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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Der MRX-Komplex in S. cerevisiae ist fur viele zellulare Mechanismen zur
Aufrechterhaltung genomischer Integritédt wichtig. Da die xrs2-Deletionsmutante nach
Behandlung mit DNA-schadigenden Agenzien eine starke Reduktion des Zelliberlebens
aufweist, wurden in dieser Arbeit die Funktionen des Komplexes und speziell von Xrs2
bezuglich der Apoptose, der DSB-Reparatur und der Basenexcisionsreparatur
untersucht. Wéhrend bereits bekannt ist, dass der MRX-Komplex einige Funktionen in
verschiedenen DSB-Reparaturwegen Ubernimmt, wurden fir die Apoptose und die

Basenexcisionsreparatur noch keine Beteiligungen des Komplexes beschrieben.

Fur das Homolog von Xrs2 in Séugerzellen (Nbsl) konnte gezeigt werden, dass das
Protein in der strahlen-induzierten Apoptose eine Rolle spielt. Daher wurde in dieser
Arbeit das Apoptoseverhalten der xrs2-Deletionsmutante naher untersucht. Die
Apoptoseinduktion nach H,O, wurde mit zwei verschiedenen Methoden gemessen, die
beide keinen Unterschied zwischen WT und der xrs2-Mutante ergaben. Xrs2 hat somit
keine bedeutende Rolle fur die Apoptose in Hefe. Da jedoch die Induktion von Apoptose
in WT-Zellen sehr gering war, bleiben Zweifel, ob die detektierten Merkmale tatsachlich

auf Apoptose zurtickzuftihren sind.

Es konnte gezeigt werden, dass der MRX-Komplex sowohl fiir eine effiziente Reparatur
chromosomaler DSB, induziert durch y-Strahlen sowie fiir die Reparatur von enzymatisch
erzeugten Mikrodeletionen in Plasmid-DNA notwendig ist. Nahere Analysen liel3en
erkennen, dass der Komplex zwar keine Rolle fir die Reparaturgenauigkeit spielt, aber
Crossover-Ereignisse wahrend der Homologen Rekombination begunstigt. Die Analyse
von sgs1xrs2- und srs2xrs2-Doppelmutanten zeigte, dass die Phanotypen von srs2 und
sgs1 bezuglich der Crossoverfrequenz durch die simultane Deletion von XRS2
unterdrickt werden. Schlie3lich konnte durch Untersuchungen von Mutanten mit
verkurzten XRS2-Allelen nachgewiesen werden, dass die Aufhebung der Interaktion von
Xrs2 mit Mrell fur die Reparaturdefizienz und die reduzierte Crossoverfrequenz
verantwortlich ist, wahrend die Deletionen anderer funktioneller Doméanen von Xrs2
keinen Einfluss auf die DSB-Reparatur haben. Diese Ergebnisse legen nahe, dass der
MRX-Komplex eine friihe Phase der Homologen Rekombination kontrolliert. Dabei ist der
MRX-Komplex fir HR-Mechanismen wie dem klassischen DSBR-Prozess, der
Crossover fordert, wichtiger als fir Reparaturwege, die ausschlie3lich Nichtcrossover

produzieren.



Zusammenfassung

Die in dieser Arbeit analysierte hohe Empfindlichkeit der xrs2-Mutante gegeniber H,O,
und MMS sowie die erhdhte spontane und MMS-induzierte Mutationsfrequenz deuten
auf eine wichtige Rolle von Xrs2 bei der Reparatur von DNA-Basenschaden hin. Es
konnte gezeigt werden, dass die MMS-Sensitivitat im Gegensatz zur Empfindlichkeit
einer rad52-Mutante, dem Schlisselprotein der HR, wunabhangig von der
Wachstumsphase ist. Mit Hilfe von PFGE-Analysen zur Quantifizierung von hitze-labilen
Stellen sowie einem in vitro-Versuch zur Messung der BER-Kapazitat konnte eine direkte
Beteiligung von Xrs2 in der Basenexcisionsreparatur bestatigt werden, zusatzlich zu
seiner Funktion in der HR als Toleranzweg fiir die Uberbriickung geschadigter Basen.
Die reduzierte BER-Effizienz von MRX-defizienten Zellen ist unabhéngig vom
Schadenstyp (Uracil oder 8-oxoG) und wirkt sich auf den short patch- und den
long patch-Weg der BER aus. Epistasisanalysen zu anderen BER-Genen zeigten, dass
Xrs2 eine Funktion downstream der AP-Lyasen Ntgl und Ntg2 besitzt. Wie in der DSB-
Reparatur, ist auch in der BER der gesamte MRX-Komplex und speziell die Interaktion
von Xrs2 mit Mrell wichtig fir eine effiziente BER-Ausflihrung. Spezifische Analysen
des BER-Mechanismus zeigten eine reduzierte Polymerase-Aktivitat in der xrs2-Mutante,

wahrend die Schadenserkennung und der Incision-Schritt nicht beeinflusst werden.

Zusammenfassend konnten in dieser Arbeit neue Funktionen von Xrs2 bzw. dem MRX-
Komplex im HR-Prozess sowie eine direkte Beteiligung an der BER nachgewiesen

werden.



Einleitung

2 Einleitung

2.1 Bedeutung von DNA-Schaden

Die DNA ist der Trager der gesamten Erbinformation einer Zelle. Alle Informationen tber
bendtigte Proteine und deren Regulation sind in diesen Molekillen gespeichert. Darum
ist der Erhalt der strukturellen und funktionellen Integritat des Genoms lebenswichtig fur
jeden Organismus. Allerdings ist die DNA immerzu endogenen und exogenen
Einflissen, wie Sauerstoffradikalen, schadigenden Agenzien, UV-Licht, mutagenen
Chemikalien und ionisierender Strahlung, ausgesetzt. Allein durch endogene Einflisse
kommt es pro Zelle taglich zu etwa 10.000 Schadigungen der DNA (Lindahl, 1993).

Diese Anzahl wird durch zusétzliche exogene Einflisse sehr stark erhoht.

Kénnen diese Schaden nicht behoben werden, entstehen Mutationen und
Rekombinationsereignisse, die genetische Instabilitat zur Folge haben kdnnen, ein
vorherrschendes Charakteristikum von Krebs-Zellen sowie vieler erblicher Krankheiten,
die oft vorzeitige Alterung und Tumorentstehung mit sich bringen (Hoeijmakers, 2007,
Thoms et al., 2007).

Basen- Pyrimidin- Interstrang-
schaden dimer SSB Vernetzung
Sensoren
DNA-Reparatur \ l / Apoptose
Transduktoren
Replikationskontrolle / l \ Transkriptionskontrolle

Zellzykluskontrolle

Abbildung 1: Zellulare Antworten auf DNA-Schaden

DNA-Schaden wie DSB, Pyrimidindimere oder Interstrang-Vernetzungen werden zunachst von
Sensoren erkannt. So genannte Transduktoren kdnnen das Signal im Folgenden an Effektoren
weiterleiten. Dadurch wird eine Vielzahl an Reaktionen kontrolliert. Dieses Netzwerk umfasst DNA-
Reparatur, Kontrolle der Replikation, des Zellzyklus und der Transkription sowie Apoptose.

Zur Aufrechterhaltung genomischer Integritat kann die Zelle eine Vielzahl an komplexen
Reaktionen durchfihren (Abbildung 1). Zu diesem Netzwerk zellularer Antworten nach
Schadigung der DNA (DNA damage response network) zahlen Reparatur- und
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Einleitung

Toleranzmechanismen, die Verhinderung der Replikation geschadigter DNA, die
Kontrolle des Zellzyklus und der Transkription sowie eine Reihe von Zelltodprogrammen
wie Apoptose (Rai et al., 2007). Dabei werden die Schaden von so genannten Sensoren,
die an die DNA binden kdnnen, erkannt und das Signal wird Uber Transduktoren (oft eine
Protein-Kinase-Kaskade) auf die jeweiligen Effektoren Ubertragen (Jackson, 2001;
Schmitt et al., 2007). Neben der korrekten Abwicklung dieser Mechanismen ist auch das
dynamische Gleichgewicht dieser Prozesse von grol3er Bedeutung. Dadurch wird z. B.
sichergestellt, dass die Zelle vor der Replikation durch einen Zellzyklus-Arrest gentigend
Zeit gewinnt, um die geschadigten DNA-Bereiche zu reparieren oder bei irreparablen
Schaden Apoptose einzuleiten (Burma et al., 2006). Ein besseres Verstandnis dieser
Ablaufe ist fur die Entwicklung neuer chemotherapeutischer Strategien, die Tumorzellen
mit erhdhter Spezifitat und Wirksamkeit téten kénnen, von grof3em Nutzen (Helleday et
al., 2007).

2.2 DNA-Reparaturprozesse

Der wichtigste Faktor zur Aufrechterhaltung genomischer Stabilitat ist die korrekte
Reparatur geschadigter DNA. Nicht oder falsch reparierte DNA-Schaden koénnen
einerseits zu chromosomalen Aberrationen wie Translokationen oder Deletionen fiihren,
anderseits auch die genetische Aktivitdt von Genen verandern und damit das Risiko der
Tumorentstehung erhdhen (Aylon und Kupiec, 2004; Dudasova et al.,, 2004). Die
Reparaturwege einer eukaryotischen Zelle kdnnen in zwei grol3e Kategorien eingeteilt
werden: die DSB-Reparatur und die Excisionsreparatur (Ataian und Krebs, 2006). Zu
den Excisionsreparaturwegen zéhlen die Nukleotidexcisionsreparatur (NER), die
Basenexcisionsreparatur (BER) und die Mismatch-Reparatur (MMR). NER ist fur die
Entfernung konformations-storender Schaden wie UV-induzierte Pyrimidindimere
verantwortlich. In der BER werden vor allem chemisch modifizierte Basen entfernt, in der
MMR falsch gepaarte Basen oder kleine Insertionen und Deletionen. Werden Schaden
vor der Replikation jedoch nicht rechtzeitig repariert, so besitzt die Zelle zusétzliche
Toleranzmechanismen, um das Voranschreiten replikativer DNA-Polymerasen zu
gewahrleisten. In der so genannten postreplikativen Reparatur kénnen solche Lasionen
durch Rekombinations- oder Translasionssynthese-bezogene Mechanismen toleriert,

jedoch nicht entfernt werden (Minesinger und Jinks-Robertson, 2005).
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2.2.1 Doppelstrangbruchreparatur

DNA-Doppelstrangbriiche (DSB) stellen die schwerwiegendste Schadigung der DNA dar.
Sie entstehen z.B. durch Nebenprodukte des zellularen Metabolismus (reaktive
Sauerstoffspezies), durch physikalischen Stress der DNA wahrend der Replikation oder
auch als wichtige Zwischenprodukte wéahrend der Meiose und in der Hefe wahrend des
Paarungstypwechsels. Dadurch kdnnen die Variabilitdit eines Organismus und die
Mdoglichkeit des Erwerbs neuer Fahigkeiten erhoht werden. Vor allem jedoch treten DSB
nach Behandlung mit genotoxischen Agenzien wie ionisierende Strahlung (direkt und
indirekt Gber Radikale) oder Chemikalien auf (Daley et al., 2005; Burma et al., 2006;
Shrivastav et al., 2008).

Falls DSB nicht repariert oder falsch repariert werden, kann es zum Verlust oder zur
Amplifikation genetischer Information kommen. Durch die erhohte Rate an
Chromosomen-Aberrationen kdénnen Tumorsuppressorgene inaktiviert oder Proto-
Onkogene aktiviert werden (Obe et al., 2002; Burma et al., 2006). Durch die Deletion
eines gesamtem Chromosomenarms kann ein einziger Doppelstrangbruch potenziell

zum Verlust von mehr als 100 Millionen bp fiihren (Helleday et al., 2007).

Um Zellen vor diesen schadlichen Konsequenzen zu schitzen, haben sich verschiedene
Mechanismen zur Reparatur von DSB evolviert (Pfeiffer et al.,, 2004). DSB-
Reparaturprozesse kénnen formell in Homologe Rekombination (HR), die meist korrekt
arbeitet, und Homologie-unabhéngige Mechanismen, die potenziell fehlerhaft sind,
unterteilt werden (Sonoda et al., 2006).

2.2.1.1 Erkennung des DSB

Der erste Schritt aller DSB-Reparaturprozesse ist die erfolgreiche Erkennung des DSB.
Eine zentrale Komponente in Hefezellen stellt dabei der MRX-Komplex, bestehend aus
den Proteinen Mrell, Rad50 und Xrs2, dar. Eines der ersten Ereignisse an der
Schadensstelle ist die Phosphorylierung der Histone (Rogakou et al., 1998; Downs et al.,
2000; Fillingham et al., 2006). In einer Studie von Shroff et al. konnte gezeigt werden,
dass die Phosphorylierung von H2A zu y-H2A vom MRX-Komplex abhangig ist (Shroff et
al., 2004). Der Komplex sorgt fur die Akkumulation von Checkpoint-Proteinen (Mecl,
Tell) an der Stelle des DSB, die im Folgenden H2A Uber einen Bereich von ca. 50 kb
phosphorylieren (Bao und Shen, 2007). Dadurch wird der Zellzyklus verzdgert und Zeit

fur die Reparatur des Schadens gewahrleistet. Zusétzlich wird der MRX-Komplex fir den
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Umbau der Chromatinstruktur (chromatin remodelling) benétigt, wodurch weitere
Reparaturproteine rekrutiert werden kénnen (Tsukuda et al., 2005; van Attikum und
Gasser, 2005). Uber Interaktion mit Mrell werden RSC und INO80 an den DSB
gebracht. Diese Proteine sind vor allem fur Chromatinveranderungen notwendig, die in
der HR fur den Zusammenhalt der geschadigten DNA mit dem Matrizenstrang sorgen
(Bao und Shen, 2007). Nach der Erkennung des DSB hat der MRX-Komplex jedoch
auch verschiedene Funktionen in den DSB-Reparaturprozessen selbst (D'Amours und
Jackson, 2002).

2.2.1.2 Homologie-unabhangige Reparatur

Der bedeutendste Homologie-unabhangige Mechanismus ist die Nichthomologe
Endenverkntpfung (non-homologous end-joining = NHEJ). Dieser Prozess verbindet die
DNA-Enden ohne oder mit Mikrohomologien. Aufgrund héaufiger Degradierung an den
Bruchenden oder durch Verknipfung .falscher Enden weist dieser Reparaturweg ein
hohes mutagenes Potential auf (Daley et al., 2005; Raji und Hartsuiker, 2006). In
Abbildung 2 sind die wichtigsten Schritte des NHEJ schematisch dargestellt.

