vermutlich wird die Ubiquitinligase
Rad5, gestiitzt durch die Bindung an Rad18, an PCNA rekrutiert. Rad5 wiederum vermit-
telt die Rekrutierung von Mms2/Ubc13 an PCNA. Mms2/Ubc13 katalysiert darauf fol-
gend die Polyubiquitinierung des bereits monoubiquitinierten PCNA (Andersen ef al.,
2008). Die SUMOylierung des Lysin 164 benotigt dagegen statt den zuvor benannten Ge-
nen die SUMO-Ligase Sizl sowie das SUMO-konjugierende Enzym Ubc9.

Sowohl rev3- als auch rad30-Mutanten sind hypostatisch zu rad6 und rad18 in Bezug auf die
Sensitivitit gegen DNA-schidigende Agenzien. mms2- und #bel3-Mutanten sind dagegen
zwar ebenfalls hypostatisch zu r2d6 und rad18, weisen aber gleichzeitig sowohl einen indu-
zierbaren als auch einen spontanen Rev3-abhingigen Mutatorphinotyp auf. Aus diesem
Grund lasst sich vermuten, dass durch Monoubiquitinierung ein fehlerbehafteter Prozess
in Form von Translisionssynthese induziert wird, wohingegen Polyubiquitinierung an-
scheinend das Signal fiir einen fehlerfreien Prozess darstellt (Andersen ef a/, 2008). Da
gleichzeitig w.a. mms2 und rad52 additiv in Bezug auf UV-Sensitivitit sind, wurde ange-
nommen, dass es sich bei dieser fehlerfreien Umgehung um einen zur homologen Rekom-
bination alternativen Mechanismus handelt (Torres-Ramos ef a/., 2002). Zusitzlich gestiitzt
wird diese Vermutung durch die Tatsache, dass SUMOylierung von PCNA zur Rekrutie-
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rung von Srs2 an PCNA fuhrt. Srs2 ist /z vitro in der Lage, Rad51-ssDNA-Filamente aufzu-
16sen und s7s2-Mutationen fithren zur Suppression der rad6-Sensitivitit, was jedoch abhin-
gig von Genen der homologen Rekombination ist (Andersen ez a/., 2008). Daher erscheint
es plausibel zu vermuten, dass durch die Rekrutierung von Srs2 HR unterdriickt wird und
somit bevorzugt ein alternativer fehlerfreier Weg stattfinden kann, welcher Rad6-abhingig
ist. Da die Mutanten der rad6-Epistasisgruppe Defekte in der PRR aufweisen, wird die
Translasionsynthese auch als fehlerbehaftete PRR und der fehlerfreie Weg als fehlerfreie
PRR bezeichnet. Da die plausibelste Alternative zur HR fork regression ist, wurde bisher
vermutet wurde, dass die fehlerfreie PRR fork regression darstellt.

Zusammengefasst scheint es demnach in Eukaryoten drei Mechanismen zu geben, welche
einen schadensinduzierten Replikationsarrest umgehen koénnen und miteinander kon-
kurrieren. Welcher der Mechanismen eintritt, entscheidet sich dabei vermutlich anhand der
Modifikation von PCNA: Monoubiquitinierung fiihrt zu Translisionssynthese und Poly-
ubiquitinierung zur fehlerfreien PRR, wihrend SUMOylierung den Einsatz der homologen
Rekombination reprimieren kann, was moglicherweise notwendig ist, um bspw. Trans-

lisionssynthese oder fehelrfreie PRR zuzulassen.

Untersuchung der fehlerfreien Postreplikativen Reparatur anhand von
mms2A und ubc13A

Rickblick: ubcl3A und mms2ZA weisen verringerte 4-NQO-induzierte Rever-

sionsfrequenzen auf.

Der Ausfall der homologen Rekombination kann zu einer Zunahme an Translasionssyn-
these fuhren, was der Mutatorphinotyp von rad51 und rad52 zeigt (siche Seiten 78 und 117
Tab. 9). Da allem Anschein nach die fehlerfreie PRR eine Alternative zur fehlerfreien Um-

gehung durch homologe Rekombination darstellt, wurde getestet, ob eine mms2A- bzw.

ubc13A-Deletion einen Einfluss auf die Anzahl an Reversionen des KanKanMX4-Moduls
hat. Dazu wurden bereits im Rahmen meiner Diplomarbeit die 4-NQO-induzierten Rever-
sionen fur beide Mutanten ermittelt (Ede, 2000). Eine Darstellung dieser Daten findet sich
in Abb. 30. Sowohl fur mms2A als auch fir #bel13A zeigte sich eine deutliche Erniedrigung

der induzierten Reversionsfrequenz, die dhnlich stark ausfillt wie bei rad57A. Ein solches
Ergebnis ist erstaunlich, da 7ad52 und mms2 additiv bei der Sensitivitit gegentber UV-
Strahlung sind (Torres-Ramos ez a/, 2002). Die mit dem KanKanMX4-System gemessenen
Ereignisse sind jedoch vollstindig von Rad52 und damit auch von der homologen Rekom-
bination abhingig. Damit wird die Annahme, die fehlerfreie PRR verliefe tiber fork regressi-
on, sehr unwahrscheinlich. Es kommt vielmehr die Vermutung auf, dass es sich bei der
PRR tatsichlich um einen zumindest teilweise von der homologen Rekombination abhin-

gigen Prozess handelt.
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Abb. 30: i4-NQO-induzierte Reversionsfrequenzen von #be13A und mms2A im Vergleich zur jeweiligen Wildtyprefe-
renz. Dargestellt sind zwei reprisentative Messungen. ii Mittlere normierte 4-NQO-induzierte Reversionsfrequenz von
mms2A und #be1 3A im Vergleich zu rad5 1A, rad52A und Wildtyp. Dargestellt ist der jeweilige Mittelwert aller Reversions-
frequenzen fur 0,04 bis 0,24 ug/ml  4NQO. Fehletbalken reprisentieren die  Standardabwei-
chung. iii und iv Darstellung der induzierten Reversionsfrequenzen von ube13A (iii) und mms2A (iv) aus je drei unab-
hingigen Messungen relativ zum Wildtyp. Die hier verwendeten Daten wurden aus der Diplomarbeit C. Ede, 2006

entnommen.

Um zu uberpriifen, ob die fehlerfreie PRR zumindest teilweise von der HR abhingig ist,
wurden diverse Untersuchungen durchgefiihrt, welche zur Aufklirung des Phinomens

beitragen kénnen. Das Ergebnis dieser Untersuchungen wird im Folgenden prisentiert.

Untersuchungen zur Funktion von mmsZA und ubci3A anhand des Kan-
KanMX4-Moduls

Messung 4-NQO-induzierter Reversionsfrequenzen einer ubc13 C87S-Mutante

Der beobachtete Phinotyp von mms2 bzw. ubel3 muss nicht zwingend auf dem Verlust der
Polyubiquitinierung von PCNA beruhen. Die Deletion von MMS2 bzw. UBC73 kann auch
aufgrund einer strukturellen Funktion des codierten Proteins zu dem beobachteten Phino-
typ fithren. Bspw. kénnten Mms2 und Ubc13 eine Funktion als Bindeglied in einem Multi-
proteinkomplex haben, welcher u.a. auch Proteine der homologen Rekombination beinhal-
tet. Durch Wegfall von Mms2 bzw. Ubc13 kann dieser Komplex nicht mehr stabil gebildet
werden, was indirekt die Funktion der anderen Proteine im Komplex beeintrichtigt. Eben-

fals ist es moglich, dass der beobachtete Phinotyp auf eine Hintergrundmutation zuriickzu-
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fithren ist. Um diese beiden Moglichkeiten zu tiberpriifen, wurde die induzierte Reversions-
frequenz einer #be13 C§75-Mutante und einer mit dem Wildtyp-Allel komplementierten
ube1 3A-Mutante ermittelt. Die #bc13 C875-Mutante weist eine stark verringerte katalytische
Effizienz in der Bildung von Polyubiquitinketten auf (Eddins e a/, 2006). Sie sollte jedoch
weiterhin in der Lage sein, in einem Proteinkomplex als Bindeglied zu fungieren. Die
Komplementation durch das Wildtypallel zeigt dagegen, ob eine Hintergrundmutation fiir
den Phinotyp verantwortlich ist, da sich andernfalls #b¢73A nicht in Bezug auf den Phino-
typ komplementieren lieBe. Fir die Messung der Mutante wurde zunichst je ein
CEN.PK2-1c #be13A Ylplac128 KanKanMX4-Stamm mit dem Plasmid Ylplac211-P13-
UBC73 bzw. dem Plasmid YlIplac211-P13-#bc13C87S (Ulrich, 2003) transformiert. YIp-
lac211-P13-UBC73 diente der Komplementation und gleichzeitig als Wildtyp-Kontrolle.
Von jeder Transformation wurde je ein Einzelklon ausgesucht und zunichst die Komple-
mentationsfihigkeit von YIplac211-P13-UBC73 in Bezug auf die Sensitivitit gegen 4-NQO
Uberprift (Daten nicht gezeigt). AnschlieBend wurde die 4-NQO-induzierte Reversionsfre-
quenz ermittelt. Das Ergebnis ist in Abb. 31 zu sehen. #be13A Ylplac211-P13-UBC73 zeigt
einen Konzentrations-abhingigen Anstieg der induzierten Reversionsfrequenz ahnlich wie
im Wildtyp. Dass der Phianotyp auf eine Hintergrundmutation zuriickzuftihren ist, ist daher
sehr unwahrscheinlich. Interessanterweise gleicht die Auftragung der auf den Wildtyp nor-
mierten induzierten Reversionsfrequenzen in #be13 C875 eher einer ansteigenden Kurve als
ciner Geraden, wie es bspw. bei #bcl13A bzw. mms2A der Fall zu sein scheint (siche
Abb. 30). Allerdings liegt dieser Eindruck vermutlich vor allem an der sehr hohen induzier-
ten Reversionsfrequenz bei 0,02 pg/ml 4-NQO im UBCT73-Stamm. Unabhingig davon
zeigt #bcl13 C875 eine deutlich verringerte Frequenz an induzierten Reversionsereignissen
im Vergleich zum Wildtyp UBC73. Allerdings ist die Verringerung um einiges schwicher
als in der #bc13A-Mutante. In #be13 C875 sollte sich eine Verringerung der induzierten Re-

versionsfrequenz messen lassen, sofern der Effekt in #b¢73A auf der katalytischen Funktion
von Ubc13 beruht. Da es sich bei #bc13 C87S allerdings um eine ineffiziente und nicht voll-
stindig funktionslose Mutante handelt, sollte diese Verringerung geringer ausfallen als in
einer Deletionsmutante. Da beides der Fall ist, ist es sehr wahrscheinlich, dass det beobach-
tete Phinotyp tatsichlich auf der enzymatischen Aktivitit des Mms2/Ubc13 Heterodimers
beruht.
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Abb. 31: i4-NQO-induzierte  Reversionsfrequenz  von
"1 CEN.PK2-1c #be13A LEU2:UBC13 und LEU2:ube13 C875,
dargestellt anhand einer reprisentativen Messung. ii 4-NQO-
induzierte Reversionsfrequenz von CEN.PK2-1c LEUZ2:
06 ] ube13 €875 auf die Wildtyp-Kontrolle normiert. iii Mittlere

0.8 1

normierte  4-NQO-induzierte ~ Reversionsfrequenz  von
o4 CEN.PK2-1c LEU2:ubc13 C87S  telativ. zu CEN.PK2-1c

021 LEU2:UBC13, im Vergleich zu #bc13A. Dargestellt ist der
Hj Mittelwert aus allen Reversionsfrequenzen von 0,04 bis
. 0,24 ng/ml 4-NQO. Fehlerbalken reprisentieren die Stan-

dardabweichuno.

relativ zum Wildtyp

Induzierte Reversionsfrequenz

00
iii Wildtyp ubc13  ubc13C87S

Messung 4-NQO-induzierter Reversionsfrequenzen einer ubiK 63R-Mutante

Mms2/Ubc13 ist notwendig, um die Polyubiquitinierung von PCNA am Lysin 164 zu kata-
lysieren (s.0.). Die dabei gebildeten Polyubiquitinketten entstehen durch Verkniipfung am
Ubiquitin-internen Lysin 63. Verhindert man die Bildung dieser Ketten durch die Substitu-
tion von Lysin zu Arginin, so ist die Polyubiquitinierung von PCNA nicht mehr moglich.
Um zu tGberprifen, welchen Phinotyp eine #b; K63R-Mutante in Bezug auf die induzierte
Reversionsfrequenz aufweist, wurden daher die Stimme SUB280 (UBI) und SUB413
(ubi K63R; Spence et al., 1995) mit dem Vektor YIplac128 KanKanMX4 transformiert und
anschlieBend die 4-NQO-induzierte Reversionsfrequenz gemessen. Das Ergebnis ist in
Abb. 32 dargestellt.

Die induzierte Reversionsfrequenz in der #bi K63R-Mutante entspricht in etwa der von
mms2A und wbe13A. Der beobachtete Phinotyp von zzs2A und #be13A scheint demnach
abhingig von der Uber Lysin 63 verkniipften Polymerisierung von Ubiquitin zu sein. Wire
der Phinotyp von Mms2/Ubc13 auf eine strukturelle Funktion zurtickzufiihren, wire in
erster Naherung zu erwarten, dass eine #6:K63R-Mutante keine Reduktion der induzierten
Reversionsfrequenz aufweist. Allerdings ist das Heterodimer Mms2/Ubc13 nicht das einzi-
ge Enzym, welches die Bildung Lysin 63 verkntpfter Polyubiquitinketten katalysiert. Es
wite also auch moglich, dass der hier beobachtete Phinotyp nicht von Mms2/Ubc13 ab-
hingig ist. Allerdings erscheint dies in Bezug auf den zuvor fur #be13 C87S festgestellten

Phinotyp eher unwahrscheinlich.
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12 Abb. 32: i4-NQO-induzierte Reversionsfrequenz von
SUB280 (UBI) und SUB 413 (ubi K63R), dargestellt
anhand einer reprisentativen Messung. ii 4-NQO-
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04

Induzierte Reversionsfrequenz

- Wildtyp mms2 ubc13 ubiK63R
i tieren die Standardabweichung.

Messung  4-INQO-induzierter - Reversionsfrequenzen von Modifikations-defizienten PCINA-
Mutanten

Sowohl die Daten fir #be13 C875 als auch die fiir #bi K63R machen es sehr wahrscheinlich,
dass die Phinotypen von mms2A und wbe13A auf die katalytische Funktion des Hetero-
dimers als ubiquitinkonjugierendes Enzym zuriickzufithren sind. Die Ubiquitinierung am
Lysin 164 von PCNA gilt aber als Signal fiir einen von der homologen Rekombination
unabhingigen Prozess. Demnach gibt es zwei Méglichkeiten, dieses Phinomen zu erkliren:
1. PCNA ist nicht das einzige Substrat fiir Mms2/Ubc13, oder 2. der Prozess, welcher
durch die Polyubiquitinierung initiiert wird, ist kein unabhingiger, sondern ein zumindest
teilweise von homologer Rekombination abhingiger Vorgang. Um nachzupriifen, ob die
Modifikation von PCNA relevant ist fur den beobachteten Phinotyp, wurde daher die 4-
NQO-induzierte Reversionsfrequenz in einer po/30 K164R-Mutante untersucht. POL30
codiert in S. cerevisiae fir die Untereinheit, welche als Homotrimer PCNA bildet (Bauer &
Burgers, 1990). Da PCNA auch am Lysin 127 modifiziert werden kann, wurde der Voll-
standigkeit halber auch eine po/30 K127R- sowie eine po/30 K164/127R-Mutante gemessen,
obwohl die Polyubiquitinierung durch Mms2/Ubc13 wahrscheinlich nur am Lysin 164
geschieht (sieche Seite 22 sowie Andersen ez al, 2008). Als Wildtyp-Referenz wurde ein
CEN.PK2-1c po/30:HisG LEUZ2:POL30 genommen. Hergestellt wurden die Stimme
durch Transformation von CEN.PK2-1c¢ Ylplac211 KanKanMX4 mit YIplac128 POL30
(bzw. ~pol30 K164R, ~K127R und ~K727/164R; Windecker & Ulrich, 2008) und anschlie-
Bende Deletion von POL30 durch den Vektor pBL243 (Ayyagari ef al., 1995). Da po/30-

Mutantionen letal sind, musste die Deletion hier nach der Integration der am Lysin mutier-
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ten Allele erfolgen. Da somit fiir die Deletion zwei mogliche Gen-/wci vorlagen, musste die
korrekte Lage der Deletion gesondert anhand von primern, welche im LLEUZ2-locus binden,
Uberprift werden. Zusitzlich wurde die Substitution von Lysin 127 zu Arginin mithilfe
einer Spaltung des POL30-internen PCR-Produkts durch AfIII verifiziert (fiir Details siche
Seite 50). Die induzierte Reversionsfrequenz der po/30 K164R ist in Abb. 33, die von
pol30 K127R in Abb. 34 und po/30 K127/164R in Abb. 35 zu sehen.

In po/30 K7164R ist die induzierte Reversionsfrequenz erniedrigt, wobei die Reduktion in der
mms2A-Mutante jedoch deutlich stirker ist (Abb. 33 und Abb. 35). Durch den Aminosiu-

renaustausch von Lysin 164 zu Arginin wird jedoch nicht nur die fehlerfreie PRR sondern
auch Translisionssynthese negativ beeinflusst. Wie der Mutatorphinotyp von mms2 zeigt,
scheint bei einem Ausfall der Polyubiquitinierung von PCNA vermehrt Transldsionssyn-
these stattzufinden. Durch gleichzeitigen Verlust der Translisionssynthese konnte ein gro-
Berer Teil an DNA-Schiden wieder tiber den fehlerfreien Weg erfolgen, was die geringe
Reduktion der induzierten Reversionsfrequenz erkliren kénnte. Unabhingig davon ist die
hier prisentierte Reduktion der induzierten Reversionsfrequenzen in po/30 K7164R konsis-
tent mit der Annahme, dass der Ausfall der Polyubiquitinierung von PCNA am Lysin 164

der Ursprung des in zms2A bzw. ube13A beobachteten Phinotyps ist.
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Abb.33: i4-NQO-induzierte Reversionsfrequenz von POL30 und po/30 K164K, dargestellt anhand einer teprisen-
tativen Messung. ii 4-NQO-induzierte Reversionsfrequenz von po/30 K164K auf die Wildtyp-Kontrolle POL30 not-

miert. Dargestellt sind die Exrgebnisse aus drei unabhingigen Messungen.

Erstaunlicherweise lasst sich nicht nur fir die po/30 K64R-Mutante eine Reduktion der in-
duzierten Reversionsfrequenz zeigen, sondern auch fir po/30 K7127R, welche sogar stirker
ausfillt (Abb. 34 und Abb. 35). Allerdings ist zu vermuten, dass dieser Phinotyp nicht von
Mms2/Ubc13 abhingig ist, da bisher keine Ubiquitinierung fur das Lysin 127 in Hefe
nachgewiesen wurde. Dagegen konnte fir die SUMOylierung am Lysin 127 eine Funktion
bei der Kontrolle von Schwesterchromatid Kohision nachgewiesen werden (Moldovan e#
al., 2006). Moldovan ez al. postulieren, dass die SUMOlyierung von PCNA am Lysin 127
die Bindung von Ecol an PCNA erschwert, welches fiir die Schwesterchromatid-Kohision
notwendig ist. Die Autoren vermuten weiter, dass die Suppression dieser Bindung 7 vivo
bestimmte DNA-Regionen von Kohisinen freihilt, um sie fiir Proteine zuginglich zu hal-

ten. So etwas konnte bspw. bei stark transkribierten Bereichen relevant sein, aber auch bei
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der Umgehung von Replikationsarresten. In letzterem Fall konnte der hier beobachtete
Phinotyp auf einer Unzuginglichkeit der zu umgehenden Stelle aufgrund von Kohisinbin-

dung beruhen.
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Abb. 34: i 4-NQO-induzierte Reversionsfrequenz von POL30 und po/30 K127R, dargestellt anhand einer reprisen-
tativen Messung. ii 4-NQO-induzierte Reversionsfrequenz von po/30 K127R auf die Wildtyp-Kontrolle POLL30 nor-

miert. Dargestellt sind die Ergebnisse aus zwei unabhingigen Messungen.

Die K164/127R-Mutante zeigt den gleichen Phinotyp wie die po/30 K7127R-Mutante
(Abb. 35), was konsistent mit der Vermutung ist, dass die Bindung der Kohisine die zu
umgehende Stelle méglicherweise unzuginglich fir andere Proteine macht. In so einem
Fall wire es irrelevant, ob ein Protein bspw. schlechter an nicht ubiquitiniertes PCNA bin-

den kann, da es ohnehin durch die Kohisine an der Bindung gehindert wird.
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Abb.35: i4-NQO-induzierte Reversionsfrequenz von POL30 und
08 poi30 K127/164R, dargestellt anhand einer reprisentativen Messung.
ii 4-NQO-induzierte Reversionsfrequenz von po/30 K127/164R auf die
Wildtyp-Kontrolle POL30 normiert. Dargestellt sind die Ergebnisse aus

06

relativ zum Wildtyp

os drei unabhingigen Messungen. iii Mittlere normierte 4-NQO-indu-

02 zierte  Reversionsfrequenz von  po/30K164R, po/30 Ki127R  und
i pol30 K127/164R, im Vergleich zu mms2A und POL30. Dargestellt ist

00

Induzierte Reversionsfrequenz

o & p,g@ & @ der Mittelwert aus allen Reversionsfrequenzen von 0,04 bis 0,24 ng/ml

iii & 4-NQO. Fehlerbalken reprisentieren die Standardabweichung.
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Messung der Sensitivitit einer ubc13A pol30 K164R-Mutante

Die induzierten Reversionsfrequenzen in po/30 K764R machen es wahrscheinlich, dass der
Verlust der Polyubiquitinierung am PCNA der Ausloser fiir die beobachteten Phanotypen
ist. Um diese Hypothese weiter zu untersuchen, wurde zusitzlich die Sensitivitit einer
ubc13A pol30 K164R-Mutante gegen 4-NQO anhand eines drop dilution-assays ermittelt. Dazu
wurden Ubernachtkulturen zunichst in frisches Medium transferiert und fiir einige Stun-
den wachsen gelassen, damit moglichst ein groB3er Teil der Zellen teilungsaktiv ist. Die
Zellkulturen wurden dann in je vier Suspensionen mit abnehmender Zelldichte eingestellt.
Fir jeden Stamm wurden je 7 pl einer jeden Suspension auf YPD-Platten mit unterschiedli-
cher Konzentration an DNA-schidigenden Agenzien ausgetropft. Nach zwei Tagen im
Brutschrank bei 30° wurde dann das Wachstum der Stimme verglichen. Das Ergebnis ist
in Abb. 36 zu schen.

Fir ube1 3A zeigt sich dabei eine geringere Sensitivitit gegen 4-NQO als fur po/30 K164R.
Da in po/30 K164R-Mutanten sowohl fehlerfreie als auch fehlerbehaftete PRR ausfallen,
wihrend in #bc13A nur die fehlerfreie PRR entfillt, ist eine solche hohere Sensitivitit von
pol30 K164R auch zu erwarten. Gleichzeitig ist die Doppelmutante #be13A po/30 K164R

genauso sensitiv wie die po/30 K764R-Mutante. Dies macht es sehr unwahrscheinlich, dass
Mms2/Ubc13 neben PCNA ein weiteres Substrat aufweist, welches fiir die in #zzs2A bzw.

#bc13A beobachtete Reduktion der induzierten Reversionsfrequenzen verantwortlich ist.
Wire dies der Fall, so sollte sich die Sensitivitit in der Doppelmutante verstirken, da zu-
satzlich zu dem Wegfall der Ubiquitinierung von PCNA auch noch die Ubiquitinierung des
alternativen Substrates wegfiele, was sich wahrscheinlich in der Sensitivitit gegen 4-NQO

zeigen wiirde.
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Abb. 36: Sensitivitit von wbcl3A-, pol30 K164R- und ube13A pol30 K164R-Mutanten im Vergleich zum Wildtyp. Pro
Platte sind fir jeden Stamm 7 pl einer 107-, 106-, 105- und einer 104-Zellen/ml-Suspension ausgetropft. Alle Plattenaus-

ubcl3D pol30 K164R

schnitte stammen aus einem Einzelexperiment.

Insgesamt lassen die hier prisentierten Daten vermuten, dass die Polyubiquitinierung von
PCNA durch Mms2/Ubc13 in irgendeiner Form einen Einfluss auf die Umgehung von
DNA-Schiden durch homologe Rekombination hat. Dies kénnte bspw. eine Repression
konkurrierender Mechanismen wie Translisionssynthese oder die Stimulation einzelner

oder mehrerer Komponenten der homologen Rekombination sein.
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Untersuchung zur Funktion von Mms2 anhand der Analyse genetischer
Interaktionen

Untersuchungen zur Interaktion von mmsZA mit der Transldsionssynthese

Messung 4-NQO-induzierter Reversionsfrequengen von mms2A rev3A- und mms2A rad30A-
Mutanten

Ein mogliches Modell fiir die Funktion von Mms2/Ubc13, welches die zuvor gezeigten
Phinotypen erkliren kann, ist die Unterdrickung von Transldsionssynthese zugunsten der
Umgehung durch homologe Rekombination. Monoubiquitinierung am PCNA gilt als indu-
zierendes Signal fir Translisionssynthese durch poln (s.o. sowie Andersen ez al., 2008;
Waters ez al., 2009). Eine dariiber hinaus gehende Polyubiquitinierung kénnte den Einsatz
der Transldsionspolymerasen verhindern bzw. hinauszogern, damit andere fehlerfreie Me-
chanismen zunichst greifen konnen, ohne in Konkurrenz mit der Transldsionssynthese zu
gelangen. In einem solchen Fall wire der erniedrigte Phinotyp einer mmsZA-Mutante bei
der induzierten Reversionsfrequenz auf das vermehrte Einsetzen der Translisionssynthese
anstelle der fehlerfreien Mechanismen zurtickzuftihren. Der Schaden wird bereits fehlerbe-
haftet Gberlesen, bevor eine fehlerfreie Umgehung durchgefihrt werden kann. Um zu
Uberprifen, ob die Deletion einer Translisionspolymerase wie Rad30 oder Rev3 einen Ein-
fluss auf die 4-NQO-induzierte Reversionsfrequenz in ms2A hat, wurden die induzierten
Frequenzen in mms2A rev3A und mms2A rad30A ermittelt. Daftir wurde zunichst die

mms2A rad30A-Mutante per Kreuzung von mms2A Ylplac211KanKanMX4 (MATo) mit
rad30A (M.ATa) hergestellt. Die Zygoten wurden mithilfe eines Mikromanipulators isoliert,
die so erhaltenen Diplonten anschlieBend zur Sporulation gebracht und mit dem Mikroma-
nipulator dissektiert. AnschlieBend wurden die induzierten Reversionsfrequenzen einer
zufillig ausgewihlten Segregate sowie einer vorhandenen zms2A rev3A-Mutante gemessen.
Die Ergebnisse fir mms2A rev3A sind in Abb. 37 und die fir zms2A rad30A in Abb. 38 zu

sehen.

Die induzierten Reversionsfrequenzen von mms2A rev3A scheinen wieder im Vergleich zu
mms2/A deutlich erh6éht, wobet sie im Mittel dem Wildtyp dhneln. Allerdings sind die Werte
fir die Doppelmutante von Messung zu Messung teilweise sehr unterschiedlich. Vor allem
im Bereich zwischen 0,02 und 0,08 ug/ml variieren die induzierten Reversionsfrequenzen
stark. Wihrend zwei Messungen eine deutlich erhchte Frequenz aufweisen, ist in den ande-
ren beiden Messungen eine leichte Reduktion festzustellen. Dagegen scheinen sich die
Werte fur die Konzentrationen 0,16 und 0,24 pg/ml tendenziell dem Wildtypniveau anzu-
passen. Eine klare Aussage lisst sich daher nicht formulieren, allerdings erscheint es plausi-
bel zu vermuten, dass sich zms2A rev3A nicht wesentlich vom Wildtyp in Bezug auf die
Frequenz induzierter Reversionen unterscheidet. Als sicher erscheint jedoch, dass die
Doppelmutante nicht den erniedrigten Phinotyp von mms2A aufweist. Eine Mutation wie

rev3A oder rad30A, welche TLS verhindert bzw. einschrinkt, sollte nach der vorhergehend

angefithrten Hypothese den Phinotyp von zzs2A supprimieren konnen, da eine fehlerfreie
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Umgehung bei Ausfall der Translisionssynthese wieder einsetzen konnte. Da die induzierte
Reversionsfrequenz von zms2A rev3A zumindest nicht mehr die in mms2A festgestellte Re-
duktion aufweist, mag eine solche Suppression tatsidchlich auch vorliegen. Interessant ist
auch die Tatsache, dass der Phianotyp von mms2A rev3A wieder eher dem Wildtyp dhnelt,
wohingegen po/30 K164R einen erniedrigten Phinotyp aufweist (vergleiche Abb. 33 und
Abb. 37). Allerdings ist in der po/30-Mutante TLS nicht vo6llig ausgeschaltet, sondern wird
nur nicht mehr stimuliert durch die Monoubiquitinierung. In zms2A rev3A dagegen ist TLS
vermutlich vollstindig inaktiv. Daher mag es sein, dass TLS in po/30 K7164R durchaus noch
teilweise mit homologer Rekombination konkurrieren kénnte. Um zu tberpriifen, ob die
hier prisentierten Daten auf eine Hintergrundmutation zuriickzufiihren sind und somit
nicht auf die genetische Interaktion von mms2A und rev3A, wurde zusitzlich versucht,
mms2A rev3A mit dem Plasmid pJA6 zu komplementieren. Als Kontrolle wurde
mms2A rev3A auch mit dem Leervektor YCp50 transformiert. Die induzierten Reversions-
frequenzen sind in Abb. 371 zu sehen. Tatsdchlich ist die Reversionsfrequenz in der
komplementierten Mutante wieder geringer als im Wildtyp, wenn auch der mmsZA-
Phinotyp nicht anndhernd rekonstruiert wird. Dies mag jedoch bspw. darauf zurtickzufiih-
ren zu sein, dass das Expressionsniveau des auf dem Plasmid vorliegenden RET73-Gens

nicht dem der chromosomal lokalisierten Kopie entspricht.

Zusammengefasst scheint die induzierte Reversionsfrequenz in zms2A durch zusitzliche

Deletion von RET73 zumindest teilweise wieder angehoben zu werden.

10 0,0025

—8— Wildtyp —8— WT
&1 —O0— mms2A rev3A —0O— mms2A rev3A YCp50
0,0020 —0O— mms2A rev3A pJAG
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Induzierte Reversionsfrequenz
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normierte ind. Reversionsfrequenz
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Abb. 37: i 4-NQO-induzierte Reversionsfrequenz von mms2A rev3A auf den Wildtyp normiert. Dargestellt sind die

Ergebnisse aus vier unabhingigen Messungen. ii 4-NQO-induzierte Reversionsfrequenz von mms2A rev3A komple-

mentiert mit pJA6 im Vergleich zum Wildtyp und mms2A rev3A, transformiert mit dem Leervektor YCp50.

Interessanterweise zeigt zms2A rad30A nicht den gleichen Phinotyp wie mms2A rev3A, son-
dern vielmehr den Phinotyp der mms2A-Einzelmutante (Abb. 38). Zwar ist rad30A vermut-
lich die einzige echte Translisionspolymerase in Hefe und zumindest humane Pol 1 ist z
vitro in der Lage Benzpyren-Addukte zu ibetlesen (Zhang e al., 2000), jedoch ist es den-
noch méglich, dass Rad30 in Hefe keine oder nur eine geringe Rolle bei der Umgehung
von 4-NQO-induzierten Addukten spielt. Allerdings wire in dem Fall auch kein Einfluss

von rev3A auf die induzierten Reversionsfrequenzen von mmsZA-Mutanten zu erwarten, da

105 | Scite



ERGEBNISSE

keine andere DNA-Polymerase in Hefe bekannt ist, welche in der Lage wire, solche Ad-
dukte effizient zu tGberlesen. Wie zuvor gezeigt, kann jedoch die rev3A-Deletion vermutlich
den Phinotyp von mms2A supprimieren. Eine alternative und wesentlich plausiblere Erkla-
rung ist vermutlich die Beteiligung von Rad30 an der homologen Rekombination. Da, wie
zuvor gezeigt wurde (siche Seite 76 ), auch 72d30A-Mutanten eine Reduktion der induzier-
ten Reversionsfrequenzen aufweisen, ist es sehr wahrscheinlich, dass sich die zusitzliche
Deletion von RAD30 nicht weiter auf die bereits stark erniedrigten Frequenzen in mmsZA-

Mutanten auswirkt.
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Abb. 38: i4-NQO-induzierte Reversionsfrequenz von
mms2A rad30A, dargestellt anhand einer reprisentativen
Messung. ii 4-NQO-induzierte Reversionsfrequenz von
mms2A rev3A auf den Wildtyp normiert. Dargestellt ist das
Ergebnis aus einer Messung. iii 4-NQO-induzierte Re-

relativ zum Wildtyp
=

versionsfrequenz von mms2A rev3A bzw. mms2A rev3A-
PJAG und mms2A rad30A relativ zum Wildtyp. Zum Ver-
’—L‘ gleich dient zms2A. Dargestellt ist der Mittelwert aus allen
00 . . ? Reversionsfrequenzen von 0,04 bis 0,24 ng/ml 4-NQO.

Fehlerbalken reprisentieren die Standardabweichung,.
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Da wihrend der Messungen der induzierten Reversionsfrequenzen in zms2A rev3A-Mutan-
ten jeweils ein erstaunlich hoher spontaner Hintergrund festgestellt wurde, wurde zusitz-
lich die spontane Reversionsrate bestimmt. Die so ermittelten Daten sind in Tab. 7 zu se-
hen. Tatsdchlich ist der Wert in etwa 20-40-fach hoher als im Wildtyp, wihrend er in
mms2A-Mutanten leicht erniedrigt ist und rev3A-Mutanten vermutlich einen dem Wildtyp
vergleichbaren Wert aufweisen (Seite 81). Um zu tiberprifen, ob die gemessene Erhéhung
durch Rad51-abhingige Prozesse entsteht, wurde auch die spontane Reversionsfrequenz
einer mms2A rev3A rad51A-Mutante gemessen. In Tab. 7 sind auch die Raten dieser Mutante
zu finden. In beiden Messungen zeigte sich, dass die zusitzliche rad57A-Mutation die Er-
hohung der spontanen Reversionsrate deutlich supprimieren kann, wobei der Wert immer

noch deutlich Gber dem Wert des Wildtyps liegt. Es scheint daher, dass zumindest ein gro-
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Ber Teil der in mms2A rev3A-Mutanten auftretenden Reversionen uber Rad51-vermittelte

Prozesse entstehen.

Wihrend der Mutatorphinotyp und die Reduktion der induzierten Reversionsfrequenz in
mms2/A durch das zuvor angesprochene Modell zu erkliren sind, kann es die Erthohung der
spontanen Reversionsfrequenz jedoch nicht ohne Weiteres erkliren. Nach dem Modell
sollte die Deletion von RET3 und damit der Verlust von TLS wieder zu einer Umgehung
der DNA-Schidden tiber homologe Rekombination fiihren. Der Phinotyp der Doppelmu-
tante sollte sich demnach nicht wesentlich von einer rev3A-Einzelmutante unterscheiden.
Dies ist jedoch nicht der Fall. Allerdings ldsst sich eine in sich schlissige Interpretation
dieses Phinomens anhand der bisher prasentierten Daten nicht formulieren. Es ist aber
anzumerken, dass der beobachtete Anstieg der spontanen Reversionsfrequenz auch auf
eine hohe Sensitivitit der Doppelmutante gegen 4-NQO zuriickzufithren sein konnte (né-
heres zur Sensitivitit von zzs2A rev3A ist auf Seite 107 zu finden). Insofern Zellen, welche
Schiden tiber homologe Rekombination umgehen oder reparieren, im Vergleich zu ande-
ren Zellen eine héhere Uberlebensrate aufweisen, wire eine erhéhte Frequenz an Rever-
sionen zu erwarten. In diesem Fall wire der Phinotyp wiederum mit dem Modell zu ver-

einbaren.

Tab. 7: Spontane Reversionsraten von mms2A-, rev3A- und mms2A rev3A-Mutanten im Vergleich zum Wildtyp. Die Werte
wurden nach der Methode des Medians ermittelt (Lea & Coulson, 1948). WT steht fiir Wildtyp, Mut. fiir Mutante. Die zusam-

mengehérigen Werte aus jeweils einer Messung sind durch Indices (1-3) markiert.

Stamm Spontane Reversionsrate Faktor Mut. / WT
Wildtyp 1,2 x 105+ 1,2 x 10°® 1!
3,6 x 105+ 3,0 x 10° 12
3,0 x 105+ 2,6 x 10° 13
mms2 7,5 x 10° £ 8,0 x 107 0,6 *
mms2 rev3 2,8 x 10% £ 2,3 x 10° 23,11
6,2 x 10% + 4,4 x 10°® 17,32
1,3 x 103 +£8,8 x 10™ 43,23
mms2 rev3 rad51 1,5 x 10* £ 2,3 x 107 4,32
6,7 x 104 £ 5,3 x 10° 22,163

Messung der Sensitivitit von mms2A rad30A, mms2A rev3A und pol30 K164R

Die Vermutung, Mms2 sei notwendig fiir einen fehlerfreien Zweig der Postreplikativen
Reparatur, welcher eine Alternative zur Translisionssynthese darstellt, beruht auf der Fest-
stellung, dass mms2 einen Rev3-abhingigen Mutatorphinotyp und einen Synergismus mit
rev3 in Bezug auf die Uberlebensrate gegen MMS, UV- und y-Strahlung zeigt (Broomfield e
al., 1998; Xiao et al., 1999). Um die Interaktion von MMS2 mit den Genen der Transldsi-

onssynthese genauer zu untersuchen, wurde die Sensitivitit einer mms2A rev3A-und einer

mms2 rad30A -Mutante im Vergleich zu den entsprechenden Einzelmutanten, sowie einer

pol30 K164R-Mutante ermittelt. Fur die Messung der Sensitivitit wurden logarithmisch
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wachsende Kulturen von jedem Stamm auf vier Suspensionen mit abnehmender Zelldichte
eingestellt und von jeder Suspension ein Aliquot auf YPD-Platten mit unterschiedlicher
Konzentration an DNA-schidigenden Agenzien ausgetropft. Untersucht wurde dabei die
Sensitivitit gegen 4-NQO, MMS und Cpt. Eine Darstellung der Daten ist in Abb. 39 zu
finden. Zusitzlich wurde die Sensitivitit gegen UV-Strahlung fiir zms2A rad30A gemessen,
da diese wie bereits angemerkt vor allem fiir das Uberlesen von UV-Schiden wichtig zu
sein scheint (s.0). Hierfiir wurden die Zellsuspensionen nach Erreichen der logarithmischen
Phase auf 4 x 10° Zellen/ml eingestellt und je Stamm 50 pl gleichmiBig als Bahn auf einer
YPD-Platte verteilt. AnschlieBend wurden Teile der Platte nach und nach mit UV bestrahlt,
sodass man einen Stufengradient der Strahlungsintensitit erhilt. Die UV-Sensitivitit von
mms2A rad30A ist in Abb. 40 zu sehen. Wie auch in den erwihnten Arbeiten von Broom-
field e# al. und Xiao ez al lasst sich bei der Sensitivitit gegen MMS ein Synergismus zwi-
schen rew3A und mms2A beobachten, wobei die rev3A-Einzelmutante selbst nicht auffillig
sensitiv gegen MMS ist. zzs2A dagegen weist eine moderate Sensitivitit gegen MMS auf.
Fir 4-NQO lisst sich ebenfalls ein Synergismus zwischen mms2A und rev3A feststellen,

wobei auch mmsZA eine deutliche Sensitivitit gegentiber 4-NQO aufweist. Fur re3A ldsst
sich auch bei 4-NQO keine gegeniiber dem Wildtyp erhchte Sensitivitit feststellen. Bei
Camptothecin weist dagegen keine der betrachteten Mutanten eine erkennbare Sensitivitit
auf. Rev3 ist fur Translasionssynthese notwendig, welche eine Alternative zu der fehlerfrei-
en Umgehung von DNA-Schiden darstellt. Fiir eine Mutante mit Defekt in einem fehler-
freien Prozess wire daher zu erwarten, dass sich die Sensitivitit durch gleichzeitiges Aus-

schalten von Rev3 verstirken sollte. Der hier prisentierte Synergismus von mmsZA und

rev3A unterstiitzt demnach die urspriingliche Hypothese, Polyubiquitinierung von PCNA
fithre zu einer fehlerfreien Umgehung von DNA-Schiaden. Gleichzeitig lassen diese Daten
das zuvor angefiihrte Modell als eher unwahrscheinlich erscheinen: Beruht die Reduktion
der induzierten Reversionsfrequenz in zms2A einzig auf dem verstirkten Einsatz der nun
nicht mehr reprimierten Translisionssynthese, musste die Sensitivitit der mms2A-Mutante
im Wesentlichen auf dem mutagenen Effekt der Translisionssynthese beruhen. Dies ist
zum einen per se recht unwahrscheinlich, da eine Mutation durch Translisionssynthese in
den meisten Fillen wohl nicht letal ist und teilweise — je nach Art des Schadens — fehlerfrei
erfolgen kann (siche Seite 12). Zum anderen sollte ein zusitzliches Deletieren von RET3
diesen Effekt autheben, da die Schiden wieder verstirkt iiber homologe Rekombination
umgangen werden. Da mms2A und rev3A jedoch synergistisch sind, kann die Polyubiquiti-
nierung nicht ausschlieflich eine Repression der Translisionssynthese darstellen. Dennoch
ist es moglich, dass solch eine Repression eine von mehreren moglichen Folgen der
PCNA-Modifikation darstellt. Dartiber hinaus zeigt die nicht vorhandene Sensitivitit gege-
niber Camptothecin, dass Mms2 keinen FEinfluss auf die Reparatur von Strangbriichen
nach run off-Synthese zu haben scheint. Letzteres ist jedoch auch plausibel, da bei der run
off-Synthese moéglicherweise nicht nur die DNA-Polymerase, sondern auch PCNA von der
DNA herunterlduft und somit die Ubiquitinierung des PCNA erst gar nicht stattfinden
kann. Allerdings setzt dies voraus, dass die PCNA-Modifikation bei auf der DNA sitzen-
dem PCNA stattfindet. Unabhingig davon scheint die Funktion von Mms2 jedoch nicht
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relevant fir die Reparatur von Camptothecin-induzierten Schiden zu sein. Wenn Mms2
einen Einfluss auf homologe Rekombination hat, so scheint dieser demnach auf Prozesse
beschrinkt zu sein, welche bei der Umgehung von DNA-Schiden notwendig sind, aber
nicht bei der Replikationsreinitiation nach ru# off-Synthese.

Camptothecin
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4-NQO M
YPD 0 025|-19/m| ) 0,00075%

wildtyp [

mms2A

rev3A

Y P ‘T‘%
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mms2A
rad30A
mms2A rad30A

4-NQO
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pol30 K164RA §

® B
Abb. 39: Sensitivitit von mms2A rev3A-, mms2A rad30A- und po/30 K164R-Mutanten im Vergleich zu den entsprechen-

den Einzelmutanten. Pro Platte sind fiir jeden Stamm 7 ul einer 107-, 106-, 105- und einer 104-Zellen/ml-Suspension

mms2A rev3A

ausgetropft. Alle Plattenausschnitte stammen aus einem Einzelexperiment.
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Abb. 40: UV-Sensitivitit von  mms2A-, rad30A- und

mms2A rad30A-Mutanten im Vergleich zum Wildtyp. Die
Bestrahlungsdauer in Sekunden ist links im Bild angegeben.

Far mms2A rad30A stellt sich anndhernd dasselbe Bild dar wie fir zms2A rev3A. Auch hier
weist die 7ad30A-Einzelmutante gegeniitber MMS und 4-NQO keine erkennbare Sensitivitit
auf. Die Doppelmutante zeigt dagegen eine verstirkte Sensitivitit im Vergleich zu mmsZA.

Allerdings ist diese Verstirkung nicht derart ausgeprigt wie in zzsZA rev3A. Dies lisst sich
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insofern erkliren, als Rev3 vermutlich eine fiir die TLS wichtigere Funktion hat als Rad30.
Rev3 ist im Gegensatz zu anderen DNA-Polymerasen in der Lage ein fehlgepaartes primer-
Ende zu verlingern. Wie bereits erwahnt erfordert die effiziente Translisionssynthese je-
doch auch bei dem FEinsatz einer Translisionspolymerase wie Rad30 zusitzlich die Funkti-
on von Rev3. Bei der Bestrahlung mit UV zeigt rad30A eine deutliche Sensitivitit, welche
stirker ausfillt als die Sensitivitit von zzs2A und in etwa der Sensitivitit einer rad51A-
Mutante entspricht (vergleiche Abb. 40 und Abb. 42). Dies lisst vermuten, dass die Funk-
tion von Rad30 beim Uberlesen von UV-induzierten DNA-Schiden méglicherweise eine
wichtigere Rolle spielt, als bspw. bei der Umgehung von 4-NQO-induzierten Schiden.
Ebenfalls lisst sich hier die Sensitivitit der Einzelmutanten durch die gleichzeitige Deletion

beider Gene verstiarken.

Fasst man alle bisher hier prisentierten Ergebnisse zusammen, so erscheint es als sehr
wahrscheinlich, dass die Polyubiquitinierung von PCNA durch Mms2/Ubc13 einen Pro-
zess fordert oder initiiert, welcher eine fehlerfreie Umgehung von DNA-Schiden ermdég-
licht und eine Alternative zur Transldsionssynthese darstellt. Dartiber hinaus scheint dieser

Prozess zumindest teilweise von homologer Rekombination abhingig zu sein.

Untersuchungen zur Interaktion von Mms2 mit der homologen Rekom-

bination

Messungen der UV -Sensitivitat in mms2A rad52A

Da die hier prisentierten Messungen der induzierten Reversionsfrequenzen darauf hinwei-
sen, dass Mms2 in irgendeiner Form die Umgehung von DNA-Schiden durch homologe
Rekombination beeinflusst, sollte im Folgenden die genetische Interaktion zwischen MMS2
und den zentralen Genen der homologen Rekombination (RAD52 und RADS5T) genauer

untersucht werden. Bereits wihrend meiner Diplomarbeit wurden Sensitivititsmessungen
von mms2A rad5 1A und mms2A rad52A durchgefuhrt (Ede, 2000). Anhand der Daten wurde
vermutet, dass bei der Sensitivitit gegen 4-NQO eine Epistasis von rad571A und eine Su-
badditivitit mit rad52A vorliegen. Dagegen konnte fur MMS eine Additivitit sowohl mit
rad5TA als auch mit rad52A festgestellt werden. Vorherige Untersuchungen beztiglich der
Interaktion von MMS2 und der homologen Rekombination sind auf die Uberlebensrate
nach UV-Bestrahlung bei mms2 rad52 beschrinkt (Torres-Ramos et al., 2002; Ulrich, 2001).