Enden-Schutz,

»end-bridging* yKu70/yKuso
O Rad50
OO xrs2

Rekrutierung

von Dnl4/Lifl Q Mrell
O un
Q Dnl4

Prozessierung, O Rad27

Auffillen der

Licken, Ligation
|:| Pol B

Abbildung 2: Modell fir den NHEJ-Mechanismus in S. cerevisiae

Dargestellt ist ein vereinfachtes Modell nach Hefferin und Tomkinson (Hefferin und Tomkinson, 2005).
Die beiden Komplexe yKu70/yKu80 und MRX binden als erste Faktoren an den DSB. Dies bietet
Schutz vor nukleolytischem Abbau der Enden und sorgt fur den Zusammenhalt der Strange (end-
bridging). AnschlieRend rekrutiert der MRX-Komplex Dnl4/Lif1 zur Verknlpfung der Enden. Bei nicht-
ligierbaren Enden sind die beiden Faktoren Rad27 und Pol B fur die Prozessierung der Termini und
das Auffullen der Liicken notwendig.
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In S. cerevisiae werden die Bruchenden zunachst durch das Heterodimer yKu70/yKu80,
das als ringéhnliche Struktur sequenz-unspezifisch an die freien Enden bindet sowie
durch den MRX-Komplex vor nukleolytischem Abbau geschitzt. Dabei Gibernehmen sie
auch eine so genannte ,end-bridging“-Funktion, wodurch die beiden Enden des DSB in
raumliche N&ahe gebracht werden. Zusatzlich rekrutieren diese beiden Komplexe
Dnl4/Lif1, die Homologe der Vertebraten-Proteine Xrcc4 und Ligase IV, an den DSB, die
fur die Verknupfung der DNA-Strange sorgen. Im Falle von nicht-ligierbaren DNA-Enden
werden die Termini vor der Ligation von der Endonuklease Rad27 prozessiert und die
Licken durch die Polymerase B (Pol4) aufgeflllt (Dudasova et al., 2004; Hefferin und
Tomkinson, 2005; Palmbos et al., 2005; Wu et al., 2008).

2.2.1.3 Homologe Rekombination

Fur die Homologe Rekombination (HR) werden lange Sequenzhomologien in einem
zweiten intakten DNA-Molekil (Schwesterchromatid oder homologen Chromosom)
bendtigt, wodurch meist eine fehlerfreie Reparatur des Schadens gewahrleistet wird.
Verantwortlich fir diesen Reparaturweg in S. cerevisiae sind die Proteine der RAD52-

Gruppe (Symington, 2002).

Fiur die HR stehen verschiedene Mechanismen zur Verfligung. Die beiden wichtigsten
Reparaturwege sind das DSBR-Modell (Doppelstrangbruch-Reparatur), das urspringlich
von Szostak und Mitarbeitern publiziert wurde (Szostak et al., 1983), und der SDSA-
Prozess (synthesis-dependent strand annealing) (Hastings, 1988). Alternative
Mechanismen sind SSA (single-strand annealing) und BIR (break-induced replication),
die RADS1-unabhangig arbeiten (Symington, 2002). Der SSA-Prozess ist auf die
Reparatur von DSB zwischen direkten Sequenzwiederholungen beschrénkt.
Einzelstranguberhdnge am DSB werden durch Nukleasen entfernt, Licken durch DNA-
Synthese aufgefullt und schlieBlich durch Ligation verbunden. Durch das
Zusammenfugen der komplementdren Regionen ist dieser Mechanismus immer
mutagen, da es zum Sequenzverlust ein oder mehrerer Wiederholungen sowie dem
intermediaren DNA-Stick kommt. Der BIR-Prozess wird vor allem fur die
Aufrechterhaltung der Telomerenden verwendet. Dabei tritt ein Einzelstrang-Uberhang in
den homologen Doppelstrang ein, der als Matrize fur die eigene DNA-Synthese bis zum
Ende des Donor-Chromosoms dient (Paques und Haber, 1999; Krogh und Symington,
2004).
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Die beiden haufigsten Prozesse, DSBR und SDSA, die in Abbildung 3 vereinfacht
dargestellt sind, beginnen mit einer ausgedehnten Degradierung der DSB-Enden in
5"— 3’-Richtung. Die Initiierung dieser Endenresektion wird durch den MRX-Komplex
und die Endonuklease Sae2 vermittelt, wahrend fur die weitere Degradierung die
Helikase Sgs1 zusammen mit den Nukleasen Dna2 und Exol verantwortlich ist (Mimitou
und Symington, 2008; Zhu et al., 2008). Dadurch entstehen invasive 3"-Uberhange, die
umgehend von RPA (replication protein A) gebunden werden, um die Bildung von
Sekundarstrukturen der ssDNA zu verhindern. Im folgenden Schritt rekrutiert das
Mediatorprotein Rad52 das ssDNA-bindende Protein Rad51, das RPA verdrangt. Das
resultierende Nukleoproteinfilament fihrt die Suche nach homologen Sequenzen durch
und ist fur die Stranginvasion verantwortlich, wodurch die so genannte ,D-Loop“-Form
durch Offnen der homologen DNA-Helix entsteht. Der Komplex aus Rad55/Rad57 und
Rad54 fungiert dabei als weiterer Mediator, der die Bindung von Rad51 unterstitzt, die
homologe Paarung der Strange fordert und Zwischenprodukte stabilisiert. Beim SDSA-
Prozess dient das 3"-Ende nach der Stranginvasion als Primer fur die Verlangerung des
eingedrungenen Stranges. Nach ausgiebiger DNA-Synthese wird der Strang von der
homologen Donor-Sequenz wieder abgel6st und paart mit dem anderen Ende des DSB.
Polymerase- und Ligations-Aktivitaten vervollstindigen den gebrochenen Strang.
Dadurch kommt es im SDSA-Mechanismus ausschlieBlich zur Bildung von
Nichtcrossover-Produkten und im Gegensatz zum DSBR-Mechanismus zu kirzeren
Stlicken neu synthetisierter DNA (Blanton et al., 2005). Wéahrend des DSBR-Prozesses
bindet das zweite DSB-Ende an den verdréangten Strang der Matrize in der ,D-Loop"-
Struktur, wodurch sich eine dHJ (double Holliday junction) bildet. Wiederum spielt Rad52
bei der Austauschreaktion eine wichtige Rolle. Die Auflésung der Holliday-Struktur sorgt
fur den reziproken Austausch von genetischem Material zwischen den beiden beteiligten
DNA-Strangen (Genkonversion), assoziiert mit einem Crossover-Ereignis oder
Nichtcrossover-Ereignis (Heyer, 2004). Die Mechanismen der HR sind in vielen Reviews
detailliert erklart (Paques und Haber, 1999; Aylon und Kupiec, 2004; Krogh und
Symington, 2004; Raji und Hartsuiker, 2006; Barzel und Kupiec, 2008; San Filippo et al.,
2008).
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Abbildung 3: Homologe Rekombination: die Hauptwege DSBR und SDSA in S. cerevisiae

Nach der Erkennung eines DSB werden die Enden mit Hilfe des MRX-Komplexes prozessiert, so dass
invasive 3"-Uberhénge entstehen. Nach Bindung von Rad51 kann ein DSB-Ende in die homologe
Sequenz eindringen, wodurch eine so genannte D-Loop-Struktur entsteht. Im Falle des SDSA-
Prozesses l6st sich das DSB-Ende nach Verlangerung durch DNA-Synthese von der Donor-Sequenz
wieder ab und paart mit der zweiten Seite des DSB. Dadurch entstehen nur Nichtcrossover-Produkte.
Im DSBR-Prozess hingegen fangt das zweite DSB-Ende den verdrangten Strang der D-Loop-Struktur
ein und es bildet sich eine dHJ aus. Diese kann zu Nichtcrossover- und Crossover-Produkten
aufgelost werden.

2.2.1.4 Regulation von DSB-Reparaturmechanismen

Die Mechanismen der DSB-Reparaturwege, als auch darin involvierte Proteine sind von
der Hefe bis zum Menschen hoch konserviert. Wahrend die Prozesse an sich sehr gut
charakterisiert sind, ist die Regulation der Unterwege nur wenig verstanden. Wahrend
bei Saugern der Mechanismus des NHEJ gegenuber HR bevorzugt wird, fihren Hefen
vor allem HR durch (Aylon und Kupiec, 2004; Shrivastav et al., 2008).

Nach heutigem Wissensstand ist die Gewichtung zwischen HR und NHEJ in
Saugerzellen sehr vom Zellzyklus und von der Beschaffenheit des DSB abhangig (Ira et
al., 2004; Saleh-Gohari und Helleday, 2004; Sonoda et al., 2006). Auch in Hefen konnte
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eine zellzyklus-spezifische Regulation Uber die Kinase CDK1 gezeigt werden (Ira et al.,
2004). Eine kudrzlich verdoffentlichte Studie Ilasst vermuten, dass effiziente
Phosphorylierung der Endonuklease Sae2 durch CDK1 vor allem in der S- und G2-
Phase stattfindet (Huertas et al., 2008). Phosphoryliertes Sae2 ist an der Endenresektion
von DSB beteiligt, ein Prozess, der fur HR, aber nicht fir NHEJ notwendig ist (Zhu et al.,
2008). Zusatzlich konnte fur Hefezellen eine zelltyp-spezifische Regulation Uber die
Ploidie beschrieben werden. Dabei unterstitzt das Protein Nejl, dessen Gen in
haploiden Zellen verstéarkt exprimiert wird, durch seine Beteiligung am Transport von Lifl
in den Kern die NHEJ (Valencia et al., 2001). AuRerdem konnte in einer neueren Arbeit
gezeigt werden, dass die Proteine der RADG6-Gruppe eine wichtige Rolle in der
Regulation von HR und NHEJ spielen. Diese modifizieren PCNA, einen
Prozessivitatsfaktor fir DNA-Polymerasen, durch Anfugen von Ubiquitin. Wéhrend
mono-ubiquitiniertes PCNA NHEJ bevorzugt, fordert poly-ubiquitiniertes PCNA die HR
und hat einen negativen Einfluss auf NHEJ (Mortl et al., 2008).

DSB
) CDK1in G1
Poly-Ubi uitinieruc;]le/]E)IrlnlfC’lfi / \ NejLin haploiden Zellen
y q 9 Mono-Ubiquitinierung von PCNA

Homologe Nichthomologe

Rekombination Endenverknipfung
SrSZA/ \
SDSA-Prozess DSBR-Prozess
Sgsl
/ \ Checkpoint-Kinasen

Crossover Nichtcrossover

Abbildung 4: Bekannte Faktoren zur Regulation von DSB-Reparaturwegen

Die Kinase CDK1 reguliert das Gleichgewicht zwischen HR und NHEJ zellzyklus-spezifisch, wahrend
Nejl ploidie-spezifisch NHEJ férdert. Auch der Ubiquitinierungsstatus von PCNA hat einen Einfluss
auf die Verwendung von HR und NHEJ. Srs2, Sgsl und einige Checkpoint-Kinasen unterdriicken
Crossover-Ereignisse durch die Regulation von HR-Unterwegen.

Zur Regulation von Crossover-Ereignissen ist besonders die Balance verschiedener HR-
Wege wie SDSA und DSBR kritisch. Hierbei konnte gezeigt werden, dass Srs2 durch
Ablésen von Rad51 von den 3’-ssDNA-Uberhangen die Bildung der dHJ verhindert.
Dadurch wird das Gleichgewicht zum SDSA-Prozess hin verschoben und Crossover-
Ereignisse werden unterdriickt (Ira et al., 2003; Krejci et al., 2003; Veaute et al., 2003;

Robert et al., 2006). Ein weitere Helikase, die eine Auswirkung auf die Entstehung von

10



Einleitung

Crossover-Produkten hat, ist das Sgsl-Protein. Zusammen mit seiner assoziierten
Topoisomerase Top3 erniedrigt Sgsl die Crossover-Frequenz durch die Auflosung der
dHJ hin zu Nichtcrossover-Produkten (Ira et al., 2003; Ui et al., 2005). Zusétzlich konnte
gezeigt werden, dass Checkpoint-Kinasen nach Erkennung eines DSB die Crossover-

Frequenz in mitotischen Zellen herabsetzen (Haghnazari und Heyer, 2004).

2.2.2 Basenexcisionsreparatur

Bei der Schadigung der DNA durch endogene und exogene Agenzien sind neben dem
Zucker-Phosphatrtickgrat auch haufig die Purin- und Pyrimidin-Reste betroffen. Dadurch
entstehen La&sionen, die viele zellulare Prozesse behindern (Lindahl, 1993; Friedberg,
2003). Reaktive Sauerstoffspezies (ROS), die sowohl im aeroben Metabolismus der
Zelle selbst, als auch durch UV-A- und y-Bestrahlung oder Behandlung mit chemischen
Agenzien wie Wasserstoffperoxid (H,O,) entstehen, verursachen ein breites Spektrum
an Basenschaden. Den haufigsten oxidativen Schaden durch H,O,-Behandlung stellt
das 8-oxoG (8-oxo-7,8-Dihydroguanin) dar (Cadet et al., 1997; Boiteux et al., 2002).
Weitere Agenzien wie Methylmethansulfonat (MMS) modifizieren die Basen durch
Anhéngen von Methylgruppen. Dadurch wird die N-glykosidische Bindung zwischen
Base und Zucker-Phosphatrickgrat destabilisiert. Es entstehen depurinierte und
depyrimidierte Stellen, die so genannten AP-Sites (apurinic / apyrimidinic sites) oder
abasischen Stellen (Wyatt und Pittman, 2006). Zusatzlich zu ihrer Zytotoxitdt und
Mutagenitét blockieren diese AP-Stellen auch die Replikation und Transkription (Guillet
und Boiteux, 2003).

Die Reparatur geschadigter Basen wird hauptsachlich von der Basenexcisionsreparatur
(BER) durchgefiihrt (Abbildung 5). Dieser Reparaturweg wird durch verschiedene
N-Glykosylasen mit unterschiedlicher Substratspezifitat eingeleitet (Krokan et al., 1997).
Das Hauptenzym zur Entfernung MMS-geschadigter Basen stellt dabei die Magl-
Glykosylase dar (Ma et al., 2008). Eine Analyse zur Interaktion von N-Glykosylasen mit
DNA-L&sionen zeigte, dass die Bindung der Glykosylase eine Krimmung des DNA-
Ruckgrats zur Folge hat. Dadurch klappt die geschadigte Base aus der DNA ins aktive
Zentrum des Enzyms und kann vom Zucker-Phosphatriickgrat gelést werden (Bruner et
al., 2000). Neben dem Basenschaden selbst hat aber auch die umgebende
Nukleotidsequenz einen Einfluss auf die Aktivitat der N-Glykosylasen (Lingaraju et al.,
2008). Durch die Dissoziation der geschadigten Base vom Zucker-Phosphatrickgrat
entsteht eine AP-Stelle. Der schadhafte Strang wird im weiteren Verlauf der BER 3" der

AP-Stelle durch eine AP-Lyase oder 5° der AP-Stelle durch eine AP-Endonuklease
11



Einleitung

eingeschnitten. Da die AP-Lyase-Aktivitdit meistens mit der N-Glykosylase selbst
assoziiert ist, werden die entstandenen Glykosylase-Produkte vom selben Enzym
weiterbearbeitet. AP-Endonukleasen hingegen werden an AP-Stellen tétig, die spontan
auftreten oder durch Glykosylasen ohne Lyase-Aktivitat entstehen (Hanna et al., 2004).

In S. cerevisiae sind drei Enzyme mit kombinierter N-Glykosylase / AP-Lyase-Aktivitat
bekannt, die hauptsachlich die Eliminierung von oxidierten Basen katalysieren: Oggl,
Ntgl und Ntg2 (Girard und Boiteux, 1997). Aber auch 7-Methylformamid-Pyrimidin, das
nach MMS-Behandlung aus 7-Methylguanin entsteht, wird von Ntgl und Ntg2 mit hoher
Effizienz ausgeschnitten (Alseth et al.,, 1999). Nachfolgendes Eingreifen einer AP-
Endonuklease entfernt das entstandene 3'-o,B-ungeséttigte Aldehyd-Ende (3"-dRP-
Ende) und verursacht eine Liucke von einem Nukleotid (Hanna et al., 2004). Die
bekannten AP-Endonukleasen in Hefe, Apnl und Apn2, weisen beide eine effiziente
3’-Phosphodiesterase-Akitivitat auf (Boiteux und Guillet, 2004). Fir das Auffullen der
Lucke wird die Polymerase ¢ diskutiert (Wang et al., 1993). Alternativ kann nach dem
Einschnitt der AP-Lyase die Doppelhelix auch durch eine bisher noch unbekannte
Helikase geoffnet werden. Der 3'-dRP-Rest wird in diesem Unterweg durch die
Endonuklease Radl-Rad10 entfernt, die entstandene Licke durch Polymerase-Aktivitat
aufgefullt und der Ausgangszustand durch die Ligase Cdc9 wieder hergestellt (Boiteux
und Guillet, 2004). Der Hauptweg in S. cerevisiae nach dem Ausschneiden der
geschéadigten Base verlauft jedoch Uber einen Einschnitt des geschadigten Strangs 5
der AP-Stelle mittels der AP-Endonukleasen Apnl und Apn2, wodurch ein
5’-Deoxyribophosphat-Ende (5" -dRP-Ende) entsteht (Ramotar et al., 1991; Sander und
Ramotar, 1997). Wahrend 97 % der Substrate von Apnl geschnitten werden, hat Apn2
nur eine schwache AP-Endonuklease-Aktivitat (Boiteux und Guillet, 2004). Die
Entfernung des blockierten 5-Endes wird von Rad27, einer spezifischen 5-Flap-
Endonuklease, katalysiert. Dieses Homolg des FEN1 in Saugerzellen hinterlasst Lucken
von bis zu 5 Nukleotiden (Wu und Wang, 1999; Kao et al., 2002). DNA-Synthese und
Ligation durch Cdc9 vervolistandigen den BER-Prozess (Boiteux und Guillet, 2004).

Da nach dem Einschnitt Gber eine AP-Endonuklease mehrere Nukleotide ausgetauscht
werden, wird dieser Unterweg der BER long patch-Reparatur genannt (Boiteux und
Guillet, 2004). Im Falle der Reparatur Gber AP-Lyasen entsteht zwar nur eine Licke von
einem Nukleotid, allerdings bleibt unklar, ob nur die geschadigte Base selbst oder
mehrere Nukleotide neu synthetisiert werden. Mdglicherweise kann short patch- als auch

long patch-Reparatur stattfinden.

12
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Abbildung 5: Basenexcisionsreparatur von AP-Stellen in S. cerevisiae

Dargestellt ist ein modifiziertes Modell nach Boiteux und Guillet (Boiteux und Guillet, 2004). Durch AP-
Endonukleasen oder AP-Lyasen wird das Zucker-Phosphatriickgrat 5° bzw. 3" der AP-Stelle
eingeschnitten. Durch die AP-Endonuklease-Aktivitat entsteht ein blockiertes 5°-Ende, das nach der
DNA-Neusynthese (ber die Flap-Endonuklease Rad27 entfernt wird. Bei diesem Unterweg der BER
werden bis zu 5 Nukleotide ersetzt (long patch-BER). AP-Lyasen hingegen hinterlassen ein
blockiertes 3"-Ende, das Uber Phophodiesterasen eliminiert werden kann. Polymerasen kénnen in
diesem Fall ein oder mehrere Nukleotide einsetzen (short patch- oder long patch-BER). Alternativ
kann das blockierte 3"-Ende auch durch Offnen der Doppelhelix und Schneiden der Endonuklease
Rad1-Radl10 entfernt werden. Somit werden auch hier mehrere Nukleotide neu synthetisiert. In allen
drei Fallen wird die Reparatur durch die Ligase Cdc9 beendet.

13
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Welche Polymerasen an der BER in Hefe beteiligt sind, ist noch nicht vollstandig geklart.
Wang et al. konnten zeigen, dass die DNA-Synthese wéahrend des Reparaturprozesses
hauptsachlich von Polymerase ¢ katalysiert wird, dass aber auch die Polymerasen o und
d modulierende Einflisse aufweisen (Wang et al.,, 1993). Kurz darauf wurde die
Polymerase 6 als Hauptenzym fur die DNA-Synthese nach Methylschaden entdeckt
(Blank et al., 1994). Eine neuere Studie hingegen zeigt die Wichtigkeit von Polymerase 4
(Pol B) fur die Reparatur von MMS-induzierten Schaden (Sterling und Sweasy, 2006).

2.3 Apoptose

Neben DNA-Reparatur ist auch der Zelltod ein wichtiger Prozess fur den Erhalt
genomischer Stabilitdt (Rai et al., 2007). Dieser kann uber unterschiedliche
Mechanismen ablaufen, wodurch eine Einteilung in Apoptose, Nekrose, autophagischer
Zelltod und mitotische Katastrophe moglich ist (Gourlay et al., 2006). Apoptose, der
programmierte Zelltod, ist ein evolutionar hoch konservierter Prozess zur Eliminierung
geschadigter Zellen, die eine Gefahr fir den Gesamtorganismus darstellen. Aber auch
wéahrend der Embryogenese von Séugern spielt die Apoptose eine wichtige Rolle fir die
Entwicklung vieler Organe (Vermeulen et al., 2005). Daher wurde friher angenommen,
dass einzellige Organismen wie Hefen keine apoptotischen Mechanismen besitzen.
1997 konnten jedoch erstmal in einer temperatur-sensitiven cdc48-Hefemutante
apoptotische Marker, wie die Externalisierung von Phosphatidylserin oder die

Fragmentierung von DNA, nachgewiesen werden (Madeo et al., 1997).

Apoptose in Hefezellen kann durch eine Vielfalt an Stressfaktoren und Medikamenten
ausgelost werden. Niedrige Dosen an H,O, oder Acetat sind jedoch die gangigsten
Induktoren (Frohlich et al., 2007). Zur Zeit sind zwei Hauptsignalwege fur die Einleitung
der Apoptose bekannt (Gourlay et al., 2006; Pereira et al., 2008), die in Abbildung 6
dargestellt sind. Ein Signalweg verlauft Gber die Aktivierung der Ras-Signalkette, welche
die Lebensdauer von Hefezellen bestimmt. Nach rezeptor-vermittelter oder direkter
Aktivierung von Ras kommt es zur Produktion des Botenstoffes (second messenger)
CcAMP. Dies fuhrt zur Aktivierung der Proteinkinase A (PKA), die auf eine Vielzahl von
zellularen Prozessen, wie die Regulation von Stressantwort, die metabolische Aktivitat
der Zellen, die Kohlenhydrat-Speicherung und auf mitochondriale Funktionen einen
Einfluss hat. Eine konstitutive Aktivierung der Ras-Signalkette Uiber die Anlagerung von
Osmotin, einem Fungistatikum verschiedener Pflanzen, an Rezeptoren oder durch die

Dysfunktion des Aktinskeletts nach umweltbedingtem Stress hat einen apopotischen
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Phanotyp zur Folge. Erste Hinweise auf einen zweiten apoptotischen Signalweg wurden
von Severin und Hyman entdeckt. Durch Zugabe hoher Konzentrationen an Mating-
Pheromon in haploiden Zellkulturen kommt es zu Apoptose, wenn der passende Partner
fehlt (Severin und Hyman, 2002). Diese Pheromonantwort verlauft rezeptor-vermittelt
Uber den MAP-Kinase-Signalweg (Gourlay et al., 2006). Eine neuere Studie hingegen
postuliert fir den Zelltod nach hohen Dosen an Mating-Pheromon Nekrose, da keine
DNA-Fragmentierung stattfindet (Zhang et al., 2006a).

In den beiden genannten Apoptose-Wegen, die durch aul3ere Faktoren induziert werden,
kommt es zur intrazellularen Akkumulation von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS).
Diese ROS stellen einen Promotor fir die Apoptose in Hefe und somit einen
Schlisselregulator fur den programmierten Zelltod dar (Frohlich et al., 2007). Bisher ist
der Mechanismus der ROS-Produktion allerdings unbekannt. Es gibt Hinweise, dass die
erhohte Konzentration an ROS durch eine apoptotische Dysfunktion der Mitochondrien
entsteht (Gourlay et al., 2006). Der Zusammenhang von ROS-Produktion und Apoptose
sowie die Mechanismen und Zielproteine, stellen offene Fragen dar (Perrone et al.,
2008).

Eine weitere zentrale Komponente der Apoptose in Hefe ist die Metacaspase Ycal
(veast caspase), ein Ortholog der Saugercaspasen (cysteine-dependent aspartate
specific protease). In Saugerzellen sind Caspasen immer an der Apoptose beteiligt und
leiten den Zelltod durch die Spaltung von Schlisselproteinen ein. In der Hefe sind jedoch
nicht alle Apoptosewege an die Aktivierung von Ycal gebunden (Frohlich et al., 2007)
und auch die zu spaltenden Zielproteine sind bisher unbekannt (Mazzoni und Falcone,
2008). Neben der Beteiligung einer Caspase weist die Hefe-Apoptose auch die
Freisetzung von Substanzen aus den Mitochondrien als weitere Gemeinsamkeit mit der
Apoptose in Saugerzellen auf (Froéhlich et al., 2007; Pereira et al., 2008). Es kann in
Hefen ebenfalls eine Freisetzung von Cytochrom ¢ aus den Mitochondrien in das
Cytoplasma beobachtet werden. Auch die beiden Endonukleasen Aifl (apoptosis-
inducing factor) und Nucl (Nuclease, Homolog von EndoG) translozieren von den
Mitochondrien in den Nukleus, wo sie, wie ihre Sdugerhomologe, die DNA fragmentieren
und Histon H2B phosphorylieren (Buttner et al., 2007). Einen negativen Regulator der
Apoptose stellt Birl dar, das wegen seiner BIR-Domé&ne zu den IAPs (inhibitor-of-
apoptosis proteins) gezahlt wird. Es wird vermutet, dass Birl, wie seine Homologen in
Saugern, die Caspasen inhibiert. Allerdings konnte bisher keine Bindung von Birl an
Ycal nachgewiesen werden (Owsianowski et al., 2008). Birl wird von der pro-

apoptotischen Serinprotease Nmalll (nuclear mediator of apoptosis) gespalten und
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dadurch inaktiviert. Im Gegensatz zu seinem Saugerhomolog Htra2/Omi befindet sich
Nmalll in Hefezellen schon vor der Apoptose-Induktion im Kern (Frohlich et al., 2007).
Zusatzlich kommt es wahrend des apoptotischen Prozesses zur Fragmentierung der
Mitochondrien. Fisl, das eine &hnliche Funktion wie Bcl-2 in Saugerzellen austbt,
inhibiert diesen Schritt (Owsianowski et al., 2008). Ein weiteres Merkmal, das Hefezellen
mit den Saugerzellen teilen, ist die Externalisierung des anionischen Phospholipids
Phosphatidylserin (Frohlich et al., 2007).

Mating-Pheromon

Stressfaktoren l

N\

Produktion
von cAMP l
l MAP-Kinase-
Kaskade
Aktivierung
von PKA

Fisl
~~ \/ mitochondriale

Fragmentierung

~

Cytochrom ¢

?
\// Veat

Abbildung 6: Mechanismen der Apoptose in Hefezellen

Dargestellt ist ein vereinfachtes und modifiziertes Modell nach Gourlay et al. (Gourlay et al., 2006) und
Bittner et al. (Bittner et al.,, 2006). Hefe-Apoptose wird Uber Stressfaktoren und eine hohe
Konzentration an Mating-Pheromon induziert. Uber die Ras-Signalkette bzw. tiber eine MAP-Kinase-
Kaskade wird das Signal in der Zelle weitergeleitet. In fast allen Apoptose-Szenarien kommt es zur
Produktion von ROS sowie zur Aktivierung der Metacaspase Ycal. Translokation von Nucl und Aifl
in den Kern sorgt fur die Fragmentierung der DNA und die Phosphorylierung von H2B. Wie in
Saugerzellen wird Cytochrom c aus den Mitochondrien freigesetzt, die im weiteren Prozess
fragmentiert werden. Birl stellt einen apoptose-inhibierenden Faktor dar, der sehr wahrscheinlich
Ycal hemmt und selbst auch einem inhibitorischen Effekt von Nmal1ll unterliegt.

Vorteile des programmierten Zelltods fur den einzelligen Organismus Hefe wurden in der
Literatur intensiv diskutiert. Heute wird vermutet, dass die Apoptose fir die beiden
bekannten Formen der Alterung in Hefe von grof3em Nutzen ist. Bei der replikativen
Alterung tritt der programmierte Zelltod ein, um stark gealterte Mutterzellen aus der

Population zu eliminieren. Auch fir die so genannte chronologische Alterung in
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langzeitigen Kulturen ist die Apoptose zur Entfernung gealterter Zellen notwendig
(Buttner et al., 2006). Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass der Zelltod bei der
Entstehung von Hefekolonien eine Rolle spielt (Fréhlich et al., 2007). Deshalb wird
angenommen, dass Hefezellen Apoptose durchfiihren, um die Zellpopulation je nach

Umweltbedingen regulieren zu kénnen. (Gourlay et al., 2006).

2.4 Das Xrs2-Protein und der MRX-Komplex

2.4.1 Aufbau des MRX-Komplexes

Der MRX-Komplex in S. cerevisiae besteht aus drei Proteinen: Mrell, Rad50 und Xrs2.
Dabei wird eine Stdchiometrie von 2:2:1 angenommen (D'Amours und Jackson, 2002;
Krogh und Symington, 2004). Abbildung 7 zeigt den Aufbau des MRX-Komplexes.

Rad50, die grolte Komponente des Komplexes, gehort der Gruppe der SMC-
Proteinfamilie (structural maintenance of chromosome) an, die in Chromosomen-
Kondensation und Schwesterchromatid-Koh&sion involviert ist. Wie alle anderen SMC-
Proteine besitzt auch Rad50 eine lange so genannte Coiled-coil-Region, die am
aminoterminalen sowie am carboxyterminalen Ende des Proteins von nukleotid-
bindenden Motiven flankiert wird. In der Mitte des Coiled-coil-Bereichs liegt ein
Zinkfinger-Motiv vor. In diesem Bereich ist das Protein flexibel, so dass es sich
zusammenfalten und mittels der Coiled-coil-Regionen intramolekular interagieren kann.
Durch diese Konformationsénderung entsteht ein Haken, auch Hook-Doméne genannt,
wéahrend auf der entgegengesetzten Seite die beiden nukleotid-bindenden Motive in
raumliche Nahe kommen. Dadurch bilden sie eine ATP-Bindekassette (ABC-Domane),
die die Bindung an die DNA stimuliert (Hopfner et al., 2002; Symington, 2002) sowie
ATPase- und Adenylatkinase-Aktivitat besitzt (Bhaskara et al., 2007). Zusatzlich kdnnen
Rad50-Molekile Uber das Zinkfinger-Motiv intermolekulare Verbindungen eingehen,
wodurch Schwesterchromatiden wahrend der DSB-Reparatur zusammengehalten
werden konnen. Dimerisierung von Rad50 innerhalb der ABC-Bereiche hingegen sorgt
dafur, die Enden eines DSB in rdumliche N&he zu bringen (end-bridging) (Cahill und
Carney, 2007; Williams et al., 2007). Der Basisbereich der Coiled-coil-Region interagiert
mit Mrell (Hopfner et al., 2002).