Dabher sollten weitere Interkationsstudien beztiglich anderer Schadensarten erfolgen. Dazu
sollte zunichst die UV-Sensitivitit einer mms2A rad52A-Mutante im CEN.PK2-1c-

Stammbintergund ermittelt werden, da die bisherigen Messungen von Torres-Ramos e7 al.

hierzu in einem anderen Stammbhintergund erfolgten. Das Ergebnis ist in Abb. 41 zu sehen.
Wie zu erwarten, ist eine Additivitit bzw. eventuell ein schwacher Synergismus von mzs2A

und rad52A festzustellen, wie es auch bei Torres-Ramos ef a/. beobachtet wurde.
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Messung der Sensitivitit und Uberlebensrate nach UV -Bestrahlung von mms2A rad51A

Da sich die bisherigen Messungen wie bereits erwiahnt auf die Untersuchung von
mms2 rad52 beschrinken, wurden hier zusitzlich die Sensitivitit und die Uberlebensrate
von mms2A rad51A nach der Bestrahlung mit UV ermittelt. Fiir die Uberlebensrate wurden
logarithmisch wachsende Zellen zunichst auf eine Zelldichte von 2 X 10° Zellen/ml ein-
gestellt und geeignete Verdinnungen auf YPD ausplattiert. AnschlieBend wurden die Plat-
ten mit UV-Licht bestrahlt und nach dreitigigem Wachstum die Anzahl Uberlebender et-
mittelt. Die Ergebnisse sind in Abb. 42 dargestellt. Wie auch bei rad52A, zeigt sich hier eine
moderate Sensitivitit der Einzelmutanten sowie eine Additivitit bzw. ein schwacher Syner-
gismus von rad51A und mms2A (die bei 2,5 ng/ml 4-NQO auftretende hohere Sensitivitit
des Wildtyps im Vergleich zu mms2A ist vermutlich ein Artefakt der Messung, da sie nicht
reproduzierbar war). Dieses Ergebnis wirkt tberraschend, da gleichzeitig rad51A gegeniiber
mms2/ epistatisch bei der Sensitivitit gegen 4-NQO zu sein scheint. Allerdings ist nicht
auszuschlieBen, dass sich die Umgehung der durch 4-NQO-induzierten DNA-Schiden von
der Umgehung UV-induzierter Schiden unterscheidet. Bspw. konnen UV-Schiden im We-
sentlichen fehlerfrei durch Rad30 umgangen werden, was auch unter anderem an der Sensi-
tivitit von rad30A gegen UV-Strahlung erkennbar ist (Johnson e al, 1999 und s.o.). Dage-
gen zeigt rad30A keine erkennbare Sensitivitit gegen 4-NQO, was die Vermutung zulisst,
dass 4-NQO-induzierte Schiden anscheinend 7 vivo bevorzugt iiber einen anderen Prozess
bzw. iiber andere Proteine als UV-Schiden prozessiert werden. Weiter scheint Mms2 so-
wohl auf Prozesse einen Einfluss zu haben, welche bei der Umgehung von UV-Schiden als

auch bei der Umgehung von 4-NQO-induzierten Schiden eine Rolle spielen.
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Abb. 42: i Uberlebensrate nach UV-Bestrahlung von mms2A, rad51A und mms2A rad51A im Vergleich zum Wild-

typ. ii Sensitivitit gegen UV-Bestrahlung von mms2A, rad51A und mms2A rad51A im Vergleich zum Wildtyp. Die Be-
strahlungsdauer in Sekunden ist links im Bild angegeben.

Messung der Uberlebensrate von mms2A rad51A und mms2A 1ad52A nach Inkubation mit
4-NQO

Die Messung der Sensitivitat per Drop-Dilution-Assay ist ein semiquantitativer Test, welcher
den Einfluss der Anwesenheit von DNA-schidigenden Agenzien auf das Wachstum von
Zellen abschitzbar macht. Bei der Messung der Uberlebensrate wird dagegen quantitativ
die Anzahl der Ubetlebenden Zellen nach einer zeitlich definierten Inkubation mit DNA-
schidigenden Agenzien ermittelt. Da die Interaktion von mms2A und rad51A bei der Inku-
bation mit 4-NQO bisher nur durch einen semiquantitativen Test ermittelt wurde und
nicht auszuschlieBen ist, dass sich die Ergebnisse von einem rein quantitativen Test unter-
scheiden, wurde sowohl fiir mms2A rad51A als auch fir mms2A rad52A die Uberlebensrate
nach Inkubation mit 4-NQO ermittelt. Dartiber hinaus wird bei diesem Test nicht das
Wachstum der Zellen in Anwesenheit von 4-NQO ermittelt, sondern direkt die Anzahl
uberlebender Zellen nach einer 4-NQO-Inkubation wihrend der S-Phase. Dazu wurden
die Zellen zunichst mithilfe von a-Faktor im G1 synchronisiert. Nach Entfernen des o-
Faktors wurden die Zellen aufgeteilt und in Ansitzen mit unterschiedlichen 4-NQO Kon-
zentrationen wihrend der S-Phase inkubiert. AnschlieSend wurden von jedem Ansatz zwei
bis finf Verdiinnungen hergestellt und je ein Aliquot auf Vollmedium plattiert. Nach drei
Tagen Inkubation im Brutschrank wurde der Lebendtiter fiir jede 4-NQO-Konzentration
ermittelt und die prozentuale Uberlebensrate errechnet. Der Lebendtiter eines Ansatzes
ohne 4-NQO wihrend der Inkubation in der S-Phase diente als Grundwert und wurde als
100% gesetzt. Bine Auftragung der prozentualen Uberlebensrate gegen die 4-NQO-
Konzentration ist in Abb. 43 dargestellt.

Sowohl mms2A als auch rad51A zeigen eine moderat verringerte Uberlebensrate nach Inku-
bation mit 4-NQO, wobei rad51A etwas sensitiver ist als mms2A. Fur mms2A rad51A lisst
sich eine Epistasis von rad51A feststellen, wie es auch schon anhand der Sensitivitdtsmes-
sungen wihrend meiner Diplomarbeit vermutet wurde (Ede, 2006). Demnach erscheint es

als sehr wahrscheinlich, dass Mms2 einen Prozess beeinflusst, welcher abhingig von homo-
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loger Rekombination und speziell von Rad51 ist. Auch die zuvor beobachtete Subadditivi-
tit von mmsZ2A und rad52A lisst sich anhand der quantitativen Messung zumindest teilweise
bestitigen. Wie in ,,Methoden®, Seite 58, beschrieben, ist zur Ermittlung einer Additivitat
der Mutanten die Berechnung der entsprechenden A-Werte notwendig. Die daraus berech-
nete hypothetische Kurve bei einer Additivitit von mms2A und rad52A ist in Abb. 43 iii zu
schen (zur besseren Vergleichbarkeit wurden die negativen A-Werte aufgetragen). Dabei
zeigt sich, dass zms2A und rad52A bis 0,5 ng/ml 4-NQO anscheinend additiv sind. Ab
1,9 ng/ml dagegen ist die Sensitivitit deutlich geringer, als sie bei einer Additivitit sein
musste. Auch eine Subadditivitit wie sie hier vorliegen konnte ist konsistent mit der Ver-
mutung, dass Mms2 an der homologen Rekombination und speziell an einem Rad51-
abhingigen Prozess beteiligt ist. Die partielle Additivitit konnte dabei auf rein Rad52-

abhingige Prozesse wie SSA zuriickzufithren sein.

100

—&— Wildtyp
== mms2A
—&— rad51A
—— mms2A rad51A

Uberlebende (%)
Uberlebende (%)

0,1

—8— Wildtyp
—{0— mms2A
—b— rad52A
—O— mms2A rad52A

i 4-NQO i 4-NQO
(Hg/ml) (Hg/ml)

Abb. 43: i Uberlebensrate nach Inkubation mit 4-NQO von
—O— mms2A rad52A

mms2A, rad5TA und mms2A rad51A im Vergleich zum Wild- -1 —O hypothetische Addidion

typ. Dargestellt ist der Mittelwert inklusive Standard-

abweichung aus drei unabhingigen Messungen. ii Uberle-

bensrate nach Inkubation mit 4-NQO von mms2A, rad52A 37
und zms2A rad52A im Vergleich zum Wildtyp. Dargestellt ist 4]
der Mittelwert inklusive Standardabweichung aus drei unab-
hingigen Messungen. 1iii Vergleich einer hypothetischen
Addition von mms2A und rad52A und der tatsichlichen 6

Sensitivitit von mms2A rad52A. Die dargestellten A-Werte

wurden anhand der in (ii) dargestellten Mittelwerte berech- =~ o0 05 10 15 20
.. 1]
net. Ay=—In (Ubetlebenstatey). Zur besseren Vergleichbar- ?p:i(r}n%

keit mit (ii) wurden die negativen A-Werte aufgetragen.

Messung der Uberlebensrate von mms2A 1ad51A nach Inkubation mit MMS

Die wahrscheinlichste Erklirung fir die unterschiedlichen Phinotypen bei andersartiger
Schadensinduktion ist die bereits zuvor angesprochene Moglichkeit einer unterschiedlichen
Umgehung von UV-Schiden und 4-NQO-Addukten. Diese Schadenstypen sind nur ein
Teil des méglichen Schadensspektrums, dem eine Zelle ausgesetzt ist. Ein weiteres Beispiel
fir hdufig auftretende Schiden ist die bereits im vorherigen Kapitel erwihnte Alkylierung
der Basen (Lindahl & Barnes, 2000). Um zu untersuchen, welchen Phinotyp mms2A rad51A
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bei der Prozessierung von Alkylierungsschiden aufweist, wurde auch die Uberlebensrate
von mns2A rad51A nach Inkubation mit MMS ermittelt. Dazu wurden die Zellen wie zuvor
fir die Inkubation mit 4-NQO beschrieben behandelt, wobei sie jedoch wihrend der S-
Phase in entsprechenden Konzentrationen an MMS inkubiert wurden. AnschlieBend wurde
das MMS durch Zugabe von Natriumthiosulfat ,,inaktiviert” und es wurden je zwei bis finf

unterschiedliche Verdiinnungen ausplattiert. Das Ergebnis ist in Abb. 44 zu sehen.

Wie bereits wihrend meiner Diplomarbeit, ist auch bei der Uberlebensrate nach Inkubation
mit MMS eine Additivitit bzw. eventuell ein schwacher Synergismus fir zzs2A und rad51A
zu erkennen. Es scheint demnach zum einen tatsichlich so, dass die Umgehung von diver-
sen DNA-Schiden in unterschiedlicher Form stattfindet. Zum anderen scheint Mms2 an
mehr als einem Prozess beteiligt zu sein, da sich in Abhingigkeit von der Art der DNA-
Schiden unterschiedliche Phinotypen fir eine mms2A rad5TA  zeigen. Bei 4-NQO-
induzierten Schiden scheinen nur Rad51-abhingige Prozesse einzusetzen, an denen Mms2
beteiligt ist, was sich anhand der Epistasis zeigt. Dagegen scheinen bei MMS und UV Pro-
zesse relevant zu sein, an denen Mms2 beteiligt ist, nicht aber Rad51, was sich in der Addi-
tivitit zeigt.

Abb. 44: Uberlebensrate
von mms2A, rad51TA und
mms2A rad51A nach Inku-
bation mit MMS im Ver-

10 4

gleich zum Wildtyp. Dar-
gestellt sind die Mittelwerte
0.1 ] inklusive  Standardabwie-

E chung aus drei unabhingi-
gen Messungen. Bei der

Uberlebende (%)

0,01 4

Doppelmutante  sind  die
Werte fur 0,05 -0,1 % MMS

aus nur einer Messung
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—{+ mms2A
—&— rad51A
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vorhanden.

0,0001 — T —T T T — T
0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10

MMS (%)

Genetische Interaktion von mphlA und mms2A

Nach den bisherigen Daten scheint Mms2 zumindest in Bezug auf 4-NQO-induzierte
DNA-Schiden an einem Prozess beteiligt zu sein, der Rad51-abhingig ist. Ein ebenfalls an
diesem Prozess beteiligtes Protein ist Mph1, wie die im vorhergehenden Kapitel dargestell-
ten Ergebnisse darlegen. Daher wurde als nichstes auch die Interaktion zwischen #ph1A
und zmsZA anhand der Sensitivitit gegen 4-NQO untersucht. Dazu wurde anhand eines
drop-dilution-assays das Wachstum der Mutanten auf YPD-Platten mit unterschiedlichen
Konzentrationen DNA-schidigender Agenzien verglichen. Eine Darstellung des Tests ist
in Abb. 45 zu finden. mph1A zeigt hierbei in etwa die gleiche Sensitivitit wie mzs2A. Dage-
gen ist die Doppelmutante nicht wie rad57A epistatisch, vielmehr liegt eine Additivitit vor.

Mph1 hat héchstwahrscheinlich eine Funktion bei der Prozessierung von D-Logps (siche
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Ergebnisse, Seite 83 ff). Somit ist es sehr wahrscheinlich, dass Mms2 nicht an der Mphl-
abhingigen Prozessierung eines D-Loops beteiligt ist, sondern vielmehr einen alternativen
oder zusitzlichen Einfluss auf die Prozessierung von DNA-Schiden 2z homologe Rekom-

bination hat.

-NQO

YPD 4
0,075pg/ml 0,05ug/ml 0,025pg/ml

Yl @ @ © @& ®© O & ¥ Q@ @ H %
p A ® 0 5

mms2a mphia £ K A

Abb. 45: Sensitivitit von zms2A-, mph1A- und mms2A mph1A-Mutanten im Vergleich zum Wildtyp. Pro Platte sind fiir

jeden Stamm 7 pl einer 107-, 105-, 105- und einer 104-Zellen/ml-Suspension ausgetropft. Alle Plattenausschnitte stam-

men aus einem Einzelexperiment.

Messung der 1V erdopplungszeit von mms2A rad51A
Zusitzlich zur Messung der Sensitivitit gegen DNA-schidigende Agenzien und der Mes-

sung der Uberlebensrate nach Schadensinduktion sollte die Interaktion von mms2A und
rad5TA unter nicht induzierten Bedingungen untersucht werden. Dies geschah anhand der
Messung der Verdopplungszeit der entsprechenden Mutanten im Vollmedium. Dazu wur-
den der Wildtyp, mms2A, rad51A und mms2A rad51A auf eine ODy,., von etwa 0,05 an-
geimpft und tber mehrere Stunden das Wachstum anhand der ODy,,, festgehalten. An-
hand der OD-Zunahme wurde anschlieend die Verdopplungszeit der Stimme wihrend
der logarithmischen Phase errechnet. Die Wachstumskurven sowie die Regressionsgeraden
zur Berechnung der Verdopplungszeiten eines Experiments sind in Abb. 46 zu sehen. Die
Verdopplungszeiten sind in Tab. 8 angegeben. Bei allen drei Messungen ldsst sich fir
mms2A keine erkennbare Verlingerung der Verdopplungszeiten im Vergleich zum Wildtyp

feststellen. 7ad51A dagegen ist in zwei von drei Messungen deutlich langsamer bei der Ver-

dopplung als der Wildtyp. In der dritten Messung unterscheidet sich rad57A jedoch nicht
wesentlich vom Wildtyp. Allerdings zeigt sich in dieser Messung fiir den Wildtyp eine 1,6-
bis 1,7-fache Verdopplungszeit verglichen mit den beiden vorhergehenden Messungen.
Moglicherweise ist diese Varianz auf eine experimentelle Abweichung zuriickzufihren
(bspw. auf eine verringerte Temperatur) oder auf einen experimentellen Fehler (bspw. auf
ein Vertauschen der Stimme). In beiden Fillen erscheint die dritte Messung jedoch sehr

fragwiirdig. In den ersten beiden Messungen zeigt sich fur mms2A rad51A keine Verin-

derung gegentiber der rad571A-Einzelmutante. Da mms2A aber keine Verlangsamung im
Wachstum aufweist, ldsst sich hierbei keine Aussage tber eine Epistasis machen. Es lasst
sich so nur feststellen, dass ein Defekt im MMS2 weder eine Auswirkungen auf die Ver-
dopplungszeit einer rad51A-Mutante noch auf die Verdopplungszeit des Wildtyps zu haben

scheint.
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Abb. 46: i Wachstumskurven von mms2A, rad51A, mms2A rad51A und Wildtyp, dargestellt anhand eines reprisentativen
Experiments. ii Darstellung der exponentiellen Phase aus (i) anhand der Auftragung von log(ODgoonm) gegen die Zeit.
Die Regressionsgeraden zur Ermittlung der in Tab. 8 angegebenen Verdopplungszeiten sind als unterbrochene Linien

eingetragen.

Tab. 8: Verdopplungszeiten von zms2A, rad51A und mms2A rad51A im Vergleich zum Wildtyp.

Stamm Steigung (a) der Regres- Verdopplungszeit (log2/a)
sion
Wildtyp 3,58 x 1073 /Min. 84 Min.
4,02 x 103 /Min. 75 Min.
2,29 x 1073/Min. 132 Min.
mms2 3,72 x 1073/Min. 81 Min.
3,83 x 1073 /Min. 79 Min.
2,30 x 1073/Min. 131Min.
rad51 3,02 x 1073 /Min. 100 Min.
3,26 x 1073 /Min. 92 Min.
2,28 x 1073/Min. 132 Min.
mms2 rad51 2,92 x 1073/Min. 103 Min.
3,07 x 1073/Min. 98 Min.
1,95 x 1073/Min. 154 Min.

Messung spontaner Mutationsraten von mms2A rad51A und mms2A rad52A

Der spontane und induzierte Mutatorphidnotyp einer zzs2-Mutante, sowie deren Synergis-
mus mit 7ev3 in Bezug auf die Sensitivitit gegentiber DNA-schidigenden Agenzien machen
es sehr wahrscheinlich, dass Mms2 in einem fehlerfreien Weg involviert ist. Dartiber hinaus
scheint nach den hier prisentierten Daten diese Funktion in einen HR-abhingigen sowie in
einen HR-unabhingigen Prozess aufgeteilt zu sein. Um die genetische Interaktion zwischen
HR und mms2 genauer zu untersuchen, wurde die spontane Mutationsrate fiir
mms2 rad5TA sowie mms2A rad52A im CANT-Vorwirtsmutationssystem gemessen. Zu-

siatzlich wurde die Abhingigkeit der Phinotypen von Rev3 anhand einer mms2A rev3A- und

einer mms2A rev3A rad51A-Mutante geprift. Die Mutationsraten wurden analog zu der
spontanen Reversionsrate mithilfe der Methode des Medians (Lea & Coulson, 1948) et-
fasst. Die Anzahl an Mutanten wurde dabei durch Selektion auf L-Canavanin-Platten ermit-

telt. Fir die hier prisentierten Daten wurde auf steril filtriertes und pH-eingestelltes Me-
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dium zuriickgegriffen, da durch Erhitzen des Mediums eine weite Bandbreite an potentiell
mutagenen Stoffen entsteht (Kim ez 2/, 1991). Durch filtrieren des Mediums kann die Ent-
stehung dieser Substanzen umgangen werden. Die ermittelten Raten sind in Tab. 9 aufge-
fihrt.

Tab. 9: Spontane Mutationsraten im CAN7-Vorwirtsmutationssystem, ermittelt nach Lea und Coulson, 1984. Die
Nummer des jeweiligen Experiments wurde als hochgestellter Index angegeben. WT steht fir Wildtyp, Mut. fiir Mutante.

Stamm Mutationsrate Mut. /o1 | Stamm Mutationsrate Mut- 7 oot

Wildtyp 3,8x 107 +5,3 x 10%8* 1 mms2 rev3 3,9 x 107+ 5,7 x 10°® 0,81
3,3x 107 +5,0x 1082
7,5x 107 + 1,1 x 1073
5,1 x 107 +7,3 x 1084
2,7 x 107 + 3,8 x 10® 5

mms2 2,4 x 10°+ 2,8 x 10° 6,41 mms2 rev3 7,4%x 107 +1,4 x 107 1,51
2,3 % 10° + 2,9 x 107 7,02 | rads1
1,8 x 10°%+£2,2 x 107 2,43
2,1 x 10° + 2,5 x 107 4,14
1,7 x 10%+£ 1,9 x 107 6,3°

rad51 3,6 x 10° + 4,1 x 107 9,51 rad52 2,9 x 10° + 3,5 x 107 7,61
2,9 x 10° + 3,4 x 107 8,72 2,3 x10%+ 2,9 x 107 4,54
3,0 x 10 + 3,6 x 107 4,03 3,3x 10°+3,9x 107 12,3°
3,0 x 10° + 3,6 x 107 5,9*

mms2 rad51 3,6 x 10° + 4,3 x 107 9,51 mms2 rad52 3,1 x 10° + 3,8 x 1077 8,31
2,9 x 10 + 3,7 x 107 8,9 2 2,5 x 10° + 3,2 x 107 4,94
2,4 x 10°%+ 3,1 x 107 3,23 2,1 x10%+2,6 x 107 7,9°
3,1 x 10°+ 3,9 x 107 6,14

Auffallig ist hierbei zunichst, dass die Raten fir den Wildtyp in den Messungen 1, 2 und 5
sehr dhnliche Werte aufweisen, wihrend in der dritten und in der vierten Messung héhere
Werte auftreten (etwa zweimal so hoch). Dagegen weisen die betrachteten Mutanten eine
solche deutliche Abweichung nicht auf, sondern zeigen in jeder der Messungen in etwa
dieselbe Rate an spontanen Mutationen. Aus diesem Grund sind die berechneten Faktoren
(Mutante /W

, in den Messungen 3 und 4 durchweg niedriger als in den Messungen 1,2
ildtyp g g g g

und 5. Auf die Auswertung der genetischen Interaktion zwischen den Mutanten hat dies
jedoch vermutlich keinen Finfluss, da die Abweichung alle gemessenen Mutanten glei-
chermal3en betrifft.

Sowohl flr rad51A, rad52A als auch fur mms2A lisst sich eine erh6hte Mutationsrate fest-
stellen, wobei durchgehend ms2A ein geringerer Mutator zu sein scheint als 7ad57A und
rad52A. Durch zusitzliche Deletion von RE]3 wird der Mutatorphinotyp jedoch wieder
komplett aufgehoben, wie die zms2A rev3A-Doppelmutante zeigt. Ohne Rev3 kann ver-
mutlich keine Transldsionssynthese mehr stattfinden (siche Seite 13). Demnach scheinen
die in zms2A vermehrt auftretenden spontanen Mutationen im Wesentlichen durch Trans-
lisionssynthese zu entstehen. Zusitzlich zeigt rad51A eine Epistasis gegeniiber mmsZ2A, wie
es auch fir die Sensitivitit gegen 4-NQO festzustellen ist. Der Ausfall von Rad51 oder
Rad52 fihrt vermutlich zu einer gehduften Umgehung von DNA-Schidden durch Rev3-
abhingige Transldsionssynthese, was den Mutatorphinotyp in rad57 und rad52 erkliren
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kann (Scheller ¢z al., 2000). Da auch der mms2A- und der mms2A rad51A-Mutatorphinotyp
von Rev3 abhingig sind und gleichzeitig rad51A epistatisch zu mmsZA ist, erscheint es plau-
sibel, dass die gemessenen spontanen Mutationen in zzs2A durch den Ausfall von Rad51-
abhingigen Prozessen und somit durch den Ausfall der HR entstehen. Wire der Ausfall
anderer, nicht Rad51-abhingiger Prozesse der Grund fiir die Erhohung der spontanen Mu-
tationsrate, so ware fiir den Mutatorphinotyp eine Subadditivitat, eine Additivitit oder ein
Synergismus zu erwarten, jedoch keine Epistasis. Mms2 scheint demnach in einem Rad51-
abhingigen, fehlerfreien Prozess involviert zu sein. Gleichzeitig ist wie zuvor gezeigt
rad5TA epistatisch zu 7zms2A in Bezug auf die Sensitividt gegen 4-NQO, wihrend bei der
Sensitivitat gegen MMS und UV-Licht eine Additivitat vorliegt. Dies macht es sehr wahr-
scheinlich, dass Mms2 in meht als einem Prozess involviert ist und dass nur einer dieser
Prozesse von Rad51 abhingig ist. In Bezug auf die Epistasis von rad51A zu mms2A bei der
spontanen Mutationsrate ware es somit plausibel zu vermuten, dass es sich bei dem nicht
Rad51-abhingigen Prozess méglicherweise um einen Mechanismus handelt, welcher nicht
alternativ durch Transldsionssynthese ersetzt werden kann. Allerdings ist es ebenso plausi-
bel, dass die spontanen Ereignisse, welche die Mutationen hervorrufen, ausschlieBlich
Schiden darstellen, welche per se Rad51-abhingig prozessiert werden, wie es fir 4-NQO-
induzierte Schiden der Fall zu sein scheint. Um diese Frage zu kliren, wire die Messung
MMS- oder UV-induzierter Mutationsfrequenzen notwendig, wurde jedoch im Rahmen
dieser Arbeit nicht durchgefiihrt.

Auch fur rad52A deutet sich in zwei Messungen eine mogliche Epistasis von rad52A an, in
der dritten Messung dagegen zeigt sich eher eine Suppression des rad52A-Phinotyps durch
mms2A. Dies unterstiitzt ebenfalls die Vermutung, dass die spontan entstehenden Mutatio-

nen in zms2A auf den Ausfall der homologen Rekombination zuriickzufthren sind.