Mrell besitzt Nuklease-Aktivitat, die durch die Bindung von Xrs2 und Rad50 stimuliert
wird. An einzelstrangiger und doppelstrangiger DNA weist Mrell 3°-5"-Exonuklease-

Aktivitat auf. Die Endonuklease-Aktivitat des Proteins hingegen konnte nur an
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einzelstrangiger DNA sowie an Ubergangen von einzelstrangiger zu doppelstrangiger
DNA nachgewiesen werden. Zusatzlich kann Mrell Haarnadel-Strukturen 6ffnen (Paull
und Gellert, 1998; Trujillo und Sung, 2001; Krogh und Symington, 2004). Da Rad50 und
Xrs2 ohne Mrell nicht miteinander interagieren konnen, spielt Mrell fur die
Komplexbildung eine zentrale Rolle (Symington, 2002).

Schwester-
chromatid

@ Rad50 ABC-Doméne
Rad50 Coiled-coil-Bereich

00
00

(-] Rad 50 Zinkfinger-Doméne

© Xrs2

Mrell

Zusammenhalt von
Schwesterchromatiden
F-—-————————====

end-bridging der DNA-Enden

Abbildung 7: Architektur des MRX-Komplexes

Dargestellt ist ein modifiziertes Modell nach Williams et al. (Wililams et al., 2007). Die grofite
Komponente des MRX-Komplexes, Rad50, kann in drei Bereiche unterteilt werden: Die ABC-Doméne
am Kopfende, der Coiled-coil-Bereich in der Mitte und das Zinkfinger-Motiv in der Hook-Doméne. Uber
die Bindung von Zinkfinger-Doméanen zweier Molekile kénnen Schwesterchromatiden fur die HR
zusammengehalten werden. Fur das end-bridging hingegen ist wahrscheinlich eher die Bindung
zweier ABC-Domanen notwendig. Neben Rad50 kénnen auch Mrell, das Nuklease-Aktivitat besitzt,
und Xrs2 an die DNA direkt binden. Die Interaktion zwischen Rad50 und Xrs2 wird durch Mrell
gewabhrleistet.

Xrs2 ist bezlglich seiner biologischen Rolle das am wenigsten verstandene Mitglied des
MRX-Komplexes. Als funktionelles Homolog von Xrs2 wird das Saugerprotein Nbsl
beschrieben. Durch Mutation im NBS1-Gen wird das Nijmegen Breakage Syndrom, eine
seltene genetische Krankheit, verursacht, die durch Microcephalie, Wachstumsstorung,
Immundefizienz und hohe Anfélligkeit fir maligne Erkrankungen charakterisiert wird
(D'Amours und Jackson, 2002). Im Vergleich zu Rad50 und Mrell ist die strukturelle
Homologie von Xrs2 zu Nbsl nur sehr gering. Die deutlichste Sequenzhomologie mit
28 % Aminosaure-ldentitat weist die FHA-Doméne (forkhead-associated domain) am N-
Terminus auf (Digweed et al., 1999), die Zielproteine phosphorylierungs-abhangig bindet
(Durocher et al., 1999; Durocher und Jackson, 2002). In neueren Studien konnte gezeigt
werden, dass diese Domane fir Ligasefunktionen im NHEJ-Prozess verantwortlich ist
(Matsuzaki et al., 2008; Palmbos et al., 2008). An die FHA-Doméane schliel3t eine vor
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kurzem entdeckte doppelte BRCT-Doméane (BRCA1 C-terminal domain) an (Becker et
al., 2006). Wie die FHA-Domanen sind auch BRCT-Domanen an Protein-Interaktionen
beteiligt, die durch Phosphorylierung reguliert werden (Yu et al., 2003). Dadurch stellen
FHA- und BRCT-Domanen die Schlisselelemente von Proteinen dar, die an der
Zellzyklus-Kontrolle, der Checkpoint-Aktivierung und der DNA-Reparatur beteiligt sind
(Yu et al., 2003; Williams et al., 2005). Im Zentrum des Proteins befinden sich zwei
Serinreste, die nach DNA-Schadigung von Checkpoint-Kinasen phosphoryliert werden
koénnen (Trujillo et al., 2003). Zwei weitere funktionelle Domanen wurden in der
C-terminalen Region von Xrs2 gefunden. Es konnte gezeigt werden, dass die
Aminosauren von Position 630 bis 661 fur die Interaktion mit Mrell notwendig sind
(Shima et al., 2005; Tsukamoto et al., 2005), wahren Tell, eine Checkpoint-Kinase des
Zellzyklus, mit den C-terminalen 162 Aminoséuren assoziiert (Nakada et al., 2003). Die
Bindung von Xrs2 an Mrell ist fur die Translokation der Nuklease vom Cytoplasma in
den Kern notwendig (Tsukamoto et al., 2005). Zusatzlich besitzt auch Xrs2 selbst
Affinitdt zu DNA (Trujillo et al., 2003). Enzymatische Funktionen konnten fur Xrs2 bisher
nicht beschrieben werden. Das Xrs2-Protein mit seinen funktionellen Domé&nen ist in

Abbildung 8 schematisch dargestellt.

Xrs2: 854 aa

N [ FHA HBRCT] (MRE H TEL ] C

Abbildung 8: Das Protein Xrs2 mit seinen funktionellen Doméanen

Xrs2 besteht aus insgesamt 854 Aminosauren. Am N-Terminus sowie am C-Terminus befinden sich je
zwei funktionelle Domanen.

FHA: 1-125, FHA-Domane (forkhead-associated domain), Bindung von Lifl

BRCT: 119-327, doppelte BRCT-Doméne (BRCA1 C-terminal domain)

MRE: 630-664, Bindung von Mrell

TEL: 693-854, Bindung von Tell

2.4.2 Funktionen des MRX-Komplexes

Der MRX-Komplex spielt fur viele zellulare Mechanismen eine wichtige Rolle. Die wohl
wichtigsten Funktionen in S. cerevisiae bt der Komplex in der Endenprozessierung von
DSB aus. Wie bereits unter Punkt 2.2.1.1 dargestellt, sind Mechanismen fir die
Schadenserkennung, wie die Phosphorylierung von H2A (Shroff et al., 2004) und das so
genannte Chromatin Remodelling (Tsukuda et al., 2005; van Attikum und Gasser, 2005),
MRX-abhangig. Zusatzlich wirken die Proteine des MRX-Komplexes in der
Signalweiterleitung nach DNA-Schadigung (Haber, 1998; Grenon et al., 2001; Lisby et
al., 2004) sowie in der Aktivierung von Zellzyklus-Checkpoints (Andrews und Clarke,
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2005) mit. Wichtig hierfur ist wohl die Interaktion von Xrs2 mit Tell, dem Hefe-Homolog
des Saugerproteins ATM. Dadurch wird einerseits Tell an den DSB rekrutiert, anderseits
bewirkt Tell die Phosphorylierung von Xrs2 und Mrell (Nakada et al., 2003).

In der DSB-Reparatur ist die Fahigkeit von Xrs2, an die DNA zu binden, fur die
Rekrutierung der anderen beiden MRX-Komponenten wichtig (Trujillo et al., 2003). Die
zentrale Rolle von Rad50 scheint das Zusammenhalten der losen DNA-Enden zu sein
(D'Amours und Jackson, 2002; Williams et al., 2007). In der HR sorgt der MRX-Komplex
zusatzlich fur die Bindung des geschadigten Stranges an das Schwesterchromatid
(Williams et al., 2007). Ivanov et al. konnten zeigen, dass die MRX-Proteine fur die
Endenresektion von grol3er Bedeutung sind (lvanov et al., 1994). Eine neuere Studie
lasst erkennen, dass der MRX-Komplex zusammen mit der Endonuklease Sae?2 fir die
Initiierung dieser Endendegradierung verantwortlich ist (Zhu et al., 2008). Fur den NHEJ-
Mechanismus hingegen ist die Nuklease-Aktivitat nicht notwendig (Zhang und Paull,
2005). Allerdings konnte gezeigt werden, dass die Bindung von Lifl durch Xrs2 (Trujillo
et al., 2003; Palmbos et al., 2005) und die Bindung von yKu80 durch Mrell (Palmbos et
al., 2005) fur die Rekrutierung der beiden NHEJ-Faktoren wichtig ist. Neuere Studien
deckten auf, dass die FHA-Domane von Xrs2 fir die Bindung von Lif1 verantwortlich ist
(Matsuzaki et al., 2008; Palmbos et al., 2008). Auch die Dissoziation von NHEJ-Faktoren
ist ein aktiver Prozess, der von einem intakten MRX-Komplex und von der ATP-Bindung
durch Rad50 abhéngig ist (Wu et al., 2008).

Eine besonders wichtige Rolle spielt der MRX-Komplex auRerdem wahrend der Meiose,
wobei die Nuklease-Aktivitat von grof3er Bedeutung ist (Moreau et al., 1999). Der MRX-
Komplex ist fur die durch Spoll katalysierte Bildung von DSB notwendig. Des Weiteren
hat der Komplex eine spezielle Funktion bei der Entfernung des kovalent gebundenen
Spoll von den 5-Enden, so dass weitere Endenresektion stattfinden kann. Schlief3lich
spielt er auch in diesem Prozess eine Rolle fur das end-bridging und die Checkpoint-
Aktivierung (Borde, 2007).

Auch fur die Aufrechterhaltung der Telomerenden ist der MRX-Komplex wichtig. Seine
exakte Rolle hierbei ist jedoch noch unklar (Bianchi und Shore, 2008). Die Tell-
Bindestelle von Xrs2 spielt eine wichtige Rolle, da xrs2-Mutanten ohne die Tell-
Bindestelle Telomer-Verkirzungen aufweisen (Shima et al., 2005; Tsukamoto et al.,
2005). Ebenso ist die Hook-Domane von Rad50 fur die Telomer-Funktionen essentiell
(Wiltzius et al., 2005). Daruber hinaus zeigt eine neuere Studie, dass der MRX-Komplex
an der postreplikativen Reparatur tiber den Rad5-Weg sowie an einem neu entdeckten

Rad52-abhéngigen Weg nach UV-Schaden beteiligt ist (Gangavarapu et al., 2007).
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2.5 Zielsetzung

Mutationen im menschlichen NBS7-Gen verursachen das Nijjmegen Breakage Syndrom,
eine Krankheit, bei der die Zellen unter anderem chromosomale Instabilitdt aufweisen.
Auch in Hefezellen hat das homologe Protein Xrs2 viele Funktionen fur die
Aufrechterhaltung genomischer Stabilitat. In dieser Arbeit sollte die Rolle von Xrs2 in

Prozessen, die diese Eigenschaft gewahrleisten, naher untersucht werden.

Zunachst sollten mogliche Ursachen fur die hohe Empfindlichkeit gegeniber y-Strahlen
nach Deletion von XRS2 untersucht werden. y-Strahlung verursacht vor allem DSB, die
in Hefe hauptsachlich Gber HR repariert werden. Bisher konnten jedoch fir Stdmme mit
Mutationen in den Genen des MRX-Komplexes keine deutlichen Defekte in der HR
nachgewiesen werden. Daher sollten sowohl die chromosomale DSB-Reparatur als auch
die Reparatur von Mikrodeletionen mit Hilfe eines in vivo-Plasmidsystems naher
untersucht werden. Zusatzlich sollte auch Uberprift werden, ob ein verandertes
Apoptoseverhalten der xrs2-Zellen das Uberleben beeinflussen kénnte. Dies sollte
indirekt Uber die Analyse der Akkumulation von ROS, aber auch direkt durch den
Nachweis von Annexin V-positiven Zellen erfolgen.

Da Zellen nach Deletion von XRS2 neben einer hohen Strahlenempfindlichkeit auch eine
starke Sensitivitdit gegenuber basen-schadigenden Agenzien wie MMS und H;0,
aufweisen, sollte des Weiteren tberpruft werden, ob Xrs2 eine Rolle in der BER spielt.
Hierbei sollten zunachst Mutationsfrequenzen und Uberlebensdaten in Abhangigkeit von
der Wachstumsphase analysiert werden. Die BER-Effizienz selbst sollte mit Hilfe von
PFGE-Analyse hitze-labiler Stellen in vivo als auch unter zu Hilfenahme von uracil- und

8-o0xo0G-haltigen Oligonukleotiden in vitro analysiert werden.

Fur neu entdeckte Funktionen des Xrs2-Proteins sollte aul3erdem geklart werden, ob es
sich um Funktionen des Protein selbst oder des gesamten Komplexes handelt. Daher
sollten neben der xrs2-Mutante auch Deletionen der Komplexpartner analysiert werden.
Zusatzlich sollten Analysen von Mutanten, die verkirzte XRS2-Allele tragen, Aufschluss
Uber die Notwendigkeit funktioneller Domanen des Proteins geben. Fur die nadhere
Bestimmung der Rolle in den genannten Mechanismen sollten Epistasisanalysen zu

anderen Genen dieser Prozesse dienen.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Gerate und Computerprogramme

3.1.1.1 Gerate

®Co-y-Zelle

96-Loch-Platten
Bléckchenformen
CASY-Counter
Durchflu3zytometer

French Press
Geldokumentation
Gelelektophorese-Apparaturen

Inkubationsschranke

Klvetten
Mikroskop
PCR-Gerat

Petrischalen
pH-Meter
Photometer
Scanner
Schuttler

Spannungsquellen
Sterilbanke
Zahlkammer
Zentrifugen

3.1.1.2 Computerprogramme

Abbildungen

FACS Software

Atomic Energy of Canada, Ltd., Ottawa, Canada
Falcon, USA

Werkstatt GSF

Schaerfe GmbH, Reutlingen

BD LSRII, Becton Dickinson, USA

SLM-Aminco, Rochester, USA

GelDoc 2000, BioRad, Miinchen

horizontale Standardgelelektrophorese fir
Agarosegele, BioRad, Miunchen

CHEF-Mapper fur PFGE, BioRad, Miinchen
vertikale Gelelektrophorese fur PAA-Gele, Pharmacia
Biotech, Wien und C.B.S. Scientific, Canada
Heraeus, Hanau

Memmert, Schwabach

Sanyo, Japan

Infors AG, Bottmingen, Schweiz

Brand, Wertheim

Olympus LH50A, Olympus Optical Co., Hamburg
Cyclone gradient, Peqglab Biotechnologie GmbH,
Erlangen

Greiner Labortechnik GmbH, Frickenhausen
InoLab pH Level 1, UK

BioPhotometer, Eppendorf, Hamburg

Umax, PowerLook 1000, Willich
Thermomixer comfort, Eppendorf, Hamburg
Infors AG, Bottmingen, Schweiz

BioRad, Minchen

Frobel Labortechnik GmbH, Lindau

Brand, Wertheim

Biofuge pico, Heraeus, Hanau

Eppendorf centrifuge 5415R, Eppendorf, Hamburg
Minifuge RF, Heraeus, Hanau

Multifuge 3SR, Heraeus, Hanau

Sigma 1K15, Sigma Laborzentrifugen GmbH,
Osterode am Harz

Adobe Photoshop CS, Adobe Inc.
Adobe lllustrator CS, Adobe Inc.
Microsoft® Power Point 2002
FACSDiva, Becton Dickinson, USA
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Geldokumentation
Literaturrecherchen

PFGE-Auswertung

Plasmide — Schnittstellen,
Zeichnen

Quantitative Auswertung von
Filmen

Sequenzrecherchen
Tabellenkalkulation und
Diagramme
Textverarbeitung

3.1.2 Chemikalien

[a-**P]dCTP, [a-**P]dGTP
[y-**P]ATP

5-FOA

Acrylamid/BisAA

Agarosen

Aminosauren

Ammoniumacetat
Ammoniumchlorid
Ammoniumsulfat
Ampicillin

Annexin V

APS

ATP

Bacto-Agar

Bacto-Pepton
Bacto-Trypton
Bacto-Yeast-Extract
Borsaure
Bradford-Reagenz
Bromphenolblau

BSA

Calciumchlorid

dATP, dCTP, dGTP, dTTP
ddTTP (wassrige Losung,
10 mM)

DHE
Dikaliumhydrogenphosphat
Dinatriumhydrogenphosphat
DTT

Quantity One®, BioRad, Miinchen
http://www4.ncbi.nim.nih.gov/PubMed
http://www.yeastgenome.org/

Geltool (Gomez-Paramio, 2007; Steininger et al.,
2008)

http://rna.lundberg.qu.se/cutter2

BioEdit (Biological Sequence Alignment Editor)
TotalLab TL100, Amersham, UK

http://www.yeastgenome.orqg/
Microsoft® Excel 2002, Microsoft

Microsoft® Word 2002, Microsoft

Hartmann Analytic GmbH, Braunschweig
Hartmann Analytic GmbH, Braunschweig
SIGMA-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
30 % / 0,8 % (Protogelrv), National Diagnostics,
Atlanta, USA

40 % / 19:1, Biozym, Hess, Oldendorf
Agarose Type I: Low EEO, SIGMA-Aldrich Chemie
GmbH, Deisenhofen

LMP-Agarose, GIBCO BRL Life Technologies,
Eggenstein

SeaKem LE, Biozym, Hess, Oldendorf
SIGMA-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen Merck,
Darmstadt; Serva, Heidelberg

Merck KG aA, Darmstadt

SIGMA-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Serva, Heidelberg

Roche Molecular Biochemicals, Mannheim
Merck KG aA, Darmstadt

SIGMA-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
Difco, Hamburg

Difco, Hamburg

Difco, Hamburg

Difco, Hamburg

Merck KG aA, Darmstadt

SIGMA-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
Roche Molecular Diagnostics, Mannheim
SIGMA-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
Merck KG aA, Darmstadt

Pharmacia Biotech GmbH, Freiburg
SIGMA-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen

SIGMA-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
Merck KG aA, Darmstadt

Merck KG aA, Darmstadt

Serva, Heidelberg

23



Material und Methoden

EDTA

Ethanol absolut
Ethidiumbromid
Formamid

G418

Glukose

Glycerin

Harnstoff

HEPES
Isopropanol
Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Kaliumhydroxid
Lithiumacetat
LMP-Agarose
Lytikase
Magnesiumchlorid
Magnesiumsulfat
Methylmethansulfonat
NAD

Natriumacetat
Natriumchlorid
Natriumlauroylsarcosin
Natronlauge

PBS

PEGazso
Phenol/Chloroform/lsoamyl-
alkohol (25:24:1)
Propidiumiodid
Saccharose
Salmon sperm DNA
Salzsaure

SDS

Sorbitol

TEMED
Tri-Natrium-Citrat
Tris

Triton X-100
Wasserstoffperoxid
Xylencyanol

YNB
-Mercaptoethanol

SIGMA-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
Merck KG aA, Darmstadt

Serva, Heidelberg

SIGMA-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
SIGMA-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
Merck KG aA, Darmstadt

SIGMA-AIldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
Merck KG aA, Darmstadt

SIGMA-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
Merck KG aA, Darmstadt

Merck KG aA, Darmstadt

Merck KG aA, Darmstadt

Merck KG aA, Darmstadt

SIGMA-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
Invitrogen, Karlsruhe

SIGMA-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
SIGMA-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
Merck KG aA, Darmstadt

SIGMA-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
SIGMA-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
Merck KG aA, Darmstadt

Merck KG aA, Darmstadt

SIGMA-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
Merck KG aA, Darmstadt

SIGMA-AIldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
SIGMA-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
SIGMA-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen

SIGMA-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
Merck KG aA, Darmstadt

SIGMA-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
Merck KG aA, Darmstadt

Serva, Heidelberg

Serva, Heidelberg

Pharmacia Biotech GmbH, Freiburg

Merck KG aA, Darmstadt

Merck KG aA, Darmstadt

Merck KG aA, Darmstadt

Merck KG aA, Darmstadt

Serva, Heidelberg

DIFCO, Hamburg

Merck KG aA, Darmstadt

3.1.3 Verwendete Puffer und Losungen

0,8 % bzw. 0,6 % Agarose fur
Gelelektrophorese

4 g bzw. 3 g Agarose SeaKem LE

mit 500 ml 1x TBE-Puffer in der
Mikrowelle aufkochen

flissige Agarose bei 60 °C lagern

0,8 % Agarose fur PFGE
0,8 g Agarose Type |

mit 100 ml 0,5 x TBE-Puffer in der

Mikrowelle aufkochen
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10 N Ammoniumacetat

77,03 g Ammoniumacetat in 100 ml
Wasser losen, autoklavieren

Annexin-Puffer |

0,5 mM MgC'Z
1,2 M Sorbitol

Annexin-Puffer Il

10 mM HEPES
140 mM NacCl
5 mM CacCl,
0,6 M Sorbitol

5 x BER-Puffer

250 mM HEPES (pH 7,5)

2,5 mM EDTA

10 mM DTT

100 mM KClI

20 mM ATP

25 mM CPK (immer frisch zugeben)
2,5 mM NAD

0,5 mM ddTTP

Lagerung bei -20 °C mdglich

Blockchen-Puffer

pro Probe:

2ml0,5MEDTA, pH9

20 pl 10 mM Tris/HCI (pH 7,5)
30 ul Wasser

0,1 M CaCl, /0,01 M Tris Losung zur
Herstellung kompetenter E.coli-
Zellen

14,7 g CaCl, x H,O

1,2 g Tris

in 1 | Wasser l6sen, pH 8,0 einstellen,
autoklavieren

CASYton

0,9 % NacCl
0,1 mM EDTA

0,01 M Citrat-Phosphatpuffer far
SEC-Puffer

0,01 M Tri-Natrium-Citrat
0,01 M Dinatriumhydrogenphosphat
pH 7,0 einstellen, autoklavieren

25

Dialysepuffer

10 mM Tris/HCI (pH 7,5)
10 mM B-Mercaptoethanol

6 x DNA-Auftragspuffer fur
Agarosegele

50 % (w/v) Saccharose
0,1 % (w/v) Bromphenolblau
mit TE-Puffer ansetzen

DNA-Auftragspuffer far
Acrylamidgele

95 % Formamid

20 mM EDTA

0,02 % Bromphenolblau
0,02 % Xylencyanol

dNTP-Mix

dATP-, dCTP-, dGTP-, dTTP-
Stammldsungen zu gleichen Teilen
mischen, mit H,O verdiinnen
Konzentrationen der dNTPs im Mix:
[dATP] = [dCTP] = [dGTP] = [dTTP]
=10 mM

1 MEDTA

292,2 g EDTA
auf 1 | mit Wasser auffiillen
pH-Wert mit NaOH einstellen

Einfriermedium fur Hefen

2 g Pepton

1 g Yeast-Extract

15 g Glycerin

in 100 ml Wasser I6sen, autoklavieren

Extraktionspuffer

100 mM Tris/HCI (pH 8,0)
10 mM B-Mercaptoethanol

1 M HEPES

276,4 g HEPES
auf 1 | mit Wasser auffillen,
pH-Wert mit NaOH, KOH einstellen
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5 x Incision-Puffer

250 mM HEPES-KOH (pH 7,7)
2,5 mM EDTA

5mMDTT

100 mM CPK

10 % Glycerin

500 pg/ml BSA

Kaliumphosphatpuffer
25 mM KH,PO,
25 mM K;HPO,

pH 7,0 mit KOH einstellen,
autoklavieren

67 mM K,HPO, fir LHR-Puffer

5,83 g K;HPO, in 500 ml Wasser losen,
autoklavieren

LHR-Puffer

18 g Glukose

9,1 g KH,PO,

in 1 | Wasser losen, mit 67 mM K,HPO,
pH 5,0 einstellen, autoklavieren

1,6 % LMP-Agarose fur Blockchen
1,6 g LMP-Agarose
mit 100 ml 0,125 M EDTA (pH 8,0) in

der Mikrowelle aufkochen, flissige
Agarose auf 50 °C temperieren

1 M Lithiumacetat

102 g LIOAc in 1 | Wasser ldsen,
steril filtrieren

Lysepuffer

2 % Triton X-100 (immer frisch
zugeben)

1 % SDS (immer frisch zugeben)
100 mM NacCl

10 mM Tris/HCI (pH 8,0)

1 mM EDTA

Lytikase-Losung fur PFGE

pro Probe:

66 ul SEC-Puffer

4,7 ul Lytikase (Stock 20000 U/ml)
3,3 ul Mercaptoethanol
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Lytikase-LOsung fur Plasmid-
Isolierung aus Hefe

1,2 M Sorbitol
0,1 M NaPO4-Puffer (pH 7,4)
5000 U/ml Lytikase (Stock 20000 U/ml)

100 mM MgCl,

0,95 g MgCl, in 100 ml Wasser l6sen
aliquotieren und bei -20 °C lagern

M9-Puffer

0,39 % NazHPO,4*2H,0
0,3 % KH,PO,

0,1 % NH,CI

0,5 % NaCl

0,02 % MgSO,*7H,0

3 M Natriumacetat

24,6 g NaAc in Wasser losen,
mit Essigsaure pH 5,8 einstellen,
mit H,O auf 100 ml auffillen

PBS

9,6 g PBS in 1| Wasser losen,
autoklavieren

50 % PEG33s0

50 g PEGagssp in 100 ml Wasser losen,
autoklavieren

18 % bzw. 24 % Polyacrylamidgel

18 % Acrylamid/BisAA (30 %) bzw.
24 % Acrylamid/BisAA (40%)

8 M Harnstoff

89 mM Tris/HCI (pH 8,8)

89 mM Borsaure

2 mM EDTA

0,1 % APS

0,005 % TEMED

Proteinase K-Ldsung

pro Probe:

1 ml0,5M EDTA (pH 9,0)

10 mg NLS

1 mg Proteinase K

zum L6sen kurz ins 50 °C-Wasserbad
stellen
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Ringsing-Puffer

1,21 g Tris

2,922 g EDTA

in 1 | Wasser l6sen, pH 7,0 einstellen,
autoklavieren

Reaktionspuffer fur Primer-
extension-Assay

25 mM KH,PO,4 / KoHPO, (pH 7,0)
5 mM MgCl,

5mMDTT

100 pg/ml BSA

10 % Glycerin

1 % dNTP-Mix (100 uM von jedem

Stoppldsung fur Incision-Assay

250 mM HEPES-NaOH (pH 7,5)
500 pg/ml Proteinase K

10 x TAE-Laufpuffer fur
Gelelektrophorese

48,4 g Tris

11,4 ml Eisessig

20 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0)
mit Wasser auf 1 | auffillen

10 x TBE-Laufpuffer fur
Gelelektrophorese

. 1M Tris

Nukleotid) 2 mM EDTA

_ . . mit Borsaure auf pH 8,3 einstellen,
5 x Reaktionspuffer fur Gap-filling- autoklavieren
Assay
250 mM Tris (pH 7,5) 10x TE
250 mM KCl 50 ml 1 M Tris
>mMMDTT 10 ml 0,5 M EDTA
25 mM MoCl, auf 500 ml mit Wasser auffiillen
25 % Glycerin
12,5 mM dCTP TER
12,5 mM dTTP , y

50 pg/ml RNaseA in TE lésen

SEC-Puffer .

. 1M Tris
1 M Sorbitol .
0,1 M EDTA 121,19 Tris )
in 0,01 M Citrat-Phosphatpuffer (pH 7,0) auf 1 | mit Wasser auffullen, pH-Wert
l5sen mit HCI einstellen

mit NaOH auf pH 7,0 einstellen,
autoklavieren

3.1.4 Enzyme, Langenstandards und Kits

1 kb Ladder (DNA)
Creatinphosphokinase (CPK)
G-25 Sephadex Saulen
Glucuronidase / Arylsulfatase
Katalase
Protease-Inhibitor-Mix
Proteinase K

PureYieldTM Plasmid Midiprep
System

QIAprep 8 Miniprep Kit
QIAquick PCR Purification Kit
Quick Ligation Kit (TA-DNA-Ligase)
Restriktionsendonukleasen und
zugehdrige Puffer

MBI Fermentas, Vilnius, Litauen
SIGMA-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
Roche Molecular Diagnostics, Mannheim
Roche Molecular Diagnostics, Mannheim
SIGMA-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
SIGMA-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
SIGMA-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
Promega Corporation, Madison, USA

QIAGEN GmbH, Hilden

QIAGEN GmbH, Hilden

New England Biolabs, Frankfurt a. Main
MBI Fermentas, Vilnius, Litauen

New England BioLabs, Frankfurt a. Main
Roche Molecular Diagnostics, Mannheim
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RNaseA SIGMA-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
T4 Polynukleotidkinase MBI Fermentas, Vilnius, Litauen

Tag DNA-Polymerase Invitrogen, Karlsruhe

Wizard® SV Gel and PCR Clean- Promega Corporation, Madison, USA

Up System

3.1.5 Medien und Stamme

3.1.5.1 Hefe

YEPD

2% Glukose
2% Pepton
1% Yeast-Extract

Das Standardmedium YEPD wurde als Vollmedium fir Hefen verwendet. YEPD mit
80 mg Adeninsulfat pro Liter (YPAD) wurde fur Hefetransformationen eingesetzt. Fur
Plattenmedium wurden 20 g Bacto-Agar zugefugt. Zur Herstellung von MMS-haltigen
YEPD-Platten wurde die Chemikalie in Konzentrationen von 0,0025 % bis 0,02 % vor

dem Giel3en in das Plattenmedium gemischt.

SC-Medium

2 % Glukose

0,6 % YNB

1,5 g SC-Mix auf 1 | Medium

SC-Mix (komplett)

1 g Adenin, Arginin, Histidin, Methionin, Tryptophan, Uracil

2,5 g Phenylalanin

3 g Lysin, Tyrosin

4 g Isoleucin

5 g Aspartat, Glutamat

7,5 g Valin

10 g Threonin

20 g Leucin, Serin

Fir Plattenmedium wurden 20 g Bacto-Agar zugeflgt. SC-Medium, in dem ein
Nahrstoff fehlt, erlaubt die Selektion auf das entsprechende Wildtyp-Gen. 5-FOA-
Platten wurden durch Lésen von nur 12 mg Uracil und 1 g 5-FOA pro Liter SC-Medium
hergestellt. Fur Can-Platten wurden 60 mg Canavanin pro Liter SC-Medium ohne
Arginin verwendet. Fur die Selektion auf den Austausch eines Gens durch eine

KanMX6-Kassette wurden 250 pg/ml G418 zugegeben.
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SMD-Medium

2 % Glukose
0,6 % YNB

10 % SMD-Mix
SMD-Mix

0,3 g Alanin, Arginin, Asparaginsaure, Asparagin, Cystin, Glutamin, Glutaminsaure,
Glycin, Isoleucin, Lysin, Methionin, Phenylalanin, Prolin, Serin, Threonin, Tryptophan,
Tyrosin, Valin, Adenin

0,8 g Histidin, 2 g Leucin, 3,2 g Uracil

in 1 I Wasser losen, autoklavieren

SMD-Medium wurde zur Anzucht von BY4741-Zellen fur die Untersuchung des

Apoptoseverhaltens verwendet.