Zusammengefasst machen die hier prisentierten Messungen zur Sensitivitit von
mms2A rad51A- bzw. mms2A rad52A-Mutanten sowie die Epistasis von rad51A in Bezug auf
die spontane Mutationsrate es sehr wahrscheinlich, dass zumindest ein Teil der fehlerfreien
PRR iiber homologe Rekombination abliuft. Gleichzeitig scheinen jedoch noch ein oder
mehrere Prozesse involviert zu sein, welche nicht Rad51-abhingig sind und je nach Scha-

densart mehr oder weniger stark relevant zu sein scheinen.

Untersuchungen zur Beteiligung der Photolyase (Phrl) an der fehlerfreien
PRR

Neben der Umgehung eines DNA-Schadens tiber homologen Rekombination oder fork
regression kommt fir die Aufhebung eines Replikationsarrests auch eine direkte Reversion
des Schadens in Frage. Da hierfiir weder ein alternatives emplate noch ein Gegenstrang
notwendig sind, kann eine solche Schadensreversion prinzipiell auch in den Einzelstringen
wihrend der Replikation stattfinden. Durch die Reversion wird der Schaden aus dem Zezzp-

late entfernt und ein Replikationsarrest somit aufgehoben. Da zms2A und rad51A bei UV-
Strahlung eine Additivitit aufweisen (siche Seite 111), wihrend rad57A bei 4-NQO epista-
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tisch zu mms2A ist, kam die Vermutung auf, dass Mms2 einen Einfluss auf die direkte Re-
version von UV-induzierten DNA-Schiden haben kénnte. Eine Moglichkeit der direkten
Schadensreversion, welche speziell fiir UV relevant ist, ist die direkte Reversion der Cyclo-
butanpyrimidindimere durch die Photolyase. Dieses Enzym wird in Hefe durch das Gen
PHRT codiert und ist in der Lage, den Cyclobutanring zwischen den Pyrimidinen durch
Nutzung sichtbaren Lichts aufzuspalten (Green & MacQuillan, 1980; Heelis e a/, 1993).
Um zu Uberpriifen, ob Mms2 einen Einfluss auf die Funktion von Phrl hat, wurde die
genetische Interaktion von mmsZ2A und phri1A in Bezug auf die Sensitivitit gegen verschie-
dene DNA-schidigende Agenzien getestet (UV, MMS, 4-NQO und Camptothecin). Wih-
rend fiir die Bestrahlung mit UV-Licht keine Verdnderung des zzsZA-Phinotyps festzus-
tellen war, zeigte sich interessanterweise ein Synergismus zwischen zms2A und phriA bei
der Sensitivitit gegen 4-NQO und MMS (Daten nicht gezeigt). Da durch Inkubation mit 4-
NQO oder MMS keine Cyclobutanringe zwischen Pyrimidinen entstehen, welche von Phrl
aufgeldst werden konnten, erscheint solch ein sensitivierender Effekt durch eine phriA-
Deletion sehr fragwiirdig. Daher wurde zunichst versucht, den Phianotyp mithilfe eines
Wildtyp-PHR7-Allels zu komplementieren. Dazu wurde das Wildtyp-PHR7-Gen per PCR
wie in ,,Methoden® beschrieben amplifiziert und in den Vektor YIplac211 kloniert. Mit
dem so erhaltenen ,,YIplac211 PHRT flength® wurden eine phriA mms2A-, sowie eine
phr1A-Mutante transformiert und ausgewihlte Einzelklone auf ihre Sensitivitit gegen 4-
NQO gepruft. Wie in Abb. 47 i zu sehen ist, konnte das Plasmid jedoch die phr7A-Deletion
nicht in Bezug auf den synergistischen Phinotyp komplementieren. Daher wurde zusitz-
lich versucht herauszufinden, ob der Phinotyp auf einer Hintergrundmutation beruht. Da-
zu wurde die phr1A mmsZA-Mutante mit dem Wildtyp gekreuzt und drei Zygoten mithilfe
eines Mikromanipulators isoliert. Die so erhaltenen Diplonten wurden auf Prisporula-
tionsmedium angezogen und anschlieBend auf Sporulationsmedium transferiert. Die ent-
standenen Tetraden wurden dissektiert und insgesamt acht Doppelmutanten selektiert.
AnschlieBend wurde die 4-NQO-Sensitivitit dieser acht Segregaten im Vergleich zur urs-
prunglichen phr1A mms2A-Mutante ermittelt. Das Ergebnis ist in Abb. 47 ii zu schen.

4-NQO
0,05pg/ml
Wildtyp [ ® s ® ¥ Wildtyp =]
paN @ ©® @& = ¢ ® mms2A ®
phria PHR1 O mms2A phriA [3]
ri!
Segregate i L J
mms2A
o Segregate ii ®
phriA mms2A Segregate i o
] .
phr1A mms2A PHR] y r Segregate ii ©
2 o0
! S Segregate iii [ ]
Abb. 47: i Sensitivitit einer PHR7-komplementierten Segregate iv ®
phr1A und einer phr1A mms2A-Mutante gegen 4-NQO im © Segregate i Q@
Segregate ii (<)

Vergleich zu nicht komplementierten Mutanten sowie -
dem Wildtyp. Pro Platte sind fiir jeden Stamm 7 ul einer !
107-, 106-, 105- und einer 104-Zellen/ml-Suspension ausgetropft. Alle Plattenausschnitte entstammen einem Einzelexpe-
riment. ii Sensitivitit von mit dem Wildtyp ausgekreuzten phriA mms2A-Mutanten gegen 4-NQO. Pro Platte sind fir
jeden Stamm 7 ul einer 107-, 106-, 10°- und einer 104-Zellen/ml-Suspension ausgetropft. Alle Plattenausschnitte ent-

stammen einem Einzelexperiment.
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Vier von acht Segregaten zeigen eine erhéhte Sensitivitit gegeniiber der mms2A-Mutante,
wie es auch zuvor fir die Doppelmutante festgestellt werden konnte. Dagegen zeigen die
anderen vier Segregate eine zu der mms2A-Einzelmutante vergleichbare Sensitivitit gegen 4-
NQO. Da aus jeder Zygote zwei unterschiedliche Phinotypen fir mms2A phr1A segre-
gieren, ist eine zufallige Hintergrundmutation in einer einzelnen Zygote als Quelle der un-
terschiedlichen Phinotypen gleichzeitig sehr unwahrscheinlich. Zusammengenommen
sprechen die nicht mogliche Komplementation sowie die Segregation unterschiedlicher
Phinotypen stark fiir eine Hintergrundmutation in der phr1A-Mutante, welche zu einem

verstirkten zzs2A-Phinotyp fihrt.

Insgesamt machen es die Daten der phr71A-Mutanten sehr unwahrscheinlich, dass Phrl ein
Bestandteil der Mms2-abhingigen Prozesse ist. Vielmehr scheint es, als wiren die beobach-
teten Phinotypen in den phr7-Stimmen auf eine Hintergrundmutation zuriickzufithren,

welche synergistisch mit zzs2A ist.

Untersuchungen zur Interaktion zwischen Mms2, homologer Rekombination

und Transldsionssynthese

Untersuchungen zn mms2A rev3A rad51A
Die Epistasis von rad51A za mms2A rad5TA bei der Sensitivitit gegen 4-NQO sowie die

gleichzeitige Epistasis von rad57A bei der spontanen Mutationsrate weisen darauf hin, dass
Mms2 eine Funktion in einem fehlerfreien Prozess hat, welche Rad51-abhingig ist. Dari-
ber hinaus macht es die Additivitit bet MMS und UV-Bestrahlung sehr wahrscheinlich,

dass Mms2 zusitzlich noch an einem weiteren Rad51-unabhingigen Prozess beteiligt ist.
Um zusitzlich den Einfluss der Transldsionssynthese auf den Phinotyp von mms2A rad51A

zu untersuchen, wurde die Sensitivitit einer mms2A rad51A rev3A-Mutante gegen MMS,
Camptothecin, 4-NQO und UV-Bestrahlung ermittelt. Wie fur die anderen Agenzien wut-
de hierbei auch fir die Messung der UV-Sensitivitit ein drop-dilution-assay durchgefithrt. Die
Testergebnisse sind in Abb. 48 zu sehen.

Bei Camptothecin lidsst sich weder fir 7ev3A noch fir mms2A rev3A eine Sensitivitit fest-
stellen. Allerdings scheint die rev3A-Deletion die Sensitivitit der 7ad51A-Mutante leicht zu
verstirken. Gleichzeitig ldsst sich eine leichte Suppression des rad571A- sowie des
rev3A rad51A-Phinotyps durch mms2A erkennen. Allerdings ist bereits auf der Kontrollplat-
te ohne Agens ein deutlicher Unterschied zwischen der rew3A rad51A- bzw. der
mms2A rev3A rad51A-Mutante und der 7ad571A-Einzelmutante in Bezug auf das Wachstum
zu erkennen. Es wire daher moglich, dass zumindest die leichten Unterschiede zwischen
rev3A rad51A und rad51A direkt auf diesen bereits bei YPD zu erkennenden Unterschied
zurlickzufthren ist. Allerdings ldsst sich die Suppression von rad51A durch mms2A so nicht
erkliren und scheint daher tatsichlich ein auf der Deletion von MMS2 beruhender Phino-
typ zu sein.
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Fir 4-NQO zeigt sich, wie auch in den vorherigen Messungen, eine deutliche Sensitivitit
tir mms2A und eine noch stirkere Sensitivitit fur rad51A. Zusitzlich sind ebenfalls die be-
reits beobachtete Epistatis von rad51A gegentiber mms2A sowie der Synergismus zwischen
mms2A und rev3A feststellbar. Dariiber hinaus ldsst sich fur rev3Arad51A auch eine Epistasis
gegenuber zms2A vermuten. Allerdings ist rew3A rad51A bereits bei 0,005 pg/ml 4-NQO so

sensitiv, dass es schwer abzuschitzen ist, ob ein doch vorhandener schwacher Unterschied
hier nur nicht erkennbar ist. Da jedoch bei 4-NQO anscheinend nur ein Rad51-abhingiger
Weg durch die Deletion von MMS2 beeinflusst wird, erscheint eine Epistasis als wahr-
scheinlich: In rev3A rad51A ist der Rad51-abhingige Prozess bereits ausgeschaltet, weshalb

die zusatzliche mms2A-Deletion keinen weiteren Einfluss auf die Sensitivitat hat.

MMS

Camptothecin

0,0025% 0,000075% 50 pg/ml Tug/ml
Wildtyp
mms2A

rev3A
rad51A
mms2A rev3A

mms2A rad51A
rev3A rad51A

mms2A rev3A rad51A

Tpg/ml

A
0,0025% Camptothecin

0,00005%

50 pg/ml

MMS

4-NQO

0,01 pg/ml UV 120 Sek.

Wildtyp
mms2A

rev3A

Wildtyp

mms2A
rev3A

radSiA rad51A

mms2A rev3A mms2A rad51A

mms2A rad51A mms2A rev3A

rev3A rad51A rev3A rad51A

mms2A rev3A rad51A mms2A rev3A rad51A

0,005 pg/ml UV 10 Sek.

UV 120 Sek.

0,1 pg/ml 4-NQO

Abb. 48: Sensitivitit von mms2A rev3A rad51A gegen MMS, Camptothecin, 4-NQO und UV im Vergleich zu den ent-
sprechenden Einzel- bzw. Doppelmutanten sowie dem Wildtyp. Pro Platte sind fiir jeden Stamm 7 ul einer 107-, 100-,
105- und einer 10*-Zellen/ml-Suspension ausgetropft. Alle Plattenausschnitte entstammen einem Einzelexpetiment, mit
Ausnahme von 0,000075% MMS, 0,00005% MMS und den UV-Messungen. Die YPD-Kontrollen fiir diese Messungen
entsprechen jedoch der gezeigten YPD Platte.

Auch fir MMS zeigen sich der zuvor bereits festgestellte Synergismus zwischen zzs2A und
rev3A sowie die Additivitit von zzs2A und rad51A. Interessanterweise ist dagegen die Tri-
pelmutante zms2A rev3A rad51A genauso sensitiv wie die rev3A rad51A-Mutante. Es scheint

daher sehr wahrscheinlich, dass 7ev3A rad51A hierbei epistatisch zu mmsZ2A ist. Demnach

sind die nicht Rad51-abhingigen Prozesse, in die Mms2 involviert ist, zumindest in Bezug
auf MMS-induzierte DNA-Schiden anscheinend von Rev3 abhingig.
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Ein dhnliches Bild zeigt sich fir die Messung mit UV-Bestrahlung. Jedoch ist die Sensitivi-
tit von mms2A rev3A rad51A im Vergleich zu rev3A rad5TA vermutlich geringfugig héher.
Um diesen minimalen Unterschied quantitativ nachzupriifen, wurde von rev3A rad51A und

mms2A rev3A rad51A die Uberlebensrate nach UV-Bestrahlung gemessen. Wie sich in
Abb. 49 erkennen lisst, ist die Doppelmutante tatsichlich weniger sensitiv gegentiber der
Bestrahlung mit UV-Licht, als die Tripelmutante. Jedoch scheint keine klare Additivitat
vorzuliegen, wie der Vergleich der A-Werte mit einer hypothetischen Additionskutve zeigt
(Abb. 49 ii). Vielmehr sind zzs2A und rev3Arad51A subadditiv.

100 QA= B==Q===——— 0%

=3
L

Uberlebensrate (%)

0,1 4 | —O— Wildtyp
— 57— rev3A radST1A
—0— mms2A rev3a rad51A

—O— mms2a

—O— . mms2A
1| —&— » mms2arev3arads1a
= 7 rev3A rad51A

—{— hyp. Addition

T T T T -10 T T T T
o 10 20 20 40 50 ) 10 20 30 40 50

0,01

i Bestrahlungszeit (Sek.) i Bestrahlungszeit (Sek )

Abb. 49: i Uberlebensrate von mms2A rev3A rad51A und rev3A rad51A nach UV-Bestrahlung. Dargestellt sind Daten aus
zwei unabhingigen Messungen. Die zusammengehérigen Daten aus einer Messung sind durch eine gemeinsame Linien-
art hervorgehoben. Die Messung fiir #zs2A entstammt einer dritten unabhingigen Messung. ii Vergleich der A-Werte
von  mms2A; mms2A rev3A und  mms2A rev3A rad51A mit der hypothetischen Additionskurve von mms2A und
rev3A rad51A. h=—In (Uberlebensrate,). Zur besseren Vergleichbarkeit mit (i) wurden die negativen A-Werte aufge-

tragen.

Mms2 scheint nach diesen Daten neben einer Beteiligung bei der homologen Rekom-

bination auch eine Funktion bei Rev3-abhingigen Prozessen aufzuweisen, da das zusitzli-

che Entfernen von mms2A in einer rev3A rad51A-Mutante keinen Effekt auf die Sensitivitat
gegen MMS zu haben scheint. Allerdings scheint diese Funktion nur bedingt einen Einfluss
auf die Umgehung oder Reparatur von UV-induzierten DNA-Schiden zu haben, da hier

die 7ev3A-Deletion eine leichte Verstirkung des Phinotyps hervorruft.

Untersuchungen zn mms2A rad30A rad51A

Neben der Sensitivitat von mms2A rev3A rad51A wurde auch die Sensitivitait einer

mms2 rad30A rad51A-Mutante gegeniiber UV-Bestrahlung anhand eines drop-dilution-assays
gemessen. Das Ergebnis ist in Abb. 50 zu sehen.

Fir keine der betrachteten Einzelmutanten kann bei den gemessenen Bestrahlungszeiten
eine Sensitivitit festgestellt werden. Fur mms2A rad51A, rad30A rad51A und mms2A rad30A
lisst sich dagegen eine Sensitivitit nach 60 Sek. UV-Bestrahlung erkennen. Die

rad30A rad51A- und die mms2A rad30A-Mutante zeigen dabei jedoch nur ein geringfiigig

schlechteres Wachstum als die Einzelmutanten. mms2A rad51A ist dagegen deutlich sensiti-
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ver. Interessanterweise unterscheidet sich dies von den Verhiltnissen bei der Sensitivitit
von  mms2A rev3A rad5TA  gegen UV. Dabei weist von den Doppelmutanten die
rev3A rad51A-Mutante die hochste Sensitivitit auf. Dartiber hinaus ist die rad30A-
Tripelmutante deutlich sensitiver als die drei Doppelmutanten, was ebenfalls bei der rev3A-
Tripelmutante nicht der Fall ist. Mms2 ist demnach sowohl synergistisch mit rad57A als
auch mit 72d30A und hat keinen Einfluss auf die Rad30-abhingige Umgehung von UV-
induzierten Schiaden. Vielmehr scheint Rad30 einen alternativen Weg darzustellen, dessen

zusatzlicher Ausfall die Sensitivitit noch steigert. Diese Daten unterstiitzt die Vermutung,

dass Mms2 zumindest teilweise an einer Rev3-abhingigen Umgehung von UV-Schiden
beteiligt ist: Die rev3A rad51A-Mutante zeigt eine deutliche Sensitivitit gegen UV-Licht,
wihrend rad30A rad51A nur schwach sensitiv ist (vergleiche Abb. 48 und Abb. 50). Gleich-
zeitig zeigt die zusitzliche Deletion von MMS2 kaum eine Verdnderung in rev3A rad51A,
hat dafiir aber einen starken Einfluss auf die Sensitivitit von rad30A rad51A. Eine sehr

plausible Erklirung hierfiir ist, dass die Funktion von Rev3 bei der Umgehung von UV-
Schiden wichtiger fiir das Uberleben einer Zelle ist als die von Rad30 und dass diese Funk-
tion teilweise Mms2 benétigt. In der Tripelmutante zms2A rad30A rad51A fillt somit zu-
sitzlich der Mms2-abhingige Teil der Rev3-Funktion weg, was zu dem festgestellten Syn-
ergismus fuhrt. In der zms2A rev3A rad51A-Mutante dagegen ist dieser Teil bereits durch
die Deletion von RET73 ausgeschaltet und hat deshalb keinen Einfluss mehr auf die Sensi-

tivitdt. Allerdings scheint Mms2 zusitzlich noch einen Einfluss auf andere anhand dieser
Daten nicht weiter einzugrenzende Prozesse zu haben, da rev3A rad51A nicht epistatisch zu

mms2A ist, sondern diese Mutationen subadditiv sind.

Bestrahlung
30 Sek

szeit
Wildtyp
mms2A
rad51A

rad30A

mms2A rad51A
mms2A rad30A
rad30A rad51A
mms2A rad30A rad51A

Abb. 50: UV-Sensitivitit von mms2A rad51A-, rad30A rad51A-, mms2A rad30A-, mms2A rad30A rad51A- sowie der ent-
sprechenden Einzelmutanten im Vergleich zum Wildtyp. Pro Platte sind fiir jeden Stamm 7 ul einer 107-, 106-, 10>-

und ciner 104-Zellen/ml-Suspension ausgetropft. Alle Plattenausschnitte stammen aus einem Einzelexperiment.

Untersuchungen zu mms2A rev3A mphlA

Wie bereits zuvor erwiahnt bzw. dargelegt, ist auch Mphl héchstwahrscheinlich an der
Umgehung von DNA-Schidden durch homologe Rekombination beteiligt. Ebenfalls wurde
die Interaktion von zph1A mit #ms2A bereits gemessen. Fir einen weiteren Einblick in die

Funktion von Mms2 in Bezug auf Mphl einerseits und Translisionssynthese andererseits
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wurde zusitzlich die Sensitivitit einer mms2A rev3A mph1A-Mutante gegen 4-NQO im Ver-

gleich zu den entsprechenden Einzel- und Doppelmutanten gemessen. Das Ergebnis ist in
Abb. 51 zu sehen.

Die bereits fir die Doppelmutante zzs2A mphT1A festgestellte Additivitit spiegelt sich hier-
bei auch in der Sensitivitit der mmsZA mph1A rev3A-Tripelmutante wieder. Am wahrschein-

lichsten ist es, dass die Additivitit zwischen mms2A und mph1A auf einer voneinander
unabhingigen Funktion beider Genprodukte bei der homologen Rekombination beruht. In
diesem Fall wire auch fir die Trippelmutante im Vergleich zu der hier festgestellten eine

noch groBlere Verstirkung der Sensitivitit zu erwarten. Dariiber hinaus ist die rev3A mphT1A-

Doppelmutante interessanterweise weniger sensitiv als zzs2A mph1A und nms2A rev3A

obwohl mph1A und mms2A in etwa die gleiche Sensitivitit aufweisen. Man mag aufgrund
dessen vermuten, dass der Ausfall von Mms2 unter bestimmten Bedingungen ein gréf3eres
Problem darstellt als der Ausfall von Mphl, allerdings mag es auch ein spezieller Fall bei
der Sensitivitit gegen 4-NQO sein. Zumindest ist eine Interpretation dieses Phinomens

nur sehr spekulativ moglich.

YPD

4-
0,075ug/ml 0,025ug/ml 0,005pg/ml

mms2A rev3A

mms2A mphlA
rev3A mph1A '

mms2A rev3A mphliA ‘\.
A

2000 ©90O

i AN

Abb. 51: Sensitivitit von mms2A mph1A rev3A gegen 4-NQO im Vergleich zu den entsprechenden Einzel- und Dop-
pelmutanten. Pro Platte sind fir jeden Stamm 7 pl einer 107-, 106-, 105- und einer 104-Zellen/ml-Suspension ausge-
tropft. Alle Plattenausschnitte stammen aus einem Einzelexperiment.

Unter Betrachtung aller hier prisentierten Daten ldsst sich vermuten, dass die Polyubi-
quitinierung von PCNA durch Mms2/Ubc13 in irgendeiner Form die homologe Rekom-
bination beeinflusst. Dartiber hinaus machen die hier prisentierten Daten es wahrschein-
lich, dass die Polyubiquitinierung zusitzlich einen Effekt auf Rev3-abhingige Prozesse hat,

sowie auf einen oder mehrere nicht weiter einzugrenzende Prozesse.
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UNTERSUCHUNG VON SCHWESTERCHROMATID-INTERAKTIONEN
ANHAND DES KANKANMX4-MODULS

Sowohl bei der Reparatur von Strangbriichen als auch bei der fehlerfreien Umgehung von
replikationsarretierenden DNA-Schiden ist eine Schwesterchromatid-Interaktion notwen-
dig, um die benétigte Information aus einer alternativen Quelle zu rekonstruieren. Fir die
Analyse dieser Mechanismen und die Identifikation der an ihnen beteiligten Proteine ist
daher ein experimentelles System von Nutzen, mit dem die Interaktion mit dem Schwes-
terchromatid gemessen werden kann. Da Schwesterchromatiden jedoch sequenzidentisch
sind, ist die Messung einer solchen Interaktion nicht trivial. Es muss ein System genutzt
werden, welches bei der Interaktion die Entstehung eines messbaren Fehlers ermoglicht.

Zwei in der Literatur etablierte Module zur Messung solcher Interaktionen sind das Ais3-
A5’/ his3-A3’-Modul von Fasullo und Davis (Fasullo & Davis, 1987) und das ade3-

A5’ /URA3/ade3-A3’-Modul von Kadyk und Hartwell (Kadyk & Hartwell, 1993). Eine
schematische Darstellung der Module ist in Abb. 52 zu sehen. Beide Systeme weisen die-
selbe Grundstruktur auf: Das Gen fiir einen Prototrophiemarker wurde am 5’-Ende ver-
kiirzt, wodurch keine Prototrophie mehr vermittelt wird. Hinter diesen 5’-verkirzten Gen-
abschnitt wurde anschlieBend ein am 3’-Ende verkiirzter Abschnitt desselben Gens klo-
niert, wobei sich ein Teil der Gensequenz in beiden Fragmenten wiederholt (in Abb. 52 als
dunkelgraue Fliche hervorgehoben). Zwischen beide Abschnitte wurde zusitzlich ein nicht
codierender Abschnitt (Fasullo und Davis) bzw. ein funktionstihiges URA3 (Kadyk und
Hartwell) kloniert. Durch Rekombination zwischen den sich wiederholenden Sequenzen
kann ein funktionsfahiges ADFE3 bzw. HIS 3 entstehen (siche Seite 86, Abb. 23 A).

Das in dieser Arbeit verwendete KanKanMX4-Modul weist einen vollstindig zusammen-
hingenden ORF auf, welcher jedoch durch die direkte Duplikation eines internen Ab-
schnitts im Leseraster verschoben ist und damit keine G418-Resistenz mehr vermitteln
kann. Auch dieses Modul kann durch Rekombination mit dem Schwesterchromatid zu
einem funktionsfihigen Gen revertiert werden (sieche Seite 68, Abb. 13 und Seite 86,
Abb. 23 B). Durch den ungleichen Aufbau der Module lassen sich anhand der drei Systeme

jedoch unterschiedliche Ereignisse erfassen.

Das KanKanMX4-Modul kann SSA-, SDSA- und DBSR-Ereignisse de-

tektieren

Sowohl mit dem Ais3-A5’/ his3-A3’- als auch mit dem ade3-A5’/URA3/ ade3-A3’-Modul las-
sen sich vermutlich vorwiegend ¢ross over messen, da fir eine Genkonversion die Synthese
am Schwesterchromatid iiber das komplette Modul hinaus notwendig ist, was wahrschein-
lich eher selten geschieht. Ein einfaches ¢ross over bendtigt dagegen nur die Verlingerung

Uber einen kurzen Bereich am Schwesterchromatid, um eine Reversion der Module hervor-
zurufen (vergleiche Seite 68, Abb. 13 und Seite 86, Abb. 23), und ist damit wahrscheinlich
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die hauptsichliche Quelle fiir Reversionsereignisse in diesen Modulen. Dariiber hinaus
lassen sich mit diesen beiden Modulen weder SSA noch primer template slippage erfassen. Mit
dem KanKanMX4-Modul dagegen kénnen theoretisch beide Ereignisse gemessen werden.
Desweiteren ist es sehr wahrscheinlich, dass mit dem KanKanMX4-Modul hiufiger Gen-
konversion detektiert werden als mit dem Ais3-A5’/his3-A3’- bzw. mit dem ade3-
A5’ /URA3/ade3-A3’-Modul, da hierfur im KanKanMX4 die Synthese eines wesentlich

kiirzeren Fragments notwendig ist als in den anderen beiden Modulen.

i ii
his3-A5" his3-A3" ade3-A5" URA3 ade3-A3"

iii
KanKanMX4

—_— e ———

Abb. 52: Schematischer Aufbau des 4is3-A5’/ his3-A3-Moduls (i), des ade2-A5’/URA3/ ade2-A3’-Moduls (ii) und des

KanKanMX4-Mduls (iii) zur Messung von Rekombinationsereignissen. Dunkelgrau hervorgehobene Flichen stellen

duplizierte Sequenzabschnitte dar.

Die spontanen Reversionen im KanKanMX4 stellen vermutlich zum grof3en
Teil Rad51-abhingige Ereignisse dar, welche alternativ durch SSA ersetzt

werden konnen

Tatsichlich sind die hier prisentierten Daten konsistent mit diesen Vermutungen. Mit dem
KanKanMX4-Modul lassen sich spontane Reversionsraten von ca. 1 X 10” Reversionen
pro Zelle im Wildtyp feststellen (Seite 69, Tab. 4). Dagegen liegen die spontanen Rever-
sionsraten sowohl beim 4is3-A5’/ his3-A3’- als auch beim ade3-A5/ URA3/ ade3-A3’-Modul
in etwa bei 1-2 X 10° (Fasullo & Davis, 1987; Kadyk & Hartwell, 1992). Die nichstliegen-
de Erklirung fur diese Differenz ist, dass es sich hierbei um Ereignisse handelt, welche
durch SSA oder Genkonversion entstehen und im Ais3-A5’/bhis3-A3- bzw. im ade3-
A5’/ URA3/ ade3-A3’-Modul gar nicht oder nur mit einer geringeren Frequenz erfasst wet-
den. Dass es sich bei der Differenz um Ereignisse infolge von primer template slippage han-
delt, kann dagegen als sehr unwahrscheinlich angesehen werden, da die Reversionen des
KanKanMX4 von Rad52 abhingig sind (Seite 69, Tab. 4 und Seite 75, Abb. 16), welches
nicht an PTS beteiligt ist (Ripley, 1990). Gleichzeitig erscheint es aufgrund der in dieser
Arbeit prisentierten Erh6hung der spontanen Reversionsrate in rad51A-Mutanten als waht-
scheinlich, dass zumindest ein Teil der spontan auftretenden Reversionen tiber SSA entste-

hen. Da ecine Reversion des KanKanMX4-Moduls in 7zd52A-Mutanten nicht mehr erfolgt

(siehe Seite 69 und 73) ist es plausibel anzunehmen, dass die spontan in rad57A-Mutanten
entstechenden Reversionen SSA-Ereignisse darstellen, welche zwar Rad52- aber nicht
Rad51-abhingig sind. Die plausibelste Erklirung fiir die Erhéhung ist daher, dass in Abwe-
senheit von Rad51 Doppelstrangbriiche iiber Rad52-abhingiges SSA prozessiert werden.
Eine Reversion des KanKanMX4 durch Genkonversion oder ¢ross over setzt die Invasion in

der zweiten Duplikation, ausgehend von einem Arrest in der ersten Duplikation voraus.
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Ein Arrest in der zweiten Sequenzwiederholung bzw. eine Invasion in der ersten Wieder-
holung fithren dagegen nicht zu einer Reversion. Es fithrt daher nur eine von vier mogli-
chen Ausgangssituationen zu einer Deletion. SSA dagegen fithrt im KanKanMX4-Modul
per se zu einer Reversion. Demnach ist es durchaus denkbar, dass die Zunahme an SSA
gegeniiber den alternativen Mechanismen zu einer Erh6hung der spontanen Reversionsrate
fihrt. Zusitzlich gestiitzt wird dieses Modell durch Ergebnisse fritherer Arbeiten: Fine
erhohte Zahl an Rekombinationsereignissen kann fiir 7457 auch beziiglich der Rekombina-
tionsrate am SUP4-o-/ocus beobachtet werden. Durch Analyse der Rekombinationsproduk-
te konnte dabei festgestellt werden, dass es sich in allen Fillen um Produkte handelt, wel-
che durch SSA zustande gekommen waren (Shor ez a/., 2002). Auch wurde bereits in frihe-
ren Publikationen vermutet, dass die Deletion von RAD57 zu einer verstarkten Prozessie-
rung von Doppelstrangbriichen tber SSA fithrt (McDonald & Rothstein, 1994). Es scheint
daher sehr plausibel, dass die Erthéhung der spontanen Reversionsrate in rzd57A auf eine
Zunahme an SSA zurtckzufthren ist, was gleichzeitig bedeutet, dass ein deutlicher Anteil
der im Wildtyp beobachten Ereignisse auf Rad51-abhingige Invasion im Schwesterchroma-

tid zuruckzufihren sind.

Moglicherweise kommt es auch durch Abwesenheit von Rad51 zu einer Anhiaufung von
Doppelstrangbriichen: Es wire bspw. moglich, dass Schiden zunichst durch Synthese ei-
nes neuen primers hinter dem Schaden ausgelassen werden, da eine Rad51-abhingige Um-
gehung nicht mehr moglich ist (siehe Seite 15). Die so entstandene Einzelstranglicke kann
zusatzlich nicht nach dem gap-filling-Modell aufgefillt werden (Seite 15). Die somit persistie-
rende Einzelstrangliicke konnte geschnitten und der so entstandene Doppelstrangbruch
anschlieBend tiber Rad52-abhingiges SSA repariert werden. Durch das Generieren der 3’-
Uberhinge wihrend der Reparatur kann hierbei der Schaden entfernt werden. Allerdings ist
dies rein spekulativ, da es derzeit keine Evidenzen fiir einen solchen Mechanismus 7z vivo
gibt. Unabhingig davon wire jedoch auch in diesem Fall die erhéhte Frequenz abhingig
von SSA, da die so entstandenen Doppelstrangbriiche ohne Rad51 tber SSA repariert
wurden. Es scheint also, als beruhten die mit dem KanKanMX4 erfassten spontanen
Ereignisse ausschlieflich auf Mechanismen der homologen Rekombination, wobei zumin-

dest ein Teil der beobachteten Ereignisse auf SSA zuriickzufithren zu sein scheint.

Durch Inkubation mit DNA-schidigenden Agenzien kann die Anzahl an Re-

versionen gesteigert werden

Spontane Reversionen entstehen aufgrund undefinierter DNA-Schiden, welche wihrend
des Wachstums im Medium sowohl endogen als auch exogen hervorgerufen werden. Die
genaue Ursache fiir die spontanen Reversionen ist daher nicht bekannt. Durch Inkubation
der Zellen mit einem DNA-schidigenden Agens kann jedoch die Ursache der betrachteten
Reversionen genauer eingeschrinkt werden: Je nach benutztem Agens ist das entstehende
Schadensspektrum mehr oder weniger bekannt. Somit kann die Quelle der Reversionen auf
einige mogliche Schadensarten eingegrenzt werden. Allerdings muss hierfiir die Reversions-
frequenz nach Inkubation mit dem Agens deutlich den spontanen Hintergrund tberschrei-

ten, damit Gberhaupt ein wesentlicher Teil der Reversionen auf die Inkubation zurtickzu-
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fithren ist. Benutzt wurden hier die Agenzien 4-NQO, MMS und Camptothecin, wobei die
Inkubation mit allen drei Agenzien zu einer Dosis-abhingigen Erhohung der Reversions-
frequenz fihrte (Seiten 70, 87 und 90). Die Frequenzen nach Inkubation mit dem Agens
lagen dabei bei allen drei Agenzien deutlich iiber dem spontanen Hintergrund (10- bis 13-
fach bei Camptothecin und 4-NQO, ca. 4-fach bei MMS, Daten nicht gezeigt), so dass es
wahrscheinlich ist, dass die betrachteten induzierten Reversionen auf die, durch das jeweili-
ge Agens hervorgerufenen, Schiden zurtickzufiihren sind. Besonders deutlich ist der Dosis-
abhingige Anstieg bei Camptothecin, wo die Reversionsfrequenz bereits bei sehr geringen
Dosen an Agens deutlich ansteigt. Camptothecin inhibiert die Topoisomerase I, was zu
dem vermehrten Auftreten von Einzelstrangbriichen in der DNA fiihrt (Avemann et al.,
1988; Ferguson & Baguley, 1996). Die Inkubation mit Camptothecin fithrt daher vermut-
lich vermehrt zu der Entstehung von Doppelstrangenden, welche durch run gff-Synthese
entstehen. Diese Enden werden wiederum wahrscheinlich ausschlieBlich tiber Rad51-
abhingige Invasion im Schwesterchromatid repariert (siche Seite 9, Abb. 2), wie bspw. die
hohe Sensitivitit von rad51A gegen Camptothecin zeigt (Seite 121, Abb. 48). SSA kann
dagegen bei Camptothecin-induzierten Schiden nicht stattfinden, da hier der zweite Teil
des Chromosoms fehlt, wie er bei einem Doppelstrangbruch vorliegt (Krogh & Symington,
2004). Demnach sind diese Daten eine gute Evidenz fiir die Vermutung, dass die beobach-
teten Reversionen auch tber Rad51-abhingige Interaktion mit dem Schwesterchromatid
durch homologe Rekombination entstehen kénnen. Dariiber hinaus legen sie nahe, dass
unter anderem auch die Reinitiation der Replikation nach ruz gff-Synthese zu einer Reversi-

on fuhrt.

Der etwas geringere Anstieg der induzierten Reversionsfrequenzen bei Inkubation mit
MMS zeigt dariiber hinaus, dass scheinbar auch die Alkylierung der Basen Mechanismen
aktivieren kann, welche zu einer Reversion fithren. N3-methyliertes Adenin (siche Seite 88,
Abb. 25) ist in der Lage, direkt einen Replikationsarrest hervorzurufen (Larson ef al., 1985).
Gleichzeitig konnen vor allem durch N7-Methylguanin sekundir 4P-sizes in der DNA ent-
stechen, welche unter anderem einen Replikationsarrest hervorrufen kénnen: N7-
Methylguanin wird durch eine spezifische N-Glykosylase im Rahmen der BER aus der
DNA entfernt. Da N7-Methylguanin vermutlich das hiufigste Produkt bei der Reaktion
von DNA mit MMS ist, ist es daher sehr wahrscheinlich, dass durch Inkubation mit MMS
vor allem _AP-sites entstehen. Neben einem direkten Replikationsarrest kénnen AP-gites
durch B-Eliminierung an C1/C2 der Ribose auch vereinzelt Strangbriiche in der DNA bil-
den, welche run off-Synthese hervorrufen kénnen. Allerdings ist das haufigste durch MMS
hervorgerufene Ereignis vermutlich ein Replikationsarrest durch AP-sizes. Wahrscheinlich
fithren alkylierende DNA-Schiden demnach durch direkt oder indirekt tiber .4P-sizes ausge-

l6ste Replikationsarreste zu einer Reversion.

4-NQO fihrt vor allem zur Bildung von Aromaten-Basenaddukten und oxidativen Schi-
den. Zwar entstehen hierbei unter anderem auch Einzelstrangbriiche, jedoch erscheint eine
Anhdufung von Replikationsarresten durch sperrige Addukte, wie sie bspw. auch bei
2-Acetylaminofluoren festzustellen ist (Pages ez a/., 2005), als sehr wahrscheinlich. Gestiitzt
wird diese Vermutung vor allem durch die Tatsache, dass NER-defekte Mutanten eine
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deutliche Sensitivitit gegen 4-NQO aufweisen (Prakash, 1976). Da durch NER keine
Strangbriiche repariert werden kdénnen, ist es demnach sehr wahrscheinlich, dass der GroB3-
teil der durch 4-NQO induzierten Schiden keine Strangbriiche darstellt. Der deutliche
Anstieg der 4-NQO-induzierten Reversionsfrequenzen legt daher nahe, dass es sich bei den
betrachteten induzierten Reversionen um Ereignisse infolge von Replikationsarresten han-
delt. Dartiber hinaus gibt der Vergleich der 4-NQO-induzierten Reversionsfrequenzen im
KanKanMX4- und im 4is3-A5’/ his3-A3’-Modul Indizien dafir, dass durch Inkubation mit
4-NQO vor allem Genkonversionen induziert werden, anstelle von ¢ross over. Zwar sind
auch bei einem Replikationsarrest cross over denkbar und nicht nur bei der Reparatur von
Doppelstrangbriichen (siehe Seite 19, Abb. 4), jedoch scheinen diese nach einem Replikati-
onsarrest nicht so gehduft aufzutreten: Wihrend die Inkubation mit 4-NQO die Reversio-
nen im Ais3-A5’/ his3-A3’-Modul nur auf das ca. 2-fache des spontanen Hintergrunds stei-
gern lidsst, kann im KanKanMX4-Modul ein Anstieg auf das ca. 13-fache festgestellt wer-
den (Daten nicht gezeigt). Mit dem Ais3-A5’/ his3-A3’-Modul werden vermutlich vor allem

cross over detektiert. Eine Genkonversion mit diesem System zu messen ist wie zuvor be-
merkt vermutlich schwierig, da eine Synthese iiber einen vergleichsweise groflen Genab-
schnitt notwendig wire (siche Seite 84). Demnach spricht dieser gemessen Unterschied
dafir, dass durch 4-NQO-induzierte Schiden vorwiegend Genkonversionen entstehen.
Zusitzlich gestiitzt wird dies iiber die Tatsache, dass auch bei einem episomal lokalisiertem
KanKanMX4-Modul in etwa dieselben induzierten Reversionsfrequenzen zu messen sind,
wie bei dem chromosomal lokalisiertem (Rudolph, 2003). Da das episomal lokalisierte
Plasmid eine Centromerbindesequenz aufweist, fithren cross over hierbei zu dicentrischen
Plasmiden. Da diese mitotisch instabil sind (Mann & Davis, 1983), ist es also wahrschein-
lich, dass der grof3ite Teil an induzierten Reversionen im KanKanMX4-Modul durch Gen-
konversion oder durch die Reparatur von Doppelstrangenden nach 7z off-Synthese entste-
hen. Zum einen sollte letzteres jedoch durch 4-NQO nur zu einem geringen Teil induziert
werden. Zum anderen sollte run off-Synthese sowohl im KanKanMX4- als auch im
his3-A5’/ his3-A3’-Modul in etwa denselben Effekt haben, da hierbei weder die Anordnung
noch die GréBle des zwischen den Duplikationen liegenden Genabschnitts einen Einfluss

auf die Haufigkeit der Reversion hat.

Die induzierten Reversionsfrequenzen sind abhingig von der homologen

Rekombination, jedoch nicht von einer Resolvase

Wie die spontanen Reversionen, sind auch die induzierten Ereignisse vollstindig von
Rad52 abhingig, wie die Messung der induzierten Reversionsfrequenzen in rad52A zeigen

(Seite 73). Dagegen sind die 4-NQO-induzierten Reversionsfrequenzen in einer rad571A-
Mutante nicht wie die spontanen Raten erhoht, sondern ebenfalls erniedrigt (Seite 73).
Auch dies ist konsistent mit der zuvor dargelegten Vermutung, es handle sich bei den
durch 4-NQO induzierten Reversionen im wesentlichen um Ereignisse infolge der Umge-
hung von replikationsarretierenden DNA-Schiden, wohingegen die spontanen Reversio-
nen vermutlich sowohl durch die Reparatur von Doppelstrangbriichen als auch durch run

off-Synthese infolge von Einzelstrangbriichen und die Umgehung von Replikationsarresten
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hervorgerufen werden: Wahrend bei Doppelstrangbriichen oder Lisionen, welche zu Dop-
pelstrangbriichen prozessiert werden, in Abwesenheit von Rad51 eine Zunahme an Rad52-
abhingigem SSA moglich ist, kann SSA nicht als Alternative bei Replikationsarresten oder
Einzelstrangbriichen fungieren, was zu der gemessenen Reduktion in 7ad57A bei den indu-
zierten Ereignissen fithrt. Zwar wiirden auch kollabierte Replikationsgabeln nach run gff-

Synthese eine solche Reduktion in rad57A hervorrufen, jedoch wiren diese Ereignisse, wie

beteits erwihnt, vermutlich im Ais3-A5’/ his3-A3-Modul genauso hiufig wie im Kan-
KanMX4-Modul, was jedoch nicht der Fall ist.

Wihrend rad51A einen deutlichen Effekt auf die 4-NQO-induzierten Reversionsfrequen-
zen hat, zeigt die Deletion von YENT annihernd keine Veranderungen im Vergleich zum
Wildtyp (Seite 75). Yenl ist die bei S. cerevisiae im Kern lokalisierte Resolvase (Ip ez al., 2008)
und ist fiir die Auflosung von Holliday-Junctions und damit bspw. bei der Generierung von
¢ross over relevant. Da die beobachteten Ereignisse jedoch vermutlich im Wesentlichen keine
cross over, sondern Genkonversionen darstellen, ist die Tatsache, dass yen7A keinen deutli-
chen Phinotyp aufweist, nicht besonders erstaunlich. Allerdings kénnte auch eine Gen-
konversion von der Funktion einer Resolvase abhingig sein, insofern Doppelstrangenden
durch Schneiden eines Chicken Foots entstinden, wie er durch fork regression zustande
kommt. Da yenTA jedoch keine deutliche Reduktion der induzierten Reversionsfrequenzen
aufweist, ist es eher unwahrscheinlich, dass ein Chicken Foor als Intermediat wihrend der

beobachteten Prozesse entsteht, welches durch eine Resolvase aufgelést wird.

Der Ausfall der Transldsionssynthese fithrt méglicherweise zu einer gering-
fugig verstirkten Anhiufung an Reversionsereignissen

Da es sich bei den beobachteten Ereignissen um Prozesse handelt, welche vermutlich eine
fehlerfreie Umgehung von replikationsarretierenden DNA-Schiden darstellen, erscheint es
sinnvoll, dass der Ausfall dieser Prozesse zu einer verstirkten Umgehung von DNA-
Schiden durch Transldsionssynthese fihrt. Experimentell gestiitzt wird dies durch die er-
héhte spontane Mutationsrate von 7ad51A und rad52A (Seite 116 und Tab. 9 sowie Schiirer,
2003; Schiirer et al. 2004). Es ist daher durchaus wahrscheinlich, dass im Umbkehrschluss
auch die induzierte Reversionsfrequenz durch Ausfall der Transldsionssynthese verstirkt
werden kann. Allerdings sind die induzierten Reversionsfrequenzen in rev3A-Mutanten,
wenn uberhaupt, nur minimal erhoht (Seite 78). Es konnte daher moglicherweise tatsdch-
lich der Fall sein, dass der Ausfall der Translisionssynthese zumindest teilweise zu einem
leichten Anstieg an Rekombinationsereignissen fiihrt. Allerdings erscheint es plausibler,
dass die Anzahl an Reversionen nicht durch Ausfall der Translisionssynthese gesteigert
werden kann. Dazu kommt, dass 7e#3A in Bezug auf die spontanen Reversionsraten (wenn
Uberhaupt) eher eine leichte Reduktion als eine Erh6hung aufweist (Seite 81). Zusammen
mit der Tatsache, dass 72d51A- und rad52A-Mutanten einen deutlichen spontanen Mutator-
phinotyp aufweisen, erscheint es plausibel anzunehmen, dass der gré3te Anteil an replika-
tionsarretierenden DNA-Schiden tiber homologe Rekombination umgangen wird, anstatt

Uber Translisionssynthese. Zwar kénnten die nur sehr geringfligic vermehrt auftretenden

130 | Scite



DISKUSSION

Reversionsereignisse unter anderem darauf zurtickzufiihren sein, dass es sich bei den beo-
bachteten Reversionen nur zu einem geringen Anteil um Ereignisse infolge von Replikati-
onsarresten handelt, allerdings scheint dies zumindest fir die induzierten Reversionsfre-
quenzen eher unwahrscheinlich, wie die zuvor dargelegten Daten vermuten lassen. Even-
tuell stellt Transldsionssynthese in . cerevisiae daher weniger eine generelle Alternative fiir
tehlerfreie Umgehung dar, sondern ist moglicherweise eher in speziellen Fillen relevant, in
der fehlerfreie Umgehung durch Interaktion mit dem Schwesterchromatid nur noch be-
grenzt oder gar nicht moglich ist. Eine solche Situation kann bspw. bei einer starken Schi-
digung beider Chromatiden eintreten. Ist das alternative zemplate ebenfalls geschadigt, kann
eine fehlerfreie Umgehung durch Synthese am Schwesterchromatid vermutlich nicht erfol-
gen, da hier ebenfalls eineReplikationsarrest entstehen kann. In so einem Fall kann der

Schaden nur iiber Transldsionssynthese umgangen werden.

Interessanterweise ldsst sich durch die Deletion von RAD30, anstatt einer Erhohung, viel-
mehr eine leichte Reduktion der induzierten Reversionsfrequenzen feststellen (Seite 706).
Damit eine Reversion entstehen kann, muss eine Verlingerung am Schwesterchromatid
stattfinden (einzige Ausnahme ist die Reparatur nach run off-Synthese, siche Seite 68,
Abb. 13). Da weiter fiir die Reversion nach einem Replikationsarrest anscheinend die
Interaktion mit dem Schwesterchromatid iiber Rad51-vermittelte Invasion Voraussetzung
ist, muss diese Verlingerung hochstwahrscheinlich an einem D-Logp stattfinden. Fir men-
schliches Rad30 konnte biochemisch gezeigt werden, dass es das primer-Ende in einem D-
Loop verlingern kann (Mcllwraith ez a/, 2005). Demnach ist es durchaus plausibel anzu-
nehmen, dass Rad30 in Hefe ebenfalls diese Reaktion katalysiert. In diesem Fall kénnte die
beobachtete Reduktion der Reversionsfrequenz auf eine verringerte Effizienz bei der Ver-
lingerung am D-Loop zuriickzufihren sein. Da auflerdem bei einem Ausfall von Rad30 die
Reparatur von Doppelstrangbriichen tber SDSA nicht mehr so effizient stattfinden kann,

werden Doppelstrangbriiche vermutlich vermehrt iiber SSA repariert. Demnach wire wie
fir rad51A auch fur rad30A eine erhohte spontane Reversionsrate zu erwarten. Da dies der

Fall ist (Seite 81), machen sowohl die spontane Reversionsrate als auch die induzierten Re-

versionsfrequenzen von rad30A es wahrscheinlich, dass Rad30 tatsichlich an der homo-
logen Rekombination beteiligt ist. Allerdings wire in diesem Fall gleichzeitig zu vermuten,
dass rad30A einen schwachen Mutatorphinotyp aufweist, was in Hefe nicht der Fall ist
(Rudolph, 2003). Jedoch lisst sich zumindest in humanen Zellen tatsichlich eine leichte
Erhéhung der Mutationsrate feststellen (Choi & Pfeifer, 2005). Da Rad30 gleichzeitig eine
Translasionspolymerase ist und zusitzlich im Vergleich mit den anderen DNA-
Polymerasen die héchste Fehlerrate auf unbeschidigten zemplate hat (Matsuda ez al., 2000;
Prakash ez al., 2005), mag es durchaus sein, dass in Hefe ein schwacher Mutatorphianotyp
gleichzeitig durch den parallelen Ausfall der Rad30-abhingigen Transldsionssynthese auf-
gehoben wird. Daher scheint es durchaus sinnvoll zu vermuten, dass Rad30 tatsichlich
auch in Hefe die Verlingerung am D-Logp durchfithren kann. Ist dies der Fall, so wire dies
auch eine mégliche Erklirung fur die Tatsache, dass 72430 Mutanten, trotz des Ausfalls der
Transldsionssynthese, kaum eine Reduktion der Mutationsrate aufweisen (McDonald e7 al.,
1997): Da gleichzeitig die fehlerfreie Umgehung der Schiaden durch homologe Rekombina-
tion ausfillt, konnte der dadurch entstehende Anstieg der Mutationsrate den erniedrigten
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Phinotyp von rad30 ausgleichen. Somit ist es zwar sehr wahrscheinlich, dass Rad30 die
Verlingerung im D-Logp katalysieren kann, allerdings scheint Rad30 nicht essentiell fir
diesen Vorgang zu sein, da die Reduktion der induzierten Reversionsfrequenzen eher ge-
ring ausfillt. Es scheint daher ebenfalls plausibel, dass auch andere DNA-Polymerasen
diese Funktion ibernehmen kénnen und Rad30 méglicherweise nur die priferentiell einge-
setzte DN A-Polymerase hierbei ist.