Die haploiden S. cerevisiae-Stamme, die in dieser Arbeit verwendet wurden, sind in
Tabelle 1 aufgelistet. Die meisten Stdmme sind isogene Derivate von MKPO.
Deletionsmutanten wurden durch Ersetzen des jeweiligen ORF durch Homologe
Rekombination in vivo generiert (Knop et al.,, 1999). Dafur wurden PCR-Produkte
verschiedener Marker-Kassetten (HIS3MX6, KANMX6, LEUZ2) verwendet (Wach et al.,
1994; Wach et al., 1997), deren Enden zu anschlieBenden Regionen des jeweiligen
auszuschaltenden Gens komplementar sind (Abbildung 9). Bei der Konstruktion der
Deletionsmutante rad50 bzw. sgs?1 wurde nur der vordere Teil des ORF gegen die
Marker-Kassette ausgetauscht.

Fur den Knockout von NTG2 wurde das Rsal-Hincll-Fragment aus dem Vektor pGEM-T
ntg2::TRP1 (Doktorarbeit Idoia Gomez-Paramio, 2007) an Stelle eines PCR-Produktes
verwendet. Dadurch wird in der Mutante das NTG2-Gen von einer TRP1-Kassette
unterbrochen.

Fir die Herstellung von Mutanten mit verkirzten XRS2-Allelen wurden die Ylplac128-
basierten Plasmide Ylpxrs2-84M, Ylpxrs2-228M, Ylpxrs2-630 und YIpxrs2-664 mit dem
Restriktionsenzym Clal verdaut und zur gezielten Integration in den leu2-3-112-Lokus
in die xrs2 Deletionsmutante eingebracht. Fur die Konstruktion dieser integrativen
Plasmide wurden die Xhol-BamHI-Fragmente der Plasmide pMS278 (xrs2-84M),
pMS279 (xrs2-228M), pMS264 (xrs2-630) und pMS394 (xrs2-664), erhalten von M.
Shinohara (Shima et al., 2005), in die Sall-BamH| Stelle von Ylplac128 transferiert. Als
Kontrolle wurde zusatzlich der gesamte XRS2-ORF in die xrs2-Deletionsmutante
eingefuhrt. Fur die Klonierung des Vektors YIpXRSZ2 wurde ein Nhel-Stul verdautes
PCR-Amplifikat des XRS2-Gens gegen das verkirzte XRS2-Allel in Ylpxrs2-664

ausgetauscht. Alle Mutationen wurden durch PCR-Analyse bestatigt.
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Tabelle 1: In dieser Arbeit verwendete S. cerevisiae-Stamme

Stamm Genotyp Referenz
Mata, can1-100, ade2-1, lys2-1, ura3-52,
MKPO leu2-3-112, his3-A200, trp1-4901, RAD B.A. Kunz
MKPO xrs2 Derivat von MKPO mit XRS2::KANMX6 (Steininger, 2005)
MKPO rad50 Derivat von MKPO mit RAD50::LEU2 diese Arbeit
MKPO mre11 Derivat von MKPO mit MRE11::HIS3MX diese Arbeit
MKPO XRS2 Derivat von MKPO xrs2 mit XRS2 diese Arbeit
MKPO xrs2-84M Derivat von MKPO xrs2 mit xrs2-84M diese Arbeit
MKPO xrs2-228M Derivat von MKPO xrs2 mit xrs2-228M diese Arbeit
MKPO xrs2-630 Derivat von MKPO xrs2 mit xrs2-630 diese Arbeit
MKPO xrs2-664 Derivat von MKPO xrs2 mit xrs2-664 diese Arbeit
MKPO sgs1 derivative of MKPO mit SGS1::HIS3MX6 diese Arbeit
Derivat von MKPO mit XRS2::KANMX®6, . .
MKPO xrs2sgs1 SGS1-HIS3MX6 diese Arbeit
MKPO srs2 Derivat von MKPO mit SRS2::LEU2 S. Steinhbl
Derivat von MKPO mit XRS2::KANMXE®6, . .
MKPO xrs2srs2 SRS2L EU2 diese Arbeit
MKPO rad52 Derivat von MKPO mit RAD52::KANMX6 (Mortl et al., 2008)
MKPO ku70 Derivat von MKPO mit KU70::LEU2 (Mortl et al., 2008)
MKPO apn1 derivative of MKPO mit APN1::LEU2 S. Mortl
Derivat von MKPO mit APN1:.LEU?2, . .
MKPO apn1xrs2 XRS2 KANMX6 diese Arbeit
MKPO ntg1 Derivat von MKPO mit NTG1::URA3 S. Moértl
Derivat von MKPO mit NTG1::URAS3, . .
MKPO ntg1ntg2 NTG2:TRP1 diese Arbeit
Derivat von MKPO mit NTG1::URA3, . .
MKPO ntg1ntg2xrs2 NTG2::TRP1, XRS2::HIS3MX6 diese Arbeit
Derivat von MKPO mit APN1::LEU2, i
MKPO apnintgintg2 NTG1:URA3, NTG2:: TRP1 S. Mortl
Derivat von MKPO mit APN1::LEU2, . .
MKPO apn1ntg1ntg2xrs2 | \rc1.-URA3, NTG2:: TRP1, XRS2:-HIS3Mx6 | 9iese Arbeit
MKPO ogg1 Derivat von MKPO mit OGG1::HIS3MX6 diese Arbeit
Derivat von MKPO mit OGG1::HIS3MXE6, . .
MKPO ogg1xrs2 XRS2 KANMX6 diese Arbeit
BY4741 MATa; his3A1; leu2A0; met15A0; ura3A0 EUROSCARF
BY4741 xrs2 Derivat von BY4741 mit XRS2::KANMX®6, EUROSCARF
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Primer-fw ~
Marker-Kassette | |

~ Primer-rev

Amplifizierung mittels PCR

PCR-Produkt

] -

chrom. Genlokus IATG TAAI

v
Testprimer-rev

Austausch durch HR

Testprimer-fw
chrom. Genlokus — |—
in Deletionsmutante AN
Testprimer-rev

Abbildung 9: Konstruktion von Deletionsmutanten

Mit Hilfe von Primern, deren Enden zu benachbarten Regionen des auszuschaltenden Gens
komplementar sind, wurde ein PCR-Produkt generiert, das in der Hefezelle tGiber HR gegen das Gen
ausgetauscht werden kann. Mit Hilfe von Testprimern kann anhand der Grol3e des entstehenden
PCR-Produkts die Deletion bestatigt werden.

Zur Analyse der Mutationsfrequenz sowie fur die Untersuchungen des
Apoptoseverhaltens in Wildtyp-Zellen und in der xrs2-Deletionsmutante wurden

Derivate von BY4741 verwendet.

3.1.5.2 Bakterien

LB-Medium

1 % Trypton

0,5 % Yeast-Extract

1 % NacCl

in Wasser losen, pH 7,0 einstellen, auf 1 | auffillen, autoklavieren

Als Standardmedium fir die Anzucht von Bakterien wurde LB-Medium verwendet. Fir
Plattenmedium wurden 20 g Bacto-Agar zugefugt. Wenn fur die Selektion auf ein

Plasmid bendétigt, wurden 100 mg/ml Ampicillin steril zugeben.
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DH5a zur Amplifizierung von Ylplac128-basierten Plasmiden:

F $808/acZAM15 A(lacZYA-argF)U169 deoR recAl endAl hsdR17(rg-,mg+)phoA
SupE44 )" thi-1 gyrA96 relAl

ER2925 zur Amplifizierung von pJD4His:

Ara-14 leuB6 fhuA31l lacY1l tsx78 glnV44 galK2 galT22 mcrA dcm-6 hisG4 rfbD1
R(zgbh210::Tn10)TetS endAl rpsL136 dam13::Tn9 xylA-5 mtl-1 thi-1 mcrB1 hsdR2

3.1.6 Oligonukleotide

Berechnung der Anlagerungstemperatur T, nach der Wallace-Regel:

Ta=[mx2°C+nx4°C]-5°C
m = Anzahlvon Aund T
n = Anzahl von C und G

Diese Anlagerungstemperatur wird fur die Bindung der Oligonukleotide an die DNA in
PCR-Reaktionen verwendet. Die Schmelztemperatur Ty liegt 5°C Uber der

berechneten Anlagerungstemperatur.

Samtliche hier aufgelisteten Oligonukleotide wurden, wenn nicht anders
gekennzeichnet, von Metabion GmbH, Martinsried bezogen. Die Lagerung erfolgte bei
— 20 °C.

3.1.6.1 Oligonukleotide zur Generierung von Deletionsmutanten

Bezeichnung Sequenz Twm

Xrs2-KanMX-fw 5°- AAG CAG AAT TTT GTA ATA GAT GAG CAA CAATAC TGA 84,4°C
GAA GGT GAT AAC TAT AAA TTT GGG TCA CCC GGC CAG
CG-¥

Xrs2-KanMX-rev 5°- CGA ATG ATA ATG CAA AAT ATA ATT TAA TGA AAT TGG 8l1,1°C
AAA TAC TCG GAA AAT TTA TCA GAT GGC GGC GTT AGT
ATC G -3

Rad50-Leu2-fw 5-TCT TTA ATT CTA AGA AGT GGT AGC AAC CAT TGA GAG 86,0 °C
GCA AAT CAC CGA AAC GCG CGA GAC GAAAG -3

Rad50-Leu2-rev 5- ATT CAT CTT CCT TTG TTG GTC CCT TAATTC ATC AAC 85,0°C

AGT TAG GCC AAC TGT GGG AAT ACT CAG G -3

Mrel1-His3MX-fw 5- ACG CAA GTT GTA CCT GCT CAG ATC CGA TAA AAC 87,0°C
TCG ACT AGC TTG CCT CGT CC -3

Mrell-His3MX-rev 5°- AAT GGC ATA CCT TGT TGT TCG CGA AGG CAA GCC 89,0°C
CTT GGT TGG ATG GCG GCG TTA GTATCG -3

Sgs1-His3MX-fw 5°- TAT ATATTT AAA AAA TCA TAC ACG TAC ACA CAA GGC 78,7 °C
GGT AAG CTT GCC TCG TCC CCG CCG GGT CAC -3

Sgsim-His3MX-rev ~ 5- TTG GGA GAC CAA GAT GGT GGT GGG TGT TCA TTG 80,3°C
TCA CCT IGG ATG GCG GCG TTA GTATCG -3
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0Ogg1-His3MX-fw 5- AGC GTC CTG ATT CAT AAT TGC GAT TTT ATT TAT CAA 84,0°C
CCA GAG CTT GCC TCG TCC -3

0Oggl1-His3MX-rev 5-ATC GCC TTT TCG GTC GCG TGC TTT TAT CGT GGT ATT 87,0°C
TAC TTG GAT GGC GGC GTT AGT ATC G -3

Die unterstrichenen Bereiche sind komplementar zu Sequenzen der Plasmide pFA6a-
kanMX6, pFA6a-HIS3MX6 und Ylplacl28, die als Matrize fur die Amplifizierung von
KanMX6, HIS3MX6 und LEUZ2 dienten. Die restlichen Sequenzen sind zu den

Hefegenen homolog, die substituiert werden sollen.

3.1.6.2 Oligonukleotide zur Uberpriifung von Gendeletionen

Bezeichnung Sequenz Twm

Xrs2-fw 5°- CAT CAC TAA ACT TAA GAC TAC TCC -3 60,1 °C
Xrs2-rev 5- CAG TTA ATG CCT CCA GCA ACC -3 61,3 °C
Rad50-fw 5°- TGT CTT CAT CTG AGA TAA GGT TCC -3’ 62,0 °C
Rad50-rev 5°- AAT GGT TTT CCT CAG TTC ACG -3’ 57,0 °C
Mrell-fw 5°- TAC CCA ACC AAA CTG ACT TAA GG -3 61,0 °C
Mrell-rev 5°- CGA ACA AAA GAG CAA AGG CTG GAA -3 64,0 °C
Sgsi1-fw 5°- GCA CAT ATA ACA AGA AAC TCG AGC -3 59,3 °C
Sgsl-rev 5’- TCC AGA CTATCT ATT CGT ATC G -3 56,5 °C
Sgsim-His3MX-rev  5- TTG GGA GAC CAA GAT GGT GGT GGG TGT TCATTG 80,3 °C

TCA CCT TGG ATG GCG GCG TTAGTATCG -3

Oggl-fw 5- TTA AGA GAT GAG CTG AAC AG -3 54,0 °C
Oggl-rev 5-TCAATC ATTACCTTT CAAGC -3 52,0 °C

3.1.6.3 Oligonukleotide fur die Konstruktion des Vektors YIpXRS2

Bezeichnung Sequenz Twm
Xrs2-start 5°- GAT AAC TAT AAA CAT ATG TGG GTAGTAC -3 59,2 °C
Xrs2-stop 5- GGAAAATTT ATC GCTAGC CTTTTC TTC TTT TG -3° 63,1 °C

3.1.6.4 Oligonukleotide zur Uberpriifung eines Crossover-Ereignisses

Bezeichnung Sequenz Tw

P1 5°- AAC CTG CAG GAA ACG AAG ATA AAT CAT GTC GAA AGC 72,7 °C
TAC GTA TAA GGA AC -3

P2 5-GTG AAG TCATTG ACA CAG TCT GTG -3 63,5 °C
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3.1.6.5 Oligonukleotide fur in vitro-BER-Analysen

Bezeichnung Sequenz Tw

BER1 5’- GCC CTG CAG GTC GAU TCT AGA GGA TCC CCG GGT AC -3 81,0 °C
BER2 5- GTA CCC GGG GAT CCT CTA GAG TCG ACC TGC AGG GC -3’ 82,0 °C
BER3* 5- GCC CTG CAG GTC GAG*™ TCT AGA GGA TCC CCG GGT AC-3° 81,0°C
BER4 5- GTA CCC GGG GAT CCT CTA GAC TCG ACC TGC AGG GC -3’ 82,0 °C
BERS5 5’- GCC CTG CAG GTC GAC -3’ 52,0 °C
BER6 5°- AGA GGA TCC CCG GGT AC -3 56,0 °C
BER7 5- GCC CTG CAG GTC GA -3 48,0 °C

* von der Firma BioSpring GmbH, Frankfurt am Main

3.1.7 Vektoren

3.1.7.1 Vektoren zur Amplifizierung von Marker-Kassetten fiir Genaustausch

Der Vektor pFA6a-kanMX6 (Wach et al., 1994) enthalt neben dem Ampicillin-
Resistenzgen (AmpR) fur die Selektion in E. coli und einem Replikationsursprung (ori)
eine KanMX6-Kassette (Abbildung 10). Diese Kassette enthalt den TEF-Promotor
(Pter) und den TEF-Terminator (Ttgr) aus A. gossypii, die ein Kanamycin-Resistenzgen
flankieren. Mit Hilfe von PCR wurde die KanMX6-Kassette amplifiziert und fur die
Konstruktion von Deletionsmutanten verwendet.

Fur die Amplifizierung der Marker-Kassette HIS3MX6 wurde der Vektor pFAG6a-
HIS3MX6 (Wach et al., 1997) verwendet. Statt des Kanamycin-Resistenzgens liegt hier
zwischen Ptgr und Trge das Auxotrophiegen HIS3 zur Synthese von Histidin aus
Sz. pombe.