Insgesamt scheint das KanKanMX4-Modul geeignet zu sein, um die Interaktion zwischen
Schwesterchromatiden zu untersuchen: Die untersuchten Ereignisse sind abhingig von der
homologen Rekombination und scheinen in Abhingigkeit der untersuchten Quelle von
DNA-Schiden auf unterschiedliche Ereignisse zurtickzufithren zu sein. Die Messung spon-
taner Ereignisse gibt die Mdéglichkeit, den Einfluss eines oder mehrerer Gene sowohl auf
SSA als auch auf SDSA sowie die fehlerfreie Umgehung von replikationsarretierenden
DNA-Schiden zu untersuchen. Die Messung 4-NQO-induzierter Reversionsereignisse
dagegen scheint geeignet zu sein, um vorzugsweise die Beteiligung betrachteter Gene an
der fehlerfreien Umgehung von replikationsarretierenden DNA-Schiden zu tberprifen.
Durch Inkubation mit Camptothecin lisst sich auf3erdem eine Beteiligung von Genen an

der Reparatur von kollabierten Replikationsgabeln nach run gff-Synthese feststellen.

Mphl ist vermutlich an der Prozessierung von D-Loops beteiligt

Die Helikase Mphl ist an der HR-abhingigen fehlerfreien Umgehung von
replikationsarretierenden DNA-Schiden beteiligt

Genetische Evidengen fiir die Funktion von Mph1

mph1-Mutanten zeigen einen Rev3-abhingigen Mutatorphinotyp und eine deutliche Sensi-
tivitit gegeniiber DNA-schidigende Agenzien wie MMS und 4-NQO. Dabei ist mph1 hy-
postatisch zu rad51, rad52, rad55 und rad54 bzgl. der Sensitivitit gegen MMS und 4-NQO
sowie hypostatisch zu rad51, rad52 und rad55 in Bezug auf die spontane Mutationsrate.
rad54 ist dagegen bezogen auf spontane Mutationen subadditiv mit #ph7 (Scheller ez al,
2000; Schurer, 2003; Schirer ef al., 2004). Demnach scheint Mphl an der homologen Re-
kombination beteiligt zu sein. Da 7ph1 jedoch gleichzeitig kaum sensitiv gegeniiber ionisie-
render Strahlung ist und sich auch weder ein Defekt in der mitotischen noch in der meioti-
schen Rekombination feststellen ldsst, wurde postuliert, dass Mphl hauptsichlich an der
tehlerfreien Umgehung von replikationsarretierenden DNA-Schiden tber homologe Re-
kombination beteiligt ist und keine oder nur eine untergeordnete Rolle bei der Reparatur
von Doppelstrangbriichen spielt. Die fehlende Sensitivitit von mphl gegeniiber Campto-
thecin weist zusatzlich darauf hin, dass Mph1 wohl auch bei der Reparatur von kollabierten
Replikationsgabeln eher unwichtig ist (Schiirer ez a/.,2004).

Die induzierten Reversionsfrequenzen einer mphlA-Mutante weisen auf eine Funktion bei der
feblerfreien Umgebung von DINA-S chiden hin

Eine weitere wichtige Evidenz fiir die Beteiligung von Mph1 an der Umgehung von repli-

kationsarretierenden DNA-Schiaden ist die zunichst von Christian Rudolph festgestellte
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Reduktion der spontanen sowie der induzierten Reversionsfrequenzen in einer mphl-
Mutante. Auch in der vorliegenden Arbeit konnte eine solche Reduktion der induzierten
Reversionsfrequenzen festgestellt werden (Seite 83). Jedoch lie3 sich die von Christian Ru-
dolph beobachtete Reduktion der spontanen Reversionsrate in mph7 nicht reproduzieren.
Vielmehr zeigte sich hier eine leichte Erhéhung der Rate. Allerdings wurden die Raten bei
Christian Rudolph mit einem Centromer-Plasmid unter selektiven Bedingungen (SC-
Medium) durchgefiihrt. Die hier ermittelten Raten dagegen wurden mit einem chromoso-
mal integrierten Plasmid unter Anzucht in YPD ermittelt. Die unterschiedliche Lokalisation
des Moduls konnte einen Einfluss auf die Entstehung einer Reversion haben (bspw. fithren
cross over in Centromer-Plasmiden zu dicentrischen und mitotisch instabilen Plasmiden;
Mann & Davis, 1983). Dartiber hinaus ist es plausibel, dass beim Wachstum in einem syn-
thetischen Medium generell ein anderes Schadensspektrum vorliegt als in Vollmedium. Es
wire also auch moglich, dass die Anzahl an Schiden, welche zu einer verstirkten Prozessie-
rung durch SSA fithren kénnen, in Vollmedium hoéher ist. Da Mphl Teil der Rad51-
abhingigen Rekombination ist, ist es durchaus denkbar, dass die in dieser Arbeit gemessene

Erhéhung der spontanen Rate wie in rad571A durch gehduftes Auftreten von SSA entsteht.

Unabhingig davon lassen sich in mphTA deutlich weniger Reversionen durch MMS,
4-NQO und Camptothecin induzieren als im Wildtyp (Seiten 83, 87 und 90). Da sowohl
MMS als auch 4-NQO vermutlich tGberwiegend Replikationsarreste hervorrufen, ist die
Reduktion der durch diese Stoffe induzierten Reversionsfrequenzen in #zph1A eine weiteres
Indiz fur die Beteiligung von Mph1 an der Umgehung von replikationsarretierenden DNA-
Schiden. Gleichzeitig zeigt die Reduktion der Camptothecin-induzierten Reversions-
frequenzen, dass Mphl zumindest teilweise auch an der Reparatur einer kollabierten Repli-
kationsgabel nach run off-Synthese beteiligt ist. Allerdings mag die Funktion von Mphl
hierbei eine eher untergeordneter Rolle 7z vivo spielen, da #ph1, wie bereits erwihnt, keine

erkennbare Sensitivitit gegeniiber Camptothecin aufweist.

Wihrend die Reversionsfrequenz im KanKanMX4-Modul den vorliegenden Daten nach
teilweise von der Funktion von Mphl abhingig ist, hat die »ph7A-Deletion anscheinend
keinen oder nur einen sehr geringen Einfluss auf die Reversion des Ahis3-A5’/his3-A3’-
Moduls (Seite 84). Da die mit diesem Modul gemessenen Reversionen vermutlich vorwie-
gend durch cross over entstehen, scheint Mphl vor allem an einem Prozess beteiligt zu sein,

welcher eher eine Genkonversion als ein cross over hervorruft.

mph1A und rad51A sind subadditiv bei der Messung induzierter Reversionsfrequenzen

Eine der wichtigsten Daten fiir die Interpretation der Funktion von Mphl war die Epistasis
von rad51 und rad52 gegentuber mphl bei der Sensitivitit gegen MMS und 4-NQO sowie
der spontanen Mutationsrate (Scheller ef al., 2000; Schiirer ef al., 2004). Interessanterweise
zeigt sich bei der Messung induzierter Reversionsfrequenzen mit rad571A keine Epistasis,
sondern vielmehr eine Additivitit oder Subadditivitit (Seite 93). Mphl scheint demnach
eine Funktion zu haben, welche nicht ausschlieBlich Rad51-abhingig ist. Vielmehr scheint
Mphl an einem Prozess beteiligt zu sein, welcher auch in Abwesenheit von Rad51 noch
durch Mph1 unterstiitzt wird.
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Mphl ist vermutlich an der Prozessierung eines D-Loops beteiligt

Die Auflosung eines D-Looops als einzgige Funktion von Mph1 ist nicht hinreichend, um alle
Phénotypen zu erkliren

Nach neueren biochemischen Studien wird fiir Mphl eine Funktion bei der Auflésung von
D-Logps postuliert. In einer mph7-Mutante kann eine Zunahme von cross over-Ereignissen
nach Induktion von Doppelstrangbriichen durch HO-Endonuklease verzeichnet werden.
Doppelstrangbriiche kénnen sowohl iiber SDSA als auch DSBR repariert werden, wobei
bei SDSA kein c¢ross over, sondern nur eine Genkonversion erfolgen kann. Daher erscheint
es wahrscheinlich, dass Mphl an einem Prozess beteiligt ist, welcher ¢ross over verhindert
und Genkonversion fordert. Gleichzeitig konnte fiir gereinigtes Mph1 biochemisch gezeigt
werden, dass es D-Logp-Strukturen auflésen kann (Prakash ez a/, 2009). Aufgrund dieser
Daten erscheint es zunichst am wahrscheinlichsten, dass Mph1 als Helikase die Auflésung
des D-Logps forciert, bevor sich eine Holliday-Junction bildet, und somit die Entstehung von
cross over-Ereignissen verhindert. Allerdings ist eine solche Funktion nicht hinreichend, um
die hier prisentierten Daten zu erkliren. Bspw. wire bei einer Funktion von Mph1 bei der
Unterdriickung von cross over zu vermuten, dass die Anzahl an cross over zundhme. In diesem
Fall sollte eine mph1A-Mutante im his3-A5’/ his3-A3’-Modul vermutlich eine erhohte indu-
zierte Reversionsfrequenz aufweisen, was jedoch nicht der Fall ist (Seite 84). Ebenfalls wire
es fraglich, warum mphT1A eine Sensitivitit gegenitber MMS und 4-NQO aufweist. Die Un-
terdriickung von ¢ross over zugunsten von Genkonversion kann zwar auch bei der Umge-
hung von DNA-Schiden eine Rolle spielen (siche Seite 19, Abb. 4) und auch Doppel-
strangbriiche koénnen theoretisch durch die Inkubation mit diesen Substanzen entstehen,
wenn es auch vermutlich seltener geschehen diirfte. Dennoch ist ein ¢ross over nicht zwin-
gend ein todliches oder wachstumshemmendes Ereignis, weshalb eine mph7-Mutante in

diesem Fall vermutlich kaum eine Sensitivitit aufweisen sollte. Auch sollte keine so deutli-

che Reduktion der induzierten Reversionsfrequenzen in 7ph71A zu beobachten sein: Das
Auflésen des D-Logps zugunsten einer Genkonversion wire erst relevant, wenn die Verlin-
gerung am Schwesterchromatid bereits erfolgt ist. An diesem Punkt ist der Schaden jedoch
bereits unabhingig von der Art der Auflésung umgangen. Daher sollte die Deletion und
damit einhergehend die bevorzugte Auflésung des D-Logps tiber cross over keinen Effekt auf
die induzierte Reversionsfrequenz haben. Aus demselben Grund wire fir eine mphl-
Mutante auch kein Rev3-abhingiger Mutatorphinotyp zu erwarten, da Transldsionssynthe-
se als Alternative zu einer Umgehung durch homologe Rekombination nur einsetzen kann,
bevor der Schaden bereits umgangen ist. Es ist daher sehr wahrscheinlich, dass Mph1 zu-

mindest noch eine weitere Funktion aufweist, welche diese Phianotypen hervorruft.

Mph1 hat vermutlich eine Funktion bei der Stabilisierung oder 1 ergrifSerung eines D-Loops

Die eingangs angesprochenen Daten und die induzierten Reversionsfrequenzen machen es
sehr wahrscheinlich, dass Mphl vor allem an der fehlerfreien Umgehung von replikations-
arretierenden DNA-Schiaden beteiligt ist. Dartiber hinaus ist es aufgrund der Daten eben-
falls sehr naheliegend, dass Mph1 bereits eine Funktion vor der Verlingerung am Schwes-
terchromatid hat. Da Mph1 eine Helikase ist, sind zwei weitere Funktionen fir die Beteili-
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gung von Mph1 bei der homologen Rekombination plausibel. Zum einen kénnte Mphl1 fiir
das Ablosen des 3’-Endes eines in der Synthese arretierten Strangs vom zemplate bendotigt
werden, was wiederum notwendig ist, um bei einem Replikationsarrest ein geeignetes 3’-
Ende fur die Invasion im Schwesterchromatid zu erhalten. Sowohl der Mutatorphinotyp
als auch die Reduktion der MMS- und 4-NQO-induzierten Reversionsfrequenzen lassen

sich durch eine solche Funktion erkliren. Allerdings erscheint es aufgrund der Reduktion

der Camptothecin-induzierten Reversionsfrequenzen in mph1A zumindest unwahrschein-
lich, dass dies die einzige Funktion von Mphl ist (Seite 90): Fir die Reparatur der durch
Camptothecin entstehenden Einzelstrangbriiche ist ein Ablosen des 3’-Endes nicht not-
wendig, da hierbei ein 3>-Uberhang durch Zuriickschneiden des Doppelstrangendes entste-
het (vergleiche Seite 9, Abb 2 und Seite 19, Abb 4; Krogh & Symington, 2004).

Eine zweite plausible Funktion von Mphl ist eine Prozessierung des D-Logps vor der Ver-
lingerung des invadierenden 3’-Endes, wobei auch hierfir zwei unterschiedliche Moglich-
keiten denkbar sind. Dies sind die Stabilisierung des D-Logps einerseits und das Aufwinden
des D-Logps in Syntheserichtung andererseits. Beides konnte Voraussetzung sein, um tber-
haupt eine Verlingerung des invadierten Stranges am Schwesterchromatid zu ermdéglichen.
Durch die Stabilisierung kénnte erst das notwendige Zeitfenster geschaffen werden, in der
die Polymerase das 3’-Ende im D-Logp binden kann. Die Vergrélerung des D-Logps in Syn-
theserichtung wiederum konnte notwendig sein, um der Polymerase das neue zemplate Gber-
haupt erst zuginglich zu machen. Beide Modelle kénnen die hier prisentierten Daten sowie
den Mutatorphinotyp von mphl erkliren. Jedoch weist die verringerte Camptothecin-
induzierte Reversionsfrequenz cher auf eine stabilisierende Funktion hin, da fur die Repara-
tur nach run off-Synthese eine Verlingerung im D-Logp nicht notwendig ist. Gleichzeitig ist
es prinzipiell moglich, dass Mphl parallel beide Funktionen austbt, bspw. in Form eines
gleichzeitigen Aufschmelzens des D-Logps in beide Richtungen. Allerdings bleibt die Frage,
inwiefern eine solche Funktion mit den von Prakash e# a/ gezeigten biochemischen Daten
zu vereinbaren ist, da die dort verwendeten Substrate vermutlich nicht durch eine Helika-
seaktivitit, aufgelost werden konnen, wie sie fir das Aufschmelzen des D-Logps notwendig
ist. Jedoch handelt es sich bei diesen Daten um 7 vitro-Experimente, deren Relevanz fiir die

in vivo ablaufenden Ereignisse schwer abzuschitzen ist.

Dennoch ist nach diesen Daten das wahrscheinlichste Modell fir die Funktion von Mphl
eine Prozessierung des D-Loops, welcher durch homologe Rekombination bei der Invasion
im Schwesterchromatid bzw., soweit vorhanden, im homologen Chromosom entsteht.
Allerdings weist die von Prakash e a/. beobachtete Erh6hung der induzierten cross over in
mph1A zumindest darauf hin, dass Mphl zusitzlich eine Funktion hat, welche Genkonver-

sion fordert.

Mph1 und Rad54 sind moglicherweise beides Faktoren fiir die effiziente Bil-
dung eines D-Loops

Ein wichtiger Aspekt bei der Untersuchung von Mphl kénnte die Tatsache sein, dass mph
zwar hypostatisch zu den Genen der HR in Bezug auf die Sensitivitit gegen DNA-
schidigende Agenzien ist, jedoch in Bezug auf den spontanen Mutatorphinotyp eine Su-
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badditivitit mit rad54A aufweist. Auch sind sowohl rad54- als auch mph71-Mutanten weniger
sensitiv als rad51-, rad55- oder rad52-Mutanten (Schurer, 2003). Beides deutet darauf hin,
dass Rad54 und Mphl eher unterstiitzend als notwendig fiir die homologe Rekombination
sind. Die Subadditivitit bei der spontanen Mutationsrate weist zusitzlich darauf hin, dass

beide Proteine sich teilweise tiberschneidende Funktionen austiben (Schiirer, 2003).

Das Rad54-Protein
Rad54 ist eine ATP-abhingige Translokase, welche die Rad51-abhingige D-Logp-Bildung 7

vitro etleichtert (Petukhova ef al, 1998). Es kann auBerdem positiven, sowie negativen super-
coi/ in dsDNA hervorrufen (Petukhova ez al., 1999), was durch Anwesenheit von Rad51
stimuliert wird (Alexeev e al., 2003; Van Komen ez 4/, 2000). Untersuchungen zur Rekom-
bination zwischen MAT und HML zeigten weiter, dass in rad54-Mutanten zwar eine Paa-
rung des Rad51-Filaments mit dem Doppelstrang zu beobachten ist, eine Verlingerung am
invadierten 3’-Ende konnte jedoch nicht festgestellt werden (Sugawara ez al, 2003). Aus
diesem Grund wird vermutet, dass Rad54 in irgendeiner Form an der Prozessierung des
D-Loops beteiligt ist, indem es bspw. durch die topologische Modifikation des urspriingli-
chen Doppelstrangs das weitere Aufschmelzen des D-Logps erleichtert. Neben der toplogi-
schen Modifikation von dsDNA wurde ebenfalls gezeigt, dass die ATPase-Aktivitit am
Terminus des Rad51-Filaments im D-Logp stimuliert wird, was mit Auflésung des dsDNA-
Rad51-Filaments zu freiem Rad51 und freier DNA-Duplex einhergeht. Aus diesem Grund
wurde postuliert, dass Rad54 fur die Regulation des 7 over des Rad51-Filaments notwen-
dig ist (Kiianitsa ez a/., 20006; Solinger ez al., 2002). Ohne Entfernen von Rad51 im D-Logp
konnte die Bindung einer DNA-Polymerase an das 3’-Ende im D-Logp durch das gebunde-
ne Rad51 verhindert werden. Zumindest fiir ein RecA-Filament konnte bereits 7 vitro fest-
gestellt werden, dass das 3’-Ende in einem D-Logp nicht in Anwesenheit von RecA durch
eine DNA-Polymerase verlingert werden kann (Xu & Marians, 2002). Tatsichlich konnten
auch in einer kirzlich verdffentlichten Arbeit Evidenzen gefunden werden, dass die Ver-
lingerung des invadierenden Stranges im D-Logp erst in Anwesenheit von Rad54 ermdg-
licht wird (Li & Heyer, 2009). Es ist daher sehr plausibel, dass Rad54 notwendig ist, um das
Rad51-Filament postsynaptisch aufzulésen und so das 3’-Ende fiir eine Polymerase zu-
ginglich zu machen. Allerdings ist es ebenfalls denkbar, dass erst die topologische Modifi-
kation des Doppelstrangs eine Voraussetzung fiir die Synthese ist, da so die Verdringung
des urspringlichen Strangs erst moglich wird. In jedem Fall weisen die benannten Daten
darauf hin, dass Rad54 in irgendeiner Form benoétigt wird, um die Synthese an einem D-

Loop zu ermoglichen.

Mph1 und Rad54 sind Faktoren, welche die Synthese am D-Loop erleichtern
Sowohl fiir Mphl als auch fiir Rad54 deuten die bisherigen Daten an, dass sie bei der Pro-

zessierung des D-Loops beteiligt sind. Beide Proteine mussen eine Funktion vor der Verlin-
gerung des invadierenden Stranges am D-Iogp haben, wie der Mutatorphinotyp zeigt.
Gleichzeitig machen die Daten fir Rad54 es sehr wahrscheinlich, dass dieses Protein den
D-Loop entweder topologisch verindert oder durch das Auflésen des Rad51-Filaments im
D-ILoop das 3’-Ende fiir die Synthese verfiigbar macht. Fur Mphl deuten die Daten an, dass
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es in der Lage ist, den D-Logp aufzuschmelzen und so moéglicherweise die Synthese am im
D-Loop ermoglicht oder den D-Logp stabilisiert. Da beide Proteine demnach vermutlich
dasselbe Substrat haben sind mehrere Modelle plausibel:

1. Mphl und Rad54 unterstitzen beide die Bildung des D-Logps, indem sie den D-
Loop stabilisieren.

2. Mphl unterstitzt die Stabilisierung des D-Logps und Rad54 regelt das furn over des
Rad51-Filaments.

3. Mphl erleichtert die Synthese im D-Iogp und Rad54 stabilisiert den D-Logp.
4. Mphl und Rad54 erleichtern beide die DNA-Synthese zur Verlingerung des inva-

dierten Strangs sind aber nicht fir die Stabilisierung von Bedeutung.

5. Mphl und Rad54 sind jeweils beide fiir die Synthese und die Stabilisierung von Be-
deutung.

Allerdings ldsst sich anhand der bisherigen Daten nicht entscheiden, welche der fiinf M6g-
lichkeiten die wahrscheinlichste ist bzw. ob Mphl trotz der bisherigen Indizien nicht doch

eine andere Funktion aufweist als die Prozessierung eines D-Logps.