Ylplacl128 (Gietz und Sugino, 1988) (ndhere Beschreibung unter 3.1.7.3) diente der
Amplifizierung des Auxotrophiemarkers LEU2 zur Synthese von Leucin. Das PCR-

Produkt wurde ebenfalls fur die Konstruktion von Deletionsmutanten verwendet.
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AmpR
3197 00 W KanR

pFA6a-kanMX6

TTEF

3998 bp

Abbildung 10: Vektor pFA6a-kanMX6

Schematische Darstellung des Vektors pFA6a-kanMX6 mit den wichtigsten funktionellen Elementen.
Mit Hilfe von PCR wurde die KanMX6-Kassette (Prge+ KanR + T1gr) zur Konstruktion von
Deletionsmutanten amplifiziert.

3.1.7.2 Vektor fur die NTG2-Gendisruption

pGEM-T ntg2::TRP1 (Abbildung 11) ist ein Derivat von pGEM-T Easy Vector
(Promega). Mit Hilfe der tGberh&ngenden T-Enden wurde ein 1,9 kb groRes Fragment
des NTG2-Gens in das LacZ-Gen des Vektors eingebracht und durch eine TRP1-
Marker-Kassette fir die Synthese von Tryptophan unterbrochen (Gomez-Paramio,
2007). Fur die NTG2-Gendisruption wurde das Rsal-Hincll-Fragment aus dem Vektor
isoliert und in S. cerevisiae-Zellen eingebracht. Durch Homologe Rekombination des
Restriktionsfragmentes mit dem chromosomalen NTG2-Lokus wird das TRP7-Gen in

das auszuschaltende Gen eingebaut.

3821

pGEM-T ntg2::TRP1 [ T*F*
4775 bp

Abbildung 11: Vektor pGEM-T ntg2::TRP1

Schematische Darstellung des Vektors pGEM-T ntg2::TRP1 mit den wichtigsten funktionellen
Elementen. Das Rsal-Hincll-Restriktionsfragment diente der Gendisruption von NTG2.
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3.1.7.3 Vektoren fiur die Konstruktion von Mutanten mit verklrzten XRS2-
Allelen

Fur die Herstellung von Mutanten mit verkirzten XRS2-Allelen musste die xrs2-
Deletionsmutante mit integrativen Plasmiden transformiert werden, die die benétigten
Sequenzen inklusive Promotor- und Terminator-Region tragen. M. Shinohara stellte
freundlicherweise die Ylplac211-basierten Plasmide pMS278 (xrs2-84M), pMS279
(xrs2-228M), pMS264 (xrs2-630) und pMS394 (xrs2-664) zur Verfligung (Shima et al.,
2005). Neben einem mutierten xrs2-Allel enthélt jedes Plasmid sowohl die Promoter-
Region von XRS2 (Chromosom 1V 1219010-1217570) als auch Sequenzen hinter dem
XRS2-Gen (Chromosom IV 1215002-1214802). Da diese Vektoren jedoch in den
URAS3-Lokus integrieren und das URA3-Gen spéateren Analysen der Reparatur von
Mikrodeletionen dienen sollte, konnten die Plasmide nicht in dieser Form verwendet
werden. Daher wurden die Xhol-BamHI-Fragmente der Vektoren in die Sall-BamHI
Stelle von Ylplac128 (Gietz und Sugino, 1988) transferiert. Durch diese Klonierung
entstanden die Plasmide Ylpxrs2-84M, Ylpxrs2-228M, Ylpxrs2-630 und Ylpxrs2-664.
Fir die Herstellung des Vektors YIpXRS2 wurde das gesamte XRS2-Gen aus Wildtyp-
Zellen mit Hilfe der Primer Xrs2-start und Xrs2-stop amplifiziert und das Nhel-Stul
verdaute PCR-Fragment gegen das verkiirzte XRS2-Allel in Ylpxrs2-664 ausgetauscht.
Der Vektor Ylplac128 (Abbildung 12) enthalt im LEU2-Gen eine singuléare Schnittstelle
fur das Restriktionsenzym Clal. Dadurch kann der Vektor linearisiert werden und durch
Transformation von Hefezellen in den leu2-3-112-Lokus integrieren. Die Sall- und
BamHlI-Schnittstellen liegen zwischen dem LacZ-Gen und dessen Promotor, so dass

ein ORF, der mit Hilfe dieser Enzyme eingebracht wird, exprimiert werden kann.

Sall 252
LacZ Prom BamHI 264

Ylplacl28
4302 bp

LEU2
AmpR

Clal 1738

Abbildung 12: Vektor Ylplac128

Schematische Darstellung des Vektors Yiplac128 mit den wichtigsten funktionellen Elementen. Mit
Hilfe der Restriktionsenzyme Sall und BamHI wurden verkirzte XRS2-Allele hinter den LacZ-
Promotor kloniert. Der durch Clal-Verdau linearisierte Vektor kann in den chromosomalen LEU2-
Lokus von Hefezellen integrieren.
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3.1.7.4 Vektor zur Analyse der Reparatur von Mikrodeletionen in S. cerevisiae

Abbildung 13 zeigt den Vektor pJD4His (Steininger, 2005; Steininger et al., 2008), ein
Derivat von YpJA18 (Jha et al., 1993; Mortl et al., 2008). Der Vektor wurde fir die
Untersuchung der Reparatur von Mikrodeletionen in S. cerevisiae konstruiert. Neben
Ampicillin zur Selektion in E. coli besitzt der Vektor die Selektionsgene TRP1 (Gen fur
die Tryptophansynthese) und URA3 (Gen fir die Uracilsynthese). Mit Hilfe der
Restriktionsenzyme Apal und Ncol wurden 169 bp aus dem URA3-Gen durch eine
HIS3MX6-Kassette (Gen fur die Histidinsynthese) ausgetauscht. Die ARS-Sequenz
dient der eigenstandigen Replikation des Vektors in Hefezellen. Da die CEN4-Sequenz
fur die chromosomen-ahnliche Segregation deletiert wurde, kann der Vektor Uber
Homologe Rekombination in das Genom integriert werden, als auch unter
Selektionsdruck extrachromosomal in der Hefezelle vorliegen. Bei der Analyse der
DNA-Reparatur konnen mit Hilfe dieses Vektors die Reparatureffizienz, die

Reparaturgenauigkeit und die Crossoverfrequenz bestimmt werden.

AmpR TRP1

pJD4His

ARS

Abbildung 13: Vektor pJD4His

Schematische Darstellung des Vektors pJD4His mit den wichtigsten funktionellen Elementen. Mit
Hilfe der Restriktionsenzyme Apal und Ncol kann die HIS3MX6-Kassette ausgeschnitten werden,
was zu einer Mikrodeletion von 169 bp im URA3-Gen fihrt.
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3.2 Methoden

3.2.1 Mikrobiologische Methoden
3.2.1.1 Herstellung kompetenter E. coli Zellen zur Transformation

Damit Plasmid-DNA von Bakterienzellen aufgenommen werden konnte, musste die
Zellwand partiell durchldssig gemacht werden. Diese so genannten kompetenten Zellen
wurden nach der Calciumchlorid-Methode nach Sambrook (Sambrook et al., 1989)
hergestellt.

Von dem gewinschten Bakterienstamm wurde mit einer sterilen Impfose eine UN-
Kultur in sterilem LB-Medium angelegt. Diese wurde dann in frischem LB-Medium
1:100 verdinnt, und solange bei 37 °C geschiittelt, bis eine optische Dichte von 0,3 bis
0,4 bei einer Wellenlange von 600 nm (ODggo) erreicht wurde. Die Zellen wurden durch
Zentrifugation (4000 rpm, 4 °C, 15 min) geerntet, der Uberstand verworfen und die
Zellen sofort auf Eis gestellt. Das Sediment wurde anschlie3end in 245 ml eiskalter
Calciumchlorid-Tris-L6sung grundlich resuspendiert und 20 min auf Eis inkubiert. Nach
einer weiteren Zentrifugation (15 min, 4000 rpm, 4 °C) wurde der Uberstand wiederum
verworfen, das Sediment in 5 ml Calciumchlorid-Tris-Losung aufgenommen und 2 h auf
Eis inkubiert. SchlieRlich wurde Glycerin bis zu einer Endkonzentration von 15 %
zugegeben und die Suspension in 200 ul Aliquots aufgeteilt. Wurde die Zellsuspension

nicht sofort weiter verwendet, konnten Aliquots bei —80 °C gelagert werden.

3.2.1.2 Transformation von E. coli-Zellen mittels Hitzeschock

Kompetente Bakterien konnen dazu veranlasst werden, Plasmid-DNA aufzunehmen,
indem sie einem Hitzeschock ausgesetzt werden (Lederberg und Cohen, 1974).

Die kompetenten Zellen wurden zunachst auf Eis aufgetaut und mit 50 ng Plasmid-DNA
oder 10 pl Ligationsansatz gemischt. Nach 20 min Inkubation auf Eis wurden die Zellen
fur 2 min einem Hitzeschock bei 42 °C ausgesetzt. Anschlie3end wurden die Zellen
nochmals kurz auf Eis gestellt und mit 900 ul LB-Medium versetzt. Es folgte eine
Inkubation von 45 min bei 37 °C unter Schiitteln. Von der Zellsuspension wurden 10 %
und 90 % auf Agarplatten mit dem entsprechenden Resistenzantibiotikum ausplattiert
und UN bei 37 °C inkubiert.
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3.2.1.3 Flussigkultur zur Anzucht und Plasmidpraparation von E. coli

Um Plasmid-DNA aus E. coli-Zellen zu isolieren, wurden diese in Flussigkultur
angezuichtet.

Die Bakterien wurden hierzu mit einer sterilen Impfose von der Oberflache einer
Gefrierkultur abgenommen und in das benétigte Volumen LB-Medium dberfihrt.
Zusatzlich musste dem Medium das entsprechende Antibiotikum in geeigneter
Konzentration zur Selektion zugefugt werden. Die Zellen wurden 12 — 16h bei 160 —
200 rpm und 37 °C geschuttelt.

3.2.1.4 Anlegen von Gefrierkulturen

Da Flussigkulturen nur kurz und Agarplatten im Kihlschrank nur bis zu vier Wochen
gelagert werden konnen, wurden zur langerfristigen Aufbewahrung Gefrierkulturen
angelegt. Dazu wurden Zellen aus 2 ml einer UN-Flussigkultur 10 min bei 5000 rpm
pelletiert, der Uberstand verworfen und das Sediment in 800 ul LB-Medium
aufgenommen. Die Kultur wurde mit 200 ul sterilem 87 %igem Glycerin versetzt,

gemischt und bei —80 °C eingefroren.

3.2.2 Molekularbiologische Methoden
3.2.2.1 Photometrische Bestimmung der DNA-Konzentration

Bei der photometrischen  Bestimmung von  Nukleinsduren wird das
Absorptionsmaximum von Nukleinsduren bei einer Wellenlange von 260 nm
ausgenutzt. Das Absorptions-Maximum von Proteinen hingegen liegt bei 280 nm.
Bestimmt man das Verhdaltnis der Absorptionen bei 260 nm und 280 nm, lasst sich die
Reinheit der Nukleinsauren abschétzen. In einer reinen DNA-L6sung sollte der Quotient
260 nm / 280 nm zwischen 1,8 und 2,0 liegen. Eine Absorption bei 260 nm von 1,0
entspricht einer DNA-Konzentration von 50 pg/ml.

Zunachst wurde fir die Konzentrationsbestimmung der Nullwert mit demjenigen Puffer
bzw. Wasser eingestellt, in dem die zu bestimmende DNA geldst war. Danach konnte
ein Aliguot der DNA bzw. bei hoher konzentrierten L&sungen ein Aliquot einer

Verdinnung gemessen werden.
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3.2.2.2 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Durch PCR konnen Nukleotidsequenzen in millionenfacher Kopie hergestellt werden.
Dazu werden kurze Oligonukleotide (Primer) bendtigt, die sequenz-spezifisch an die
DNA-Matrize hybridisieren (annealing) und das zu amplifizierende Stick einschlie3en.
Vom 3°- Ende der Oligonukleotide synthetisiert die hitze-stabile Tag-Polymerase den
neuen Strang (Elongation). Durch Erhitzen wird der entstandene DNA-Doppelstrang
getrennt (Denaturierung) und die Oligonukleotide kénnen sich erneut an die DNA
(Matrize oder Amplifikat) anlagern. Durch zyklisches Wiederholen dieses Prozesses
kann die DNA somit exponentiell vermehrt werden.

Die Matrizen-DNA (0,1 — 5 pl) wurde mit 1/10 Endvolumen 10 x PCR-Puffer, 1,5 mM
MgCl,, 0,2 mM dNTP-Mischung, je 0,5 mM des 3°- und 5"- Oligonukleotids und 1 U
Taq-Polymerase | 100 pl PCR-Ansatz versetzt und mit Wasser auf das Endvolumen
aufgefullt.

Die Reaktionen wurden nach folgendem Grundschema im Thermocycler durchgefihrt:

3 min 95 °C
. ~
45 sec 95 °C (Denaturierung)
45 sec 50 — 60 °C (Anlagerung)
(Temperatur abhangig vom GC- - 35 Zyklen
Gehalt der Oligonukleotide)
1 min/1 kb erwar- 72 °C (Elongation)
teter Produktlange D

5 min 72 °C
3.2.2.3 Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Endonukleasen werden verwendet, um gezielte Doppelstrangbriiche in der DNA zu
erzeugen. Dies wurde zum spezifischen Einbringen von DNA-Fragmenten (Klonierung),
zur Uberprifung der DNA-Sequenz sowie zur Vorbereitung des Vektors pJD4His fiir
den Reparaturversuch genutzt. Jede Restriktionsendonuklease erkennt eine
spezifische Sequenz, an der sie schneidet und dabei freie 3"-Hydroxylgruppen und
5 -Phosphatgruppen erzeugt. Einige Enzyme kdnnen nur schneiden, wenn die
Erkennungssequenz methyliert bzw. nicht methyliert ist.

Die DNA-Menge (300 ng — 40 pug), die gespalten werden sollte, wurde mit 1/10
Endvolumen 10 x Puffer versetzt, in dem das entsprechende Enzym die optimale
Aktivitat besitzt. Wurden mehrere Enzyme gleichzeitig verwendet, musste ein Puffer

gewahlt werden, in dem alle Enzyme mdglichst optimale Aktivitat besitzen. War dies auf
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Grund der Pufferzusammensetzungen oder der optimalen Reaktionstemperaturen nicht
maoglich, wurde die DNA zwischen dem Verdau mit dem ersten Enzym und dem Verdau
mit dem zweiten Enzym gefallt. Pro pg DNA wurden 1 -2 U Enzym zugegeben, der
Ansatz mit Wasser auf das Endvolumen aufgefillt, gemischt und bei der fir die
Restriktionsendonuklease optimalen Temperatur inkubiert. Analytische Verdau-
reaktionen wurden fiir 1,5 -2 h inkubiert, praparative Reaktionen UN. Die Spaltung

wurde auf einem Agarosegel Gberprift.

3.2.2.4 Reinigung von PCR-Produkten bzw. Restriktionsansatzen

Die Reinigung von PCR-Produkten bzw. Restriktionsfragmenten mit einer Grol3e von
100 bp bis 10 kb erfolgte mittels des QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen). Die
Mikrosaulen ermoglichen dabei die Abtrennung von DNA-Fragmenten von
Desoxynukleotiden, Oligonukleotiden sowie Oligonukleotid-Dimeren. Zusatzlich werden
stérende Enzyme und Salze entfernt.