UNTERSUCHUNGEN ZUM MECHANISMUS DER FEHLERFREIEN
POSTREPLIKATIVEN REPARATUR

Werden Zellen mit UV-Licht bestrahlt, so treten wihrend der S-Phase verstirkt kurze Ein-
zelstrangfragmente auf, was mithilfe eines alkalischen Saccharosegradienten beobachtet
werden kann. Nach einiger Zeit ldsst sich in Wildtyp-Zellen feststellen, dass diese Fragmen-
te wieder verschwinden und anscheinend zu hoéhermolekularen Fragmenten prozessiert
werden. Verstirkt wird der Effekt in einem NER-defekten Stamm, in dem die Anzahl an
niedermolekularen Fragmenten enorm ansteigt (di Caprio & Cox, 1981). Die niedermole-
kularen Fragmente reprasentieren wahrscheinlich DNA-Stiicke wie Okazaki-Fragmente,
welche aufgrund von Arresten der Replikation an DNA-Schiden nicht fertiggestellt und
ligiert wurden. Die Prozesse, welche die Reparatur von kurzen Einzelstrangfragmenten zu
héhermolekularen Einzelstringen ermdglichen, indem sie einen Arrest autheben bzw. den
Schaden umgehen oder reparieren, werden als Postreplikative Reparatur (PRR) bezeichnet
(Howard-Flanders e al., 1964). In Hefe konnten der PRR zum ecinen die Gene der rad6-
Epistasisgruppe und zum anderen die Gene der rad52-Epistasisgruppe zugeordnet werden
(Prakash, 1981). Aufgrund der eingangs dargestellten Befunde wurden die Gene der rad6-
Epistasisgruppe als Bestandteil eines zu der homologen Rekombination alternativen Pro-
zesses betrachtet und der Begriff der Postreplikativen Reparatur wurde als Synonym fur die
Rad6-abhingigen Prozesse benutzt. Bisher wurde die PRR mechanistisch aufgeteilt in die
Transldsionssynthese und einen undefinierten fehlerfreien Mechanismus, welcher mdgli-

cherweise fork regression darstellt.
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Die fehlerfreie PRR scheint nicht unabhingig von homologer Rekom-

bination zu sein

Polyubiquitinierung von PCNA am Lysin 164 gilt als Signal fir die Induktion der fehler-
freien PRR und geschieht tber das ubiquitinkonjugierende Heterodimer Mms2/Ubc13
(Hofmann & Pickart, 1999) in Zusammenspiel mit der Ubiquitinligase Rad5 (Ulrich &
Jentsch, 2000). Sowohl MMS2 als auch UBC73 und RAD5 sind hypostatisch zu rad6 und
radl8, weshalb die Gene der rad6-Epistasisgruppe zugeordnet werden. Die von den Genen
dieser Gruppe abhingigen Prozesse werden als Postreplikative Reparatur bezeichnet
(Broomfield et al., 1998; Ulrich & Jentsch, 2000; Xiao et al., 1999). mms2 und ubel3 sind
synergistisch mit rev3 in Bezug auf die Sensitivitit gegen DNA-schiadigende Agenzien wie
UV, MMS und 4-NQO und weisen einen Mutatorphinotyp auf, was zu der Annahme fithr-
te, Mms2 und Ubc13 seien an einem fehlerfreien Zweig der PRR beteiligt (sieche Seite 109,
Abb 39 sowie Broomfield et al.,, 1998; Brusky et al., 2000). Desweiteren zeigte sich fur
mms2 eine Additivitit mit 7ad52 bei der Sensitivitiat gegen UV, was als hauptsichliches Indiz
dafir gilt, dass die fehlerfreie PRR nicht von homologer Rekombination abhingt, sondern
einen alternativen Mechanismus darstellt (Torres-Ramos ez a/., 2002). Eine weitere Evidenz
fir diese Vermutung ist, dass die Deletion von SRS2 zu einer Rad52-abhingigen Suppres-
sion der Sensitivitit von rad6 fihrt (Ulrich, 2001). Srs2 ist eine Helikase, welche zz vitro
Rad51-ssDNA-Filamente auflésen kann und so vermutlich als Repressor der homologen
Rekombination fungiert (Krejci ef al, 2003; Veaute ez al., 2003). Zusitzlich zeigen sowohl
rad6 als auch radl18 und rad5 einen hyperrekombinativen Phinotyp (Liefshitz ez a/, 1998).
Da die fehlerfreie PRR nach diesen Daten als eine Alternative zur homologen Rekombina-
tion gilt, wurde vermutet, dass es sich hierbei um fork regression handelt, da dieses das
nichstliegende alternative Modell fiir eine fehlerfreie Umgehung von replikations-
arretierenden DNA-Schiden ist (Torres-Ramos ez al., 2002).

Interessanterweise zeigen jedoch sowohl mms2A- als auch #bel 3A-Mutanten eine sehr deut-
liche Reduktion der 4-NQO-induzierten Reversionsfrequenzen, welche dhnlich stark aus-
fallt wie die in 7ad51A (Seite 96). Da die Reversionen aber vollstindig von Rad52 und auch
zu einem groflen Anteil von Rad51 abhingig sind, erscheint es fragwiirdig, dass die fehler-
freie PRR ausschlieSlich Mechanismen umfasst, welche von homologer Rekombination

unabhingig sind.

Die Reduktion induzierter Reversionsfrequenzen ist abhingig von der kata-
lytischen Funktion des Mms2/Ubc13-Heterodimers

Eine Moglichkeit, die Reduktion in mms2A bzw. ubel 3A zu erkliren, wire eine Hintergrund-
mutation, wie sie bspw. bei der phr7/A-Mutante aufgetreten ist. Da jedoch die wbel3A-
Deletion durch das Plasmid Ylplac211-P13-UBC73 in Bezug auf die induzierten Reversi-
onsfrequenzen komplementiert werden kann, kann ausgeschlossen werden, dass der Phi-
notyp von #bc13A auf einer Hintergrundmutation beruht (Seite 97). Vielmehr hat das Hete-
rodimer Mms2/Ubc13 in irgendeiner Form einen Einfluss auf die von der homologen Re-

kombination abhingige Reversion der Sequenzduplikation im KanKanMX4. Eine nahelie-
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gende Erklirung fir einen Einfluss der mms2A- bzw. ube13A-Deletion auf die homologe
Rekombination, trotz einer Additivitit zwischen mms2 und rad52, ist eine strukturelle Funk-
tion von Mms2/Ubc13 in einem Proteinkomplex, welcher unter anderem auch Proteine
der homologen Rekombination beinhaltet. Der Verlust von Mms2 und Ubc13 kénnte dann
indirekt einen Einfluss auf die HR haben, indem der Komplex nicht mehr gebildet wiirde.
Allerdings machen es die hier fiir eine #be13 C875- und eine #bi K63R-Mutante gezeigten
Daten sehr unwahrscheinlich, dass die in m#s2A bzw. ubc13A beobachtete Reduktion auf
eine strukturelle Funktion zuriickzufithren ist (Seiten 97 und 99). Vielmehr zeigen die Da-
ten, dass es sich mit hoher Wahrscheinlichkeit um einen Effekt durch den Verlust an Lysin
63-verkniipften Poliubiquitinketten handelt. Die Reduktion in po/30 K7164R lisst weiter
vermuten, dass speziell der Verlust der Polyubiquitinierung von PCNA am Lysin 164 die
Ursache fiir die beobachtete Reduktion der induzierten Reversionsfrequenzen ist (Sei-
te 100). Der Unterschied in der Reduktion zwischen po/30 K164R und mms2A ist dabei
wahrscheinlich auf den gleichzeitigen Wegfall der Monoubiquitinierung des PCNA zuriick-
zufthren, da diese die Translisionssynthese stimuliert (Haracska e 4/, 2001), was mogli-
cherweise zu einer leichten Zunahme an induzierten Reversionsfrequenzen fihren kann
(sieche rev3A). Eine weitere und vor allem eindeutigere Evidenz fir die Vermutung, PCNA

sei das fir die Reduktion der induzierten Reversionsfrequenzen in #bel3A und mms2A rele-

vante Substrat, ist die gezeigte Epistasis von po/30 K164R gegentber #bec13A bei der Sensiti-
vitit gegen 4-NQO (Seite 103). Hitte Mms2/Ubc13 noch ein weitetres relevantes Substrat,
so wire zu vermuten, dass sich die Sensitivitit gegen 4-NQO in der po/30 K164R ubc13A-
Doppelmutante verstirkt, was jedoch nicht der Fall ist. Am wahrscheinlichsten nach diesen
Daten ist daher, dass die Mms2/Ubc13-abhingige Polyubiquitinierung von PCNA am Ly-

sin 164 in irgendeiner Form die homologe Rekombination beeinflusst.

Zusitzlich zu diesen Daten konnte ein interessantes Phidnomen fiir eine po/30 K7127R-
Mutante beobachtet werden (Seite 100). Die induzierten Reversionsfrequenzen in dieser
Mutante waren deutlich erniedrigt, deutlicher noch als fiir po/30 K764R. Eine Modifizierung
durch Ubiquitinierung ist fir dieses Lysin jedoch bisher nicht gefunden worden. Dagegen
fihrt die SUMOylierung am Lysin 127 zu einer Unterdriickung der Schwesterchromatid-
Kohision (Moldovan ef al., 2006). Méglicherweise ist ein Fehlen der Kohisine notwendig,
um die Proteine der homologen Rekombination an eine arretierte Replikationsgabel zu

rekrutieren bzw. einen Austausch mit dem Schwesterchromatid zu erméglichen.

mmsZ2und rev3 sind synergistisch in Bezug auf die spontane Reversionsrate

Die Vermutung, dass Mms2 an einem fehlerfreien Mechanismus beteiligt ist, beruht im
wesentlichen auf dem Mutatorphinotyp von mms2 (Broomfield ez al, 1998; Schurer ez al.,
2004) und dem Synergismus zwischen mms2 und rev3 bei der Sensitivitit gegen UV und
MMS (s.0.). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte dieser Synergismus fiir die Sensiti-
vitit gegen MMS und UV-Licht reproduziert werden. Dariiber hinaus konnte solch ein
Synergismus auch bei der Sensitivitit gegen 4-NQO gefunden werden (Seite 107) sowie ein
Synergismus zwischen mms2A und rad30A in Bezug auf die Sensitivitit gegen MMS,
4-NQO und UV-Bestrahlung (Seite 107). Der in vorhergehenden Arbeiten beobachtete
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Effekt in mms2 rev3 scheint daher nicht spezifisch fiir UV-Bestrahlung oder MMS zu sein
und auch Rad30-abhingige Prozesse scheinen eine von Mms2 unabhingige und alternative

Umgehung von DNA-Schiden darzustellen.

Interessanterweise lasst sich die Reduktion der induzierten Reversionsfrequenzen in zms2A
durch zusitzliches Deletieren von RET3 wieder annahernd auf Wildtyp-Niveau bringen
(Seite 104). Allerdings ist gleichzeitig die spontane Reversionsrate in mms2A rev3A stark
erhoht. Demnach ist es denkbar, dass der vermeintliche Anstieg der induzierten Reversi-
onsfrequenzen eigentlich auf einen statistischen Effekt zurlickzuftihren ist, da bei einem
derart hohen spontanen Hintergrund experimentell bedingte Schwankungen einen starken
Einfluss auf die induzierte Reversionsfrequenz haben konnen. Allerdings lasst sich die
rev3A-abhingige Erhchung der induzierten Reversionsfrequenzen in mms2A durch Trans-
formation mit einem Wildtyp-RET3-Fragment teilweise supprimieren, was dies eher un-

wahrscheinlich macht.

Polyubiquitinierung von PCNA scheint sowohl einen Rad51- als auch

einen Rev3-abhingigen Prozess zu beeinflussen

rad5]A ist synergistisch mit mmsZA in Bezug auf die Sensitivitit gegen UV-
Bestrahlung und MMS, jedoch epistatisch bei 4-NQO

Die bisherige Annahme, die fehlerfreie PRR sei unabhingig von der homologen Rekombi-
nation, beruht vor allem auf einer Additivitit von rad52 und mms2 bei der Uberlebensrate
nach UV-Bestrahlung (s.0.). Auch fir »ms2A rad51A zeigt sich bezogen auf die Sensitivitit
und Uberlebensrate gegeniiber UV-Bestrahlung eine solche Additivitit (Seite 111). Ahnli-
ches konnte fiir die Uberlebensrate nach Inkubation mit MMS gefunden werden (Sei-
te 113). Auch hier sind zms2A und rad51A additiv, was am ehesten mit einer zur homolo-

gen Rekombination alternativen Funktion von Mms2 zu erkliren ist.

Fir die Inkubation mit 4-NQO dagegen zeigte sich ein anderes Bild. Sowohl beim drop-
dilution-assay als auch der Uberlebensrate ist eine Epistatis von rad57A zu beobachten (Sei-
te 112). Es scheint daher, dass Mms2 unterschiedliche Prozesse stimuliert, von denen einer
Rad51-abhingig ist. Die nicht von Rad51 abhingigen Prozesse scheinen aullerdem nur bei
bestimmten Schadenstypen eine Rolle zu spielen, welche nicht durch 4-NQO hervorgeru-
fen werden, aber durch MMS und UV-Bestrahlung. Dies ist vor allem interessant in Bezug
auf die Tatsache, dass die gemessene Reduktion der induzierten Reversionsfrequenzen
ebenfalls bei Inkubation mit 4-NQO festgestellt werden konnte. Es erscheint demnach
wahrscheinlich, dass die gemessene Reduktion in zs2A vollstindig auf die Funktion eines
Rad51-abhingigen Prozesses zuriickzufihren ist. Gleichzeitig ldsst sich fiir die Sensitivitit
im drop-dilution-assay und die Uberlebensrate beziiglich 4-NQO eine sehr schwache Verstir-
kung des rad52A-Phinotyps durch zms2A zeigen (Ede, 2006; Seite 112). Dies mag darauf
hinweisen, dass ein geringer Teil der durch 4-NQO induzierten Schiden unabhingig von
Rad51 durch Rad52 prozessiert wird (bspw. tiber SSA). Dies wird auch dadurch gestiitzt,
dass rad52A etwas stirker sensitiv gegeniiber 4-NQO ist als rad51A (Ede, 2006; Schiirer ef
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al. 2004). Moglich wire jedoch auch, dass die verstirkte Sensitivitit dadurch entsteht, dass
Mms2 ausschliefSlich Prozesse beeinflusst, welche Rad51- und nicht Rad52-abhingig sind.
In diesem Fall wire bspw. die Invasion im Schwesterchromatid durch Rad52 anstelle von
Rad51 nicht von Mms2 beeinflusst, was ebenfalls beide Gegebenheiten erkliren konnte.
Ein weiteres Protein, welches eine Funktion in einem Rad51-abhingigen Prozess hat, ist,
wie zuvor dargelegt wurde, Mphl. zms2A ist jedoch additiv mit #phTA in Bezug auf die
Sensitivitat gegen 4-NQO (Seite 114; Schiirer ez a/, 2004). Eine Stimulation von Mphl
durch Mms2 kann daher als sehr unwahrscheinlich angesehen werden. Vielmehr scheint
Mphl an einem Prozess beteiligt zu sein, welcher nicht oder nur teilweise von Mms2 be-

einflusst wird.

Polyubiquitinierung von PCNA kénnte sowohl HR als auch einen Rev3-

abhingigen Mechanismus positiv stimulieren

Fur Mms2 wurde bisher vermutet, es sei ausschlieflich an einem fehlerfreien Mechanismus
der PRR beteiligt, was vor allem auf den Synergismus zwischen ms2 und rev3 zuriickge-
fihrt wurde (s.0.). Gleichzeitig scheint Mms2 zwei unterschiedliche Wege zu beeinflussen,
welche je nach Art der DNA-Schiadigung entweder vollstindig, gar nicht, oder teilweise
von Rad51 abhingig ist. Es stellt sich daher die Frage, inwiefern dieser (oder diese) Rad51-
unabhingige(n) Prozess(e) ebenfalls fehlerfrei sind. Da rad57A in Bezug auf die Rev3-
abhingige spontane Mutationsrate epistatisch zu zms2A ist (Seite 116), scheint zumindest
die fehlerfreie Umgehung von spontanen DNA-Schiden ausschlieBlich Rad51-abhingig zu
sein, insofern Mms2 nicht zusitzlich in einem Prozess involviert ist, welcher per se nicht

durch Transldsionssynthese ersetzt werden kann.

Das wichtigste Indiz fur die Vermutung, dass Mms2 in mehr als einem Prozess involviert
ist, ist die unterschiedliche genetische Interaktion von ms2A und rad51A in Bezug auf UV-
Strahlung und MMS einerseits und 4-NQO andererseits (s.0.). Interessanterweise lasst sich
zumindest fiir MMS-induzierte Schiden zeigen, dass bei gleichzeitigem Ausschalten von
Rev3 und Rad51 die Funktion von Mms2 nicht mehr relevant fiir die Uberlebensfihigkeit
ist, da die Tripelmutante mms2A rev3A rad51A genauso sensitiv ist wie die Doppelmutante
rev3A rad51A (Seite 120). Die wahrscheinlichste Erklirung fiir diese Epistasis ist, dass
Mms2 sowohl an einem Rad51-abhingigen sowie an einem Rev3-abhingigen Prozess be-
teiligt ist. Ebenfalls unterstiitzt die hier prisentierte Subadditivitit von mms2A und
rev3A rad51A bei der Sensitivitit gegen Bestrahlung mit UV-Licht diese Hypothese (Sei-
te 120), da eine Subadditivitit auf eine sich teilweise iberschneidende Funktion der Protei-
ne hindeutet. Allerdings ist Rev3 vor allem fir Translisionssynthese notwendig, was sich
darin zeigt, dass in rev3A annihernd keine spontanen Mutationen mehr stattfinden (Law-
rence, 2004). Dies ldsst eigentlich vermuten, dass eine MMS2-Deletion den Mutatorphino-
typ von rad51A zumindest teilweise supprimieren musste. Jedoch scheint die Funktion von
Mms2 je nach Art des DNA-Schadens zu variieren, wie die genetische Interaktion von
mms2A und rad51A in Bezug auf die Sensitivitit gegen DNA-schidigende Agenzien zeigt.
Es wire daher moglich, dass die spontanen Schiden dhnlich wie die 4-NQO-induzierten
ausschlieflich tber den Rad51-abhingigen Weg prozessiert werden. Einen tieferen Ein-
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blick hierzu kénnte die Messung MMS- und UV-induzierter Mutationsfrequenzen geben.
Sollte der Rev3-abhingige Prozess auf der Funktion von Rev3 bei der Translisionssynthese
beruhen, musste der Mutatorphanotyp supprimiert werden. Da solche Daten jedoch bisher

nicht vorliegen, kann hieriiber nur spekuliert werden.

Wahrend rev3A rad51A in Bezug auf die Sensitivitit nach UV-Bestrahlung subadditiv mit
mms2A ist, zeigt rad30A dagegen einen deutlichen Synergismus mit mms2A rad51A (Sei-
te 122). Dies ist vor allem in Bezug auf die Hypothese interessant, dass Mms2 in irgendei-
ner Form an der Rev3-abhingigen Transldsionssynthese beteiligt ist. Da Rad30 ebenfalls
eine Translisionspolymerase ist, scheint Mms2 nach diesem Ergebnis nicht an der TLS
beteiligt zu sein. Fur Rad30-abhingige TLS ist vermutlich die Funktion von Rev3 benétigt
und somit sollten beide Tripelmutanten in etwa denselben Phinotyp aufweisen. Es wire
daher moglich, dass Rev3 eine weitere, moglicherweise fehlerfreie Funktion aufweist. Eine
solche Funktion konnte fiir Rev3 bisher jedoch noch nicht gefunden werden (Waters ef al,
2009). Allerdings wire es auch moglich, dass Mms2 dennoch an der Rev3-abhingigen
Transldsionssynthese beteiligt ist: Die Annahme, Rev3 sei fiir die Funktion von Rad30
notwendig, bezieht sich vor allem auf die Tatsache, dass rev3-Mutanten einen Defekt in der
UV-induzierten Mutagenese aufweisen (Lemontt, 1971). Interessanterweise ist Rad30 je-
doch in vitro in der Lage auch ohne Rev3 tiber Cyclobutanthymindimere hinweg zu synthe-
tisieren (Johnson ez al, 1999). Da diese vermutlich den Hauptbestandteil an UV-induzierten
Schiden ausmachen (Friedberg e al., 20006), wire es denkbar, dass hierbei auch 7 vivo die
Funktion von Rev3 nicht zwingend notwendig ist. In diesem Fall kénnte man postulieren,
dass der Synergismus zwischen rad30A und mms2A rad51A auf einer UV-spezifischen,
Rev3-unabhingigen Translisionssynthese durch Rad30 beruht: Es wire moglich, dass
Rad30 ohne Hilfe von Rev3 Cyclobutanthymindimere tiberlesen kann, wohingegen sie bei
anderen Schiden (unter anderem auch weiteren UV-induzierten, wie 6-4-Photoprodukt)
weiterhin Rev3 benotigen wiirde. Da Rad30 solche Dimere fehlerfrei Giberlesen kann, wire

somit gleichzeitig auch die UV-induzierte Mutagenese teilweise weiter von Rev3 abhingig
(Yagi et al., 2005).

Zusammengefasst wire es moglich, dass die Polyubiquitinierung von PCNA durch Mms2
nicht nur homologe Rekombination, sondern auch die Funktion von Rev3 stimuliert und
somit sowohl Translisionssynthese als auch fehlerfreie Umgehung durch HR beeinflusst.
Allerdings wire es wie zuvor bemerkt in diesem Fall Voraussetzung, dass die spontanen
Mutationen in mmsZA tGber Mms2-unabhingige, aber Rev3-abhingige TLS entstiinden.
Somit bleibt die Interpretation dieser Daten weiterhin spekulativ und es miissten zunichst
weitere Untersuchungen erfolgen, um diese Hypothese weiter stiitzen oder verwerfen zu
konnen. Sinnvoll wiren hierbei die bereits erwidhnte Messung der MMS- und UV-

induzierten Mutationsfrequenzen, aber auch die Untersuchung der Interaktion von mms2A

und 7er7A wire hier sehr von Nutzen: Revl ist fiir das Uberlesen von _AP-sites, wie sie
durch MMS entstehen kénnen, notwendig und dariiber hinaus wird Rev3 vermutlich fiir
die anschlieBende Verlingerung bendtigt. Zusitzlich ist Revl unabhingig von ihrer kataly-
tischen Funktion auch fiir Translisionssynthese tiber 6-4-Photoprodukte nétig, was ver-
mutlich auf der Interaktion von Rad30 und Revl beruht (Waters e a/., 2009). Zeigt rev1 bei
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der Sensitivitit gegen MMS eine dhnliche Interaktion mit zzzs2A wie rev3A, so wire dies ein

wichtiger Hinweis darauf, dass Mms2 tatsdchlich die Transldsionssynthese stimuliert.

Unabhingig von diesen Uberlegungen, machen es die Daten dennoch sehr wahrscheinlich,
dass die Polyubiquitinierung von PCNA durch Mms2 in irgendeiner Form sowohl HR als
auch Rev3 positiv stimuliert. Gleichzeitig lassen die Daten vermuten, dass es noch weitere
Prozesse gibt, in die Mms2 involviert ist und welche weder Rad51 noch Rev3 benétigen,
jedoch ausschlieBlich bei UV-Bestrahlung relevant sind, da hier eine Subadditivitit und

keine Epistasis vorlieg.

Genetische Evidenzen fiir die Beteiligung der homologen Rekombina-
tion an der fehlerfreien PRR wurden kiirzlich gezeigt

Der Shu-Komplex

In friheren Arbeiten wurde die PRR mechanistisch aufgeteilt in die Transldsionssynthese
und einen undefinierten fehlerfreien Mechanismus, welcher méglicherweise fork regression
darstellt. In einer kiirzlich veroffentlichten Arbeit wurden dagegen Daten vorgestellt, wel-
che es sehr wahrscheinlich machen, dass an der fehlerfreien PRR auch Proteine der homo-
logen Rekombination beteiligt sind, namentlich Shul, Shu2, Psy3 und Csm2. Dieser Be-
fund stiitzt sich vor allem auf einer Epistasis von mwms2 gegeniber shul in Bezug auf die
Uberlebensrate nach Inkubation mit MMS. Eine weiteres Indiz dafiir, dass an der fehler-
freien PRR auch Gene der homologen Rekombination beteiligt sind, ist, dass mms2, wie
auch shu1 und andere Gene der rad52-Epistasisgruppe, die Sensitivitit von sgs7 gegen MMS
und HU supprimiert (Ball ez 2/, 2009). Es scheint daher, dass die Polyubiquitinierung von
PCNA durch Mms2/Ubc13 direkten Einfluss auf die Aktivitit des Shu-Komplexes und
damit auf einen Teil der Proteine hat, welche an der homologen Rekombination beteiligt

sind.

SHUT, SHU2, PSY3 und CSM?2 sind Teil der rad52-Epistasisgruppe und vermutlich an der
homologen Rekombination zwischen Schwesterchromatiden beteiligt (Mankouri ef al.,
2007). Aufgrund der Tatsache, dass eine Vierfachmutante genauso sensitiv ist wie die jewei-
ligen Einzelmutanten, ist es sehr wahrscheinlich, dass die Genprodukte einen funktionellen
Proteinkomplex bilden. Gestiitzt wird diese Vermutung zusitzlich durch Two-Hybrid-
Analysen (Short 7 al., 2005). Wie rad51-, rad55- und rad54-Mutationen kann auch shu1 parti-
ell das schlechte Wachstum einer #p3 Y356F-Mutante sowie den Hyperrekombinations-
Phinotyp von sgs7 und 79p3 supprimieren (Shor ez al., 2005). Sgs1 ist eine Helikase, welche
vermutlich in der Lage ist, doppelte Holliday-Junctions via branch migration ineinander laufen zu
lassen, wodurch ein Hemikatenan entsteht. Solche Strukturen kénnen von Top3 geschnit-
ten werden, wodurch die beiden Stringe getrennt werden und die doppelte Ho/liday-[unction
ohne einen materiellen Austausch aufgelost wird. Fur die humanen Homologen zu Sgsl
und Top3 sowie fiir das Homologe aus Drosophila konnte eine solche Funktionsweise be-
reits biochemisch gezeigt werden (Plank et al., 2006; Wu & Hickson, 2003). Der Ausfall
von Sgs1 und Top3 fithrt daher vermutlich zu einer erhShten Rate an ¢ross over, welche ab-

hingig von der homologen Rekombination ist. Da der Ausfall von Shul zu einer Redukti-
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on dieser Ereignisse fiihrt, wird auch fur Shul eine Funktion bei der homologen Rekombi-

nation vermutet.

Neben der Suppression des Hyperrekombinations-Phianotyps von sgs7 durch sbu«1 konnte
sowohl fir shui als auch fur shu2, psy3 und a2 eine Epistasis zu sgs7 bei der Sensitivitit
gegeniiber MMS festgestellt werden (Mankouri ez a/, 2007). Dariiber hinaus ldsst sich in
einer sgs7-Mutante nach Inkubation mit MMS eine Anhidufung an Strukturen feststellen,
welche den sogenannten X-Arm in einem 2D-Gel bilden und vermutlich Intermediate der
homologen Rekombination darstellen. Diese Anhdufung lisst sich jedoch durch Mutatio-
nen im RADS57 und RAD54 sowie in SHU7, SHUZ2, PSY3 und CSM?2 wieder riickgingig
machen (Mankouti e al., 2007), da die Intermediate ohne die Genprodukte dieser Gene
nicht oder nur in geringem Malle entstehen konnen. Epistasisanalysen in Bezug auf die
Uberlebensrate nach Inkubation mit MMS zeigten aulerdem eine Epistasis von rad57 und
rad54 zu shul. Es liegt daher die Vermutung nahe, dass der Shu-Komplex in irgendeiner
Form an Rad51- und Rad54-abhingiger homologer Rekombination beteiligt ist.

Da rad54 epistatisch zu shul ist, erscheint es naheliegend, dass der Shu-Komplex in irgen-
deiner Form nach Rad54 an der Bildung oder Prozessierung des D-Loops beteiligt ist. Wie
Mph1 und Rad54 scheint auch der Shu-Komplex an einem Punkt benétigt zu werden, an
dem Translisionssynthese noch als Alternative einsetzen kann, da sh#7 einen Rev3-
abhingigen Mutatorphianotyp besitzt (Shor ef al., 2005). Zusitzlich wird fir Mphl und
Rad54 vermutet, dass sie parallele Funktionen bei der Prozessierung eines D-Logps haben
(s.0.). Da gleichzeitig fiir den Shu-Komplex vermutet wird, dass seine Funktion von Rad54
abhingig ist (Mankoutri ez al., 2007; Shor et al., 2005), ist es plausibel anzunehmen, dass
mph1 additiv zu den Shu-Genen ist. Insofern durch Mms2-abhingige Polyubiquitinierung
von PCNA der Shu-Komplex stimuliert wird, wire somit auch eine Additivitit zwischen
mph1 und mms2 plausibel, wie sie tatsichlich vorliegt (sieche Seite 115, Abb. 45). Dennoch
bleibt eine Interpretation der Funktion des Shu-Komplexes anhand der bisherigen Daten in

der Literatur sehr spekulativ.

Ein Modell der fehlerfreien PRR

Wie bereits erwihnt, konnte fiir die Gene des Shu-Komplex gezeigt werden, dass sie ver-
mutlich Teil der fehlerfreien PRR sind. (Ball ez 2/, 2009). Es scheint daher, dass die Polyu-
biquitinierung von PCNA durch Mms2/Ubc13 direkten Einfluss auf die Aktivitit des Shu-
Komplexes und damit auf einen Teil der Proteine hat, welche an der homologen Rekombi-

nation beteiligt sind.

Allerdings kann diese Erkenntnis einige Phinomene nur teilweise erkliren. Weder die Ad-
ditivitit zwischen Mutationen in Genen der HR und mms2 bzw. ubel3 (Torres-Ramos ez al.,
2002), die hohere Sensitivitit von zms2 im Vergleich zu shu1, die héhere spontane Mutati-
onsrate von zms2 im Vergleich zu shul, noch die Subadditivitit von psy3 zu mms2 in Bezug
auf die spontane Mutationsrate (Ball 7 a/., 2009) lassen sich anhand eines Modells erklren,
welches als einzige Funktion der Polyubiquitinierung von PCNA die Rekrutierung oder
Stimulation des Shu-Komplexes postuliert. Daher wurde von den Autoren vermutet, dass

der Einfluss auf den Shu-Komplex nur einen Teil der Funktion der fehlerfreien PRR dar-
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stellt. Die hier prasentierten Daten geben dagegen einen tieferen Einblick in die Funkti-
onsweise der fehlerfreien PRR und sind konsistent mit der Annahme, die Polyubiquitinie-
rung von PCNA fithre zum einen zu einer Aktivierung der homologen Rekombination,
was nach den Daten von Ball e a/. bspw. tiber die Rekrutierung des Shu-Komplexes reali-
siert werden kénnte. Zum anderen scheint parallel auch ein Rev3-abhingiger Mechanismus
durch Polyubiquitinierung stimuliert zu werden, welcher méglicherweise die Funktion von
Rev3 bei der Translasionssynthese sein konnte. Durch dieses Modell lassen sich die zuvor

aufgefiithrten Phinotypen im Wesentlichen erklaren:

1. Die Additivitit zwischen Mutanten der homologen Rekombination und »s2 lasst sich
auf den gleichzeitigen Verlust des Einflusses der Polyubiquitinierung von PCNA auf
Rev3 zurtckfihren. Die gleichzeitige Einschrankung beider Prozesse durch die Mutati-
on von MMS2 fihrt zu einer Additivitit. Gleichzeitig erscheint es in dieser Hinsicht
plausibel, dass der Rev3-abhingige Weg oder HR je nach Art des Schadens in unter-
schiedlichem Maf3e eingesetzt werden, um die entsprechenden Schiden zu umgehen.
Wahrend bei MMS- und UV-induzierten DNA-Schiden Translisionssynthese durchaus
in einem deutlichen Ausmal3 stattzufinden scheinen, wie die Additivitat zwischen ms2
und rad51 vermuten lasst, scheint bei 4-NQO-induzierten Schiden eher homologe Re-
kombination relevant zu werden. Gestltzt wird dies auch durch die Tatsache, dass die
induzierten Reversionsfrequenzen bei Inkubation mit MMS um den Faktor 10 geringer
sind als bei Inkubation mit 4-NQO. Méglicherweise liegt dies an der Tatsache, dass
sowohl AP-sites, wie sie durch MMS Inkubation entstehen, als auch UV-induzierte
DNA-Schiden durch Revl bzw. Rad30 fehlerfrei Ubetlesen werden konnen, wobei
zumindest bei dem Uberlesen einer .4P-size vermutlich auch die Funktion von Rev3 zur

Verlingerung von fehlgepaarten primer Enden bendétigt wird (Waters e7 al., 2009).

2. Die geringere Sensitivitit von shu1 im Vergleich zu mms2 lasst sich ebenfalls durch den
gleichzeitigen Wegfall einer Stimulation zweier alternativer Prozesse erkliren, da die
gleichzeitige Schwichung zu einer héheren Sensitivitit fithren sollte als die Schwichung

nur eines der Prozesse.

Die hohere spontane Mutationsrate von zus2 gegentber shul sowie die Subadditivitit von
psy3 und mms2 bei der Mutationsrate lassen sich dagegen nicht direkt durch das obige Mo-
dell erkliren. Allerdings sind diese beiden Phanotypen konsistent mit der Annahme, dass
zwar die Aktivitit des Shu-Komplexes von Mms2 abhingig ist, die homologe Rekombina-
tion jedoch zusitzlich an anderer Stelle durch Mms2 stimuliert wird. Dies wird vor allem

dadurch gestutzt, dass rad51 bei der spontanen Mutationsrate epistatisch zu ms2 ist.

Die Daten sind demnach am cehesten konsistent mit der Annahme, dass die Polyubiquiti-
nierung von PCNA einen direkten Einfluss auf den Shu-Komplex und damit auf die ho-
mologe Rekombination sowie einen Einfluss auf Rev3 hat. Dariiber hinaus wird die homo-
loge Rekombination vermutlich auch an einer weiteren Stelle beeinflusst, welche nicht vom
Shu-Komplex abhingig ist. Die Art, in der eine Stimulation dieser Prozesse durch Polyubi-
quitiniertes PCNA erreicht wird, bleibt weiterhin unklar, jedoch sind drei Modelle plausi-
bel, welche schematisch in Abb. 53 dargestellt sind und im Folgenden niher betrachtet

werden sollen.
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1. Sowohl Mono- als auch Polyubiquitinierung von PCNA haben einen direkten Fin-
fluss auf die Komponenten, welche an der Umgehung von replikationsarretieren-
den DNA-Schiden beteiligt sind (Abb. 53 A). Ein bekanntes Beispiel hierfiir ist die
Stimulation von Pol 1 durch monoubiquitiniertes PCNA. Durch die Monoubiqui-
tinierung wird vermutlich die Bindung von Pol 1 an PCNA verstirkt, weshalb die
replikative Polymerase vom primer-Ende verdringt werden kann (Watanabe ez al.,
2004). Die Interaktion mit Rev3 kénnte dabei mit polyubiquitiniertem PCNA statt-
finden, so dass durch monoubiquitiniertes PCNA Pol 1 und durch anschlieBende
Polyubiquitinierung Pol C rekrutiert wird, um die Verlingerung des nun fehlgepaar-
ten primer-Endes zu ermoglichen. Zusitzlich konnte eine direkte Interaktion mit
ubiquitiniertem PCNA auch fir den Shu-Komplex méglich sein, wodurch die ho-

mologe Rekombination direkt beeinflusst wiirde.

2. Die Polyubiquitinierung von PCNA hat einen indirekten Einfluss sowohl auf Rev3
als auch homologe Rekombination, indem bspw. der DN.A-damage-checkpoint durch
polyubiquitiniertes PCNA aktiviert wird (Abb. 53 B). Infolge dieser Signalkaskade
konnten in der homologen Rekombination und der Translasionssynthese involvier-

te Proteine aktiviert oder verstarkt transkribiert werden.

3. Die Polyubiquitinierung selbst ist ausschlief3lich ein Signal fur fehlerfreie Reparatur.
Der beobachtete gleichzeitige Einfluss auf Rev3 konnte ein Artefakt sein, welcher
auf das Fehlen von Mms2 zuriickzufithren ist (Abb. 53 C). Durch die Abwesenheit
des ubiquitinkonjugierenden  Enzyms, aber gleichzeitige Bindung des
Rad6/Rad18/Monoubi-PCNA-Komplexes durch die Ubiquitinligase Rad5 bzw. die
Bindung des Heterodimers ohne anschlieBende Modifikation (wie es in einer
ubi K63R-Mutante der Fall wire) konnte eine Interakion zwischen monoubiquiti-
niertem PCNA und einer Transldsionspolymerase unterbunden werden. Dies setzt
jedoch voraus, dass erfolgreiche Polyubiquitinierung in irgendeiner Form die Trans-
lisionssynthese ermdglicht oder aber beide Stadien der Modifikation phasisch auf-
treten, da andernfalls unabhingig von der unterbundenen Interaktion bei polyubi-
quitiniertem PCNA ohnehin keine TLS mehr erfolgte.

Alle drei Modelle sind konsistent mit den prisentierten Daten, jedoch spricht die beobach-
tete verstirkte Interaktion von Pol 1 mit monoubiquitiniertem PCNA cher fur die Modelle
1 und 3. Allerdings lassen die Subadditivitit von zms2A und rev3A rad51A sowie der Syner-
gismus von zms2A und rad30A rad51A gleichzeitig Modell 3 eher unwahrscheinlich er-
scheinen, da es anscheinend noch einen weiteren Prozess gibt, welcher von Mms2 beeinf-
lusst wird. Am wahrscheinlichsten erscheint daher Modell 1. Jedoch lisst sich anhand der

hier prisentierten Daten nicht eindeutig zwischen diesen Méglichkeiten entscheiden.

Trotzdem die in dieser Arbeit prisentierten Daten einen tieferen Einblick in die Mecha-
nismen der PRR geben konnten, ist eine genauere Aussage tber die Funktion der PRR
weiterhin nur sehr begrenzt méglich. Viele Fragen bleiben ungeklirt und mussen in kom-
menden Arbeiten genauer untersucht werden. Vor allem von Interesse sollte hierbei die

Frage nach der Interaktion mit dem Shu-Komplex sein sowie die Klirung der Frage, ob es
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sich bei den beobachteten Phianotypen teilweise um ein Artefakt durch den Verlust von
Mms2 handelt. Insofern durch diese Untersuchungen eingegrenzt werden kann, inwieweit
eines oder mehrere der oben benannten Modelle zutreffen, wire es anschlieSend vor allem
interessant, die genaue Funktionsweise des Shu-Komplexes zu untersuchen. Zusitzlich
bleibt die Frage, was zu der Subadditivitit von mms2A und rev3A rad51A fihrt, da diese es
sehr wahrscheinlich macht, dass noch ein weiterer Prozess neben HR und Rev3 durch Po-

lyubiquitinierung stimuliert wird.
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Abb. 53: Drei mégliche Modelle zur Regulation von Transldsionssynthese und homologer Rekombination durch Ubi-
quitinierung von PCNA. A Direkte Interaktion zwischen modifiziertem PCNA und dem Shu-Komplex bzw. einer
Transldsionspolymerase. Durch Monoubiquitinierung des PCNA tiber Rad6 und Rad18 wird eine Transldsionspolyme-
rase rekrutiert. Durch anschlieBende Polyubiquitinierung durch Mms2/Ubc13 und Rad5 wird der Shu-Komplex rekru-
tiert. Gleichzeitig kann moglicherweise immer noch die Transldsionspolymerase mit dem ubiquitinierten PCNA intera-
gieren. Eventuell ist auch eine zweite Translisionspolymerase (wie bspw. Rev3) erst jetzt an PCNA rekrutier-
bar. B Indirekte Interaktion durch Aktivierung einer Signalkaskade, bspw. des DN.A-Damage-Checkpoint. Polyubiquiti-
nierung durch Mms2/Ubc13 und Rad5 ist das Signal fiir die Induktion einer Kaskade. Als Resultat der Kaskade werden
Translasionspolymetrasen und/oder der Shu-Komplex an die beschadigte Stelle rekrutiert. C Direkte Interaktion zwi-
schen monoubiquitiniertem PCNA und einer Translisionspolymerase sowie zwischen polyubiquitiniertem PCNA und
dem Shu-Komplex. Die beobachtete genetische Interaktion zwischen TLS und ms2 ist hierbei auf das Fehlen von
Mms2 zurtckzufithren (rechts), da die Bindung von Rad5 und/oder Ubc13 an monoubiquitiniertes PCNA die Interak-

tion zwischen letzterem und einer Transldsionspolymerase unterbindet.
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Die Umgehung von replikationsarretierenden DNA-Schiaden lauft iz vzvo mindestens tiber
zwei Prozesse: homologe Rekombination durch Schwesterchromatid-Interaktion (SCI) und
Postreplikative Reparatur (PRR). Die PRR wird zusitzlich in einen fehlerfreien und einen
tehlerbehafteten Weg unterteilt. Fiir homologe Rekombination sind vor allem die Proteine
Rad51 und Rad52 notwendig. Die fehlerbehaftete PRR erfolgt tiber Rev3- und Rad30-
abhingige Transldsionssynthese. Der Mechanismus der fehlerfreien PRR ist dagegen noch
weitgehend unklar. Bekannt ist jedoch, dass die fehlerfreien Prozesse tiber Polyubiquitinie-
rung des PCNA am Lysin 164 durch das Heterodimer Mms2/Ubc13 und Rad5 stimuliert
werden. Die Polyubiquitinierung erfolgt tiber das Ubiquitin-interne Lysin 63. Nach bisheri-
ger etablierter Lehrmeinung gelten die fehlerfreie Postreplikative Reparatur und homologe

Rekombination als zwei voneinander unabhingige und alternativ einsetzbare Prozesse.

Die in dieser Arbeit gewonnenen Daten zeigen dagegen, dass es sich bei der fehlerfreien

PRR nicht um HR-unabhingige Prozesse handeln kann:
e rad51A ist epistatisch zu w52/ in Bezug auf die Sensitivitit gegen 4-NQO.
o rad51A ist epistatisch zu zms2A in Bezug auf die spontanen Mutationsraten.

e Wie in rad51A-Mutanten ist die Rate spontaner Schwesterchromatid-Interaktionen in

mms2A-Mutanten ist leicht erhoht.

e Die Frequenz 4-NQO-induzierter Schwesterchromatid-Interaktionen ist in mms2A-

sowie in #bc1 3A-Mutanten stark reduziert.

e Der ube13A-Phinotyp ist komplementierbar und von der katalytischen Funktion des
Ubc13-Proteins abhingig.

e Die Mutation des Ubiquitin-internen Lysin 63 fihrt zu einem mit #bel3A vergleich-
baren Phinotyp.

e Die Mutation des Substrats (PCNA-K764R) fuhrt zu einem dhnlichen Phinotyp wie in

mms2A und ube13A und ist epistatisch zu #be13A in Bezug auf die Sensitivitit gegen
4-NQO.

Die Schwesterchromatid-Interaktionen wurden im Rahmen dieser Arbeit mit einem System
gemessen, welches neu in der Arbeitsgruppe von Dr. W. Kramer entwickelt wurde. Es be-
ruht auf der Messung einer G418-Resistenz als Folge der Reversion einer direkten Se-
quenzwiederholung. Anhand der in dieser Arbeit dargelegten Daten ldsst sich zeigen, dass
die mit diesem System gemessenen Ereignisse strikt von der homologen Rekombination

abhingig sind:

® rad52A-Mutanten weisen weder spontane noch 4-NQO-induzierte Reversionsereignisse

auf.

e rad51A-Mutanten weisen stark reduzierte 4-NQO-induzierte Reversionsfrequenzen auf.
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e Die spontane Reversionsrate in rad51A ist erhoht, was vermutlich auf eine Anhdufung

von SSA- gegentiber SDSA- bzw. DSBR-Ereignissen zurtickzuftihren ist.

Durch genetische Interaktionsstudien zwischen rad30A, rev3A, rad51A und mms2A konnten
Evidenzen gefunden werden, welche es wahrscheinlich machen, dass die Polyubiquiti-
nierung auch Rev3-abhingige Mechanismen stimuliert und einen Einfluss auf zusitzliche

Prozesse hat:

e rad51A und rew3A sind synergistisch bei der Sensitivitit gegen MMS. Die zusitzliche

Deletion von zms2A hat jedoch keinen weiteren Einfluss auf die Sensitivitit.

o rad51A rad30A und mms2A sind additiv bis synergistisch bei der Sensitivitit gegen UV-
Strahlung. mmsZ2A und rad51A rev3A sind dagegen nur subadditiv.

Fir die Funktion von Mms2/Ubc13 wurden anhand dieser Daten als wahrscheinlichstes
Modell eine Stimulation der Rev3-abhingigen Prozesse sowie der homologen Rekombina-
tion durch direkte Interaktion zwischen ubiquitiniertem PCNA und den beteiligten Protei-

nen vorgeschlagen.

Fir Mphl, welches an der HR-abhingigen fehlerfreie Umgehung von replikationsarre-
tierenden DNA-Schiden beteiligt ist, konnten die in dieser Arbeit gewonnenen Daten zei-
gen, das die kiirzlich in der Literatur beschriebene Auflosung eines D-Logps nicht die einzi-

ge Funktion des Proteins sein kann:

o mphlA weist eine Reduktion der Camptothecin-, MMS- und 4-NQO-induzierten Re-

versionsfrequenzen auf, wobei die Reduktion bei 4-NQO am deutlichsten ist.
o mph1A weist eine zu rad51A vergleichbare ErhShung der spontanen Reversionsrate auf.

o mphTA weist kaum eine Reduktion der 4-NQO-induzierten Reversionsfrequenzen im
his3-A5’/ his3-A3’-Modul (Fasullo & Davis, 1987, Proc Natl Acad Sci USA, 84, 6215-

6219) auf, welches vermutlich hauptsachlich ¢ross over-Ereignisse detektiert.
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TESTSPALTUNGEN DER DURCH KLONIERUNG ERHALTENEN PLAS-
MIDE

YIplac128KanKanMX4

Enwartete Bandenlingen bei korrekter Klonierung:

AfIII: 6.017 bp Haell: 2.160 bp
1.721 bp
AAIITE: 3.026 bp 1259 by
2.334 bp 507 bp
657 bp 370 bp
Klone 1-10 xAfII Klone 1-10 xAfIIIT Klone 1-10 ungeschnitten Klon 3

-Haell +Haell

Abb. Al: Testspaltungen von YIplac128 KanKanMX4 mit AfIIT und AfIIII von zehn untersuchten Klonen (links und
mittig). Testspaltung von Klon5 mit Haell.

YIplacl28 REV3 flength

Erwartete Bandenlingen bei korrekter Klonierung:

pJAG Ylplac128 REV3 pJAG Ylplac128 REV3
Neol: 7.052 bp 8.116 bp Acul:  5500bp  3.519 bp

5.459 bp 5.459 bp 3519bp 2918 bp

4.092 bp 2.165 bp 2202bp  1.706 bp

2.165 bp 1362bp  1.662 bp

1353bp 1353 bp

HincIl: ~ 5.802bp 1.219 bp 5.802 bp 1253bp 1233 bp
3312bp 1.202 bp 3312 bp L078bp 1078 bp
2179 bp 1.036 bp 2.527 bp 1012bp 1012 bp
1.609bp 746 bp 1.863 bp 723 bp 723 bp
1511bp  136bp  1.202bp 536 bp 536 bp
16bp  1.034bp 250 bp

Der Ausgangsvektor pJA6 wurde hierbei mitgespalten, da Reste dieses Vektors teilweise bei
der Priparation des RET73-Fragments mitgeschleppt wurden.
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Acul

pJA6
Hincll Ncol

YIplac128
REV3 flength
Acul HincII Ncol

Abb. A2:  Testspal-
tungen von pJAG und
Ylplac128-

RET3 flength.  Ge-
spalten  wurde mit
Acul, Hincll
Ncol. Die einzelnen

und

Bahnen entstammen
jeweils  demselben
Agarosegel, wurden
jedoch  bei
schiedlichen Belich-

tungszeiten

unter-

aufge-

nommen.

Ylplac211 PHR1 flength

Erwartete Bandenlingen bei korrekter Klonierung:

Yiplac211
PHR1 flength

AfIII

EcoRV Sspl

Abb. A3: Testspaltungen von
Ylplac211 PHRT flength  mit
AflII, EcoRV und Sspl.

AfIIT:

EcoRV:

7.116 bp

7.116 bp

Sspl:

2.740 bp
1.814 bp
1.263 bp
753 bp
546 bp
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VERZEICHNIS NICHT GEBRAUCHLICHER ABKURZUNGEN

ARS antonomons replicating sequence
BER Basenexzisionsreparatur
bp Basenpaar

DM Dissektionsmedium
DMSO Dimethylsulfoxid

DNA desoxyribuncleic acid

dsDNA double stranded DNA

DTIT Dithiotreitol

dYT donble-yeast extract-tryptone
EDTA Ethylendiamintetraacetat
et al. et alii

HR homologe Rekombination
HU Hydroxyurea (Hydroxyharnstoff)
kb Kilobasen

kU Kilounits

LB Luria Broth

MW molecnlar weight

NER Nukleotidexzisionsreparatur
nt Nukleotid(e)

ODgoonm optische Dichte bei 600nm
ORF open reading frame

PCNA proliferating cell nuclear antigen
PCR polymerase chain reaction

Pre5 Presporulationsmedium 5
ROS reactive oxigen species

rpm rounds per minute

RT Raumtemperatur

SC Synthetic complete

SCE sisterchromatid exchange

SCE (Puffer) sorbitol-citrat-EDTA

SCI sisterchromatid interaction
SDS sodinm dodecy! sulfate

SDSA Synthesis dependant strand annealing
SSA single strand annealing
ssDNA single stranded DINA

TES Tris-EDTA-SDS

TLS Transldsionssynthese

U Units
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v/v volume/ volume

w/v weight/ volume

w/w weigth/ weight

YPD _yeast extract-peptone-dextrose
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