Die DNA-L6sung wurde zunadchst mit 5 Vol Puffer PB versetzt, gemischt und auf eine
QIAquick Saule pipettiert. Durch 30 — 60 sec Zentrifugation bei 13000 rpm wurde die
DNA an die Saulenmatrix gebunden und mit 0,75 ml Puffer PE gewaschen. Um
Ethanolreste des Puffers vollstindig zu entfernen, wurde ein weiterer
Zentrifugationsschritt durchgefiihrt. AnschlieRend wurde die DNA mit 2 x 30ul Wasser
eluiert. Dazu wurde das Wasser zunachst in das Zentrum der S&ule pipettiert, 1 min

inkubiert und wiederum 30 — 60 sec zentrifugiert.

3.2.2.5 Gelelektrophoretische Auftrennung von DNA-Fragmenten

Nukleinséduren lassen sich mittels Gelelektrophorese ihrer Gr6R3e nach auftrennen. Als
Gelmatrix finden Agarose- und Polyacrylamidgele Verwendung.

Fur Fragmente zwischen 500 bp und 8000 bp eignen sich 0,8 %ige Agarosegele,
wahrend fur die Auftrennung kleinerer Fragmente das Gel héherprozentig sein sollte.
Die entsprechende Menge Agarose wurde in 1 x TBE-Puffer in der Mikrowelle
aufgekocht und bis zur Verwendung in fliissiger Form bei 60 °C gelagert. Bei Gebrauch
wurde die Agarose in einen Geltrager gegossen, fur die Taschen wurde ein Kamm
eingesetzt. Nach dem Erstarren wurde das Gel in eine Gelkammer Uberfihrt, wo es mit
1 x TBE als Laufpuffer Giberschichtet wurde. Die zu analysierenden Proben wurden mit
1/5 Vol 6 x DNA-Auftragspuffer versetzt und in die Taschen pipettiert. Um die Langen

abschatzen zu konnen, wurde zusatzlich eine Spur mit einem DNA-Langenstandard
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beladen. Die Spannung zur Auftrennung betrug zwischen 90V und 120V.
AnschlieRend wurde das Gel 15 — 20 min unter Schitteln in EB-LOsung gefarbt und mit
Hilfe von Geldoc 2000 unter UV-Licht dokumentiert.

Wegen der kleineren Poren in Polyacrylamidgelen eignen sich diese zur Auftrennung
besonders kleiner DNA-Molekile, bis hin zur Unterscheidung einzelner Basenpaare.
Fur die Auftrennung der DNA-Fragmente bei der Analyse der Basenexcisionsreparatur
wurden 18 %ige bzw. 24 %ige denaturierende Gele verwendet. Entsprechende
Mengen Acrylamid/BisAA, Harnstoff, Tris, Borsaure und EDTA konnten bereits im
Vorhinein gemischt und bis zur Verwendung bei 4 °C gelagert werden. Durch Zugabe
von 0,1 % APS und 0,005 % TEMED wurde die Polymerisation eingeleitet und das
Polyacrylamidgel in die mit EtOH gesauberte und zusammengebaute Gelapparatur von
Pharmacia Biotech bzw. von C.B.S. Scientific gegossen. Zur kompletten
Auspolymerisation wurde das Gel UN bei 4 °C gelagert. AnschlieRend wurde das Gel
in die entsprechende Gelkammer eingespannt und diese mit 1 x TBE als Laufpuffer
gefillt. Die zu analysierenden Proben wurden mit 1 Vol DNA-Auftragspuffer versetzt.
2 min Erhitzen auf 72 °C sowie das Formamid im Auftragspuffer denaturierten die
Proben. Der Harnstoff im Gel sorgte dafir, dass die Molekile auch wahrend des Laufs
denaturiert blieben. Um Harnstoffreste und in die Taschen diffundierte Salze zu
entfernen, wurden die Probentaschen vor dem Auftragen der Proben mit Laufpuffer
gespult. FUr die Langenabschatzung wurde zusatzlich eine Spur mit einem selbst
hergestellten DNA-Langenstandard (3.2.9.3) beladen. Um eine bessere Auftrennung zu
gewahrleisten, sollte das Gel vor dem Auftragen der Proben zunéchst einen Vorlauf fur
30 min bei 600V, 25 mA, 100 W durchlaufen haben. Die Auftrennung der Proben
erfolgte dann fiir ca. 1,5 h bzw. 5 h bei 600 V, 25 mA, 100 W.

3.2.2.6 Isolierung und Aufreinigung von DNA aus Agarosegelen

Wird ein bestimmtes Restriktionsfragment flr weitere Untersuchungen in gereinigter
Form bendtigt, kann eine Gelreinigung durchgefihrt werden.

Zu diesem Zweck wurde ein 0,6 — 0,8 %iges Agarosegel in 1 x TAE-Puffer mit grof3en
Auftragstaschen gegossen. Die Auftrennung erfolgte bei 90 — 120 V. Nach der EB-
Farbung wurde die benétigte Bande unter UV-Licht mit einem sauberen Skalpell
ausgeschnitten und in ein Reaktionsgefall tUberfuhrt. Die Gelextraktion selbst erfolgte
mit Hilfe des Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up Systems (Promega). Dazu wurde die
Agarose bei 55 °C in 1 Vol Membrane Binding Solution gelost. Die Minisaule des Kits
wurde mittels Vakuum-Adapter auf die Vakuum-Station gesteckt. Anschlielend konnte
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die DNA-Mischung auf die S&ule pipettiert werden und 1 min einwirken. Mit Hilfe des
Vakuums wurde die Losung durch die S&ule gesaugt und die DNA gebunden. Es
folgten zwei Waschschritte mit 700 pl bzw. 500 pl Membrane Wash Solution. Um
Ethanolreste zu entfernen, wurde die Saule anschlieBend in ein Sammelgefald
Uberfuhrt und fir 5 min bei 16000 g zentrifugiert. Die Elution erfolgte mit 50 pl Wasser
(2 min RT, dann 1 min / 16000 Q).

3.2.2.7 Isolierung von Plasmid-DNA in kleinem Mafl3stab (Miniprep)

Die Isolierung kleinerer Mengen Plasmid-DNA erfolgte mit Hilfe des QIAprep 8 Miniprep
Kit (Qiagen). Dazu wurden zunéachst einzelne E. coli-Kolonien mit Hilfe eines sterilen
Zahnstochers von der Agarplatte aufgenommen und in je 4 ml LB-Medium, das mit dem
entsprechenden Antibiotikum versetzt wurde, gegeben. Nach Inkubation im Schuttler
bei 37 °C UN wurden die Zellen durch 10 min Zentrifugation bei 5000 rpm geerntet. Die
Uberstande wurde verworfen und die Pellets in 250 pl Puffer P1, der RNaseA enthalt,
aufgenommen. Durch Zugabe von 250 pl Puffer P2 wurden die Zellen mit NaOH / SDS
alkalisch lysiert. Zugabe von 350 ul Puffer N3 (Kaliumacetat) neutralisierte die Lysate
und bewirkte eine Prazipitation der SDS-Protein-Komplexe, an denen sich auch die
genomische DNA befindet. Die kleinere Plasmid-DNA renaturierte und blieb dadurch in
Losung. Nach 10 min Zentrifugation bei 13000 rpm wurden die Uberstande auf
QIAprep-8er-Streifen pipettiert und mittels Vakuum an die S&ulenmatrix gebunden. Es
folgte ein Waschschritt durch Zugabe von 1 ml Puffer PE, um Salzverunreinigungen zu
entfernt. Zur Entfernung von Ethanolresten des Puffers wurden die Saulchenstreifen fur
10 min bei 37 °C getrocknet. Schlie3lich wurde die DNA mit 100 pl Wasser und mit

Hilfe von Vakuum eluiert.

3.2.2.8 lIsolierung von Plasmid-DNA in groRem Mal3stab (Midiprep)

Fur die Isolierung grof3erer Mengen Plasmid-DNA wurden je nach Kopienzahl des
Plasmids 100 bzw. 250 ml Medium einer UN-Flussigkultur benétigt. Der Zellaufschluss
und die Plasmid-Isolierung selbst erfolgten mit Hilfe des PureYield™ Plasmid Midiprep
Systems (Promega).

Die Zellen wurden durch Zentrifugation (20 min / 4000 rpm) geerntet, das Pellet in 3
bzw. 9 ml Cell Resuspension Solution aufgenommen und mit 3 bzw. 9 ml Cell Lysis
Solution versetzt. Nach 3 min Inkubation bei RT wurden 5 bzw. 15 ml Neutralization

Solution zugegeben und erneut grindlich gemischt sowie 3 min bei RT inkubiert. Die
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Abtrennung der Plasmid-DNA von Zellresten und genomischer DNA erfolgte durch
Zentrifugation (10 min / 15000 g). Auf die Vakuum-Station wurde zunéchst eine weil3e
Saule zur Bindung der DNA gesteckt, darauf eine blaue Saule zur Reinigung des
Uberstandes. Danach wurde der Uberstand durch beide Saulen gesaugt. Nach Abzug
der blauen Saule folgten Waschschritte mit 5 ml Endotoxin Removal Wash und 20 ml
Column Wash Solution. Um Ethanolreste zu entfernen, musste das Vakuum fur weitere
30 — 60 sec angelegt bleiben sowie die Spitze der Saule auf ein Papiertuch getippt
werden. AnschlieRend wurde die S&ule in ein 50 ml Falcon-Gefald gesteckt und die
DNA durch zwei Elutionsschritte (600 pl und 400 pl Wasser, 5 min RT, dann 5 min /

3000 rpm) aus der Saule eluiert.

3.2.2.9 Prazipitation von DNA

Um DNA hoher zu konzentrieren oder zu reinigen, kann sie mit Ethanol und
Natriumacetat gefallt werden.

Dazu wurde die DNA-L6sung mit 1/10 Vol 3 M NaAc (pH 5,0) und anschlie3end mit
2,5 Vol 100 %igem EtOH versetzt. Diese Losung wurde 20 min oder UN bei —20 °C
prazipitiert und danach 30 min bei 13000 rpm zentrifugiert. Das Sediment wurde mit
200 pl 70 %igem EtOH gewaschen und 10 min bei 13000 g zentrifugiert, an der Luft
oder bei 30 °C fur 10 min getrocknet und in 100 pl Wasser geldst.

3.2.2.10 Klonierung
3.2.2.10.1 Ligation von Restriktionsfragmenten mit Vektoren

DNA-Ligasen verknlpfen 5 -Phosphatgruppen mit 3"-Hydroxylgruppen.

Um DNA-Fragmente in ein Plasmid einzufiigen, wurde ein molares Verhéltnis von
Plasmid zu Insert von 1:3 eingesetzt. Dadurch wird eine Religation des Plasmids
vermieden. Der Ansatz wurde mit Wasser auf 10 pl aufgefillt und mit 1 pl Quick T4-
DNA-Ligase (Quick Ligation Kit, NEB) sowie 10 pl 2 x Ligase-Puffer versetzt. Zur
Kontrolle wurde das Plasmid ohne Fragment mitgeflihrt. Der Ligationsansatz wurde

5 min bei 25 °C inkubiert und anschlieend in E. coli transformiert (3.2.1.2).

3.2.2.10.2 Religation von Plasmid-DNA

Fir den Plasmid-Reparaturversuch in Hefe musste die Vollstéandigkeit des Plasmid-

Doppelverdaus tberpriuft werden. Dazu wurden 100 ng des verdauten Plasmids auf ein
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Volumen von 10 pl gebracht und mit 10 pl 2 x Ligase-Puffer sowie 1 pl Quick T4-DNA-
Ligase versetzt. Es folgte eine Inkubation von 10 min bei 25 °C. Anschliel3end wurden

50 ng des religierten Plasmids in E. coli transformiert (3.2.1.2).

3.2.3 Zellbiologische Methoden mit S. cerevisiae
3.2.3.1 Hefezellkultur

Hefezellen wurden je nach Verwendung in bzw. auf verschiedenen Plattenmedien bei
30 °C Kkultiviert. Flussigkulturen wurden im Schuttler inkubiert. Alle Medien und
Gegenstande fur die Zellkultivierung wurden zuvor durch Autoklavieren (121 °C,

20 min) sterilisiert.

3.2.3.2 Zellzahlbestimmung bei Hefen

Eine Neubauerzahlkammer und das passende Deckglas wurden mit 70 %igem EtOH
gereinigt. Das Deckglas wurde so auf die Zahlkammer gesetzt, dass sich an den
Auflageflachen Newtonringe ausbildeten, die einen Abstand von exakt 0,1 mm
zwischen Deckglas und Zahlkammer anzeigen. Nun wurden 10 pl der Zellsuspension
an den Spalt, den Glas und Kammer bilden, pipettiert und durch Kapillarkraft unter das
Deckglas gezogen. Unter dem Mikroskop wurden die Zellen von 25 Kleinquadraten
ausgezahlt und die Zelldichte der Suspension nach folgender Gleichung bestimmt:

Summe der Zellen aus 25 Kleinquadraten x 10* x Verdiinnungsfaktor

= Zellzahl / ml Zellsuspension

Der Faktor 10* ergibt sich, da das Produkt der Flache eines GroRquadrates (= 25
Kleinquadrate) (1 mm?®) und der Tiefe der Zahlkammer (0,1 mm) 0,1 pl ist. Um das
Volumen eines Milliliters zu erhalten, muss man mit dem Faktor 10000 multiplizieren.
Eine weitere Maoglichkeit zur Zellzahlbestimmung stellte die Verwendung eines
Zéahlgerates dar. Hierzu wurden 100 pl der Kultur in 10 ml CASYton gegeben und mit
Hilfe des CASY-Counters die Zellen gezahilt.

3.2.3.3 Herstellung einer Hefezellgefrierkultur

2 ml einer UN-Flissigkultur in YEPD wurden 2 min bei 4000 rpm zentrifugiert und das
Pellet in 1 ml Einfriermedium resuspendiert. Gelagert wurden die Kulturen bei —80 °C.
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3.2.3.4 Isolierung chromosomaler DNA aus Hefe

Fur die Isolierung chromosomaler DNA aus Hefezellen wurden 6 — 8 ml YEPD mit einer
Einzelkolonie angeimpft und 36 — 48 h bis zur stationdren Wachstumsphase bei 30 °C
im Schuttler inkubiert. Durch 2 min Zentrifugation bei 4000 rpm wurden die Zellen
geerntet und in 0,2 ml Lysepuffer resuspendiert. Nach Zugabe von 0,3 g Glaskuigelchen
(Sigma G-8772) und 0,2 ml PCI wurden die Zellen fiir einen verbesserten Aufschluss
3 min gemischt. Nach 5 min Zentrifugation bei 4000 rpm/4 °C konnte dann die
wassrige Phase in ein neues Reaktionsgefal® tberfihrt werden und mit 0,15 ml 10 N
Ammoniumacetat sowie 1 ml 100 %igem EtOH versetzt werden, um die DNA zu fallen.
Nach erneuter Zentrifugation fur 2 min bei 15000 rpm /4 °C wurde das Pellet zum
Abbau von RNA in 0,3 ml TER aufgenommen und 10 min bei 65 °C inkubiert. Um die
Effizienz der RNaseA zu erhdhen wurden die Proben zwischenzeitlich kurz gemischt.
AnschlieBend erfolgte eine zweite Fallung durch Zugabe von 0,1ml 10N
Ammoniumacetat und 1ml 100 %igem EtOH. Nach 2 min Zentrifugation bei
15000 rpm / 4 °C wurde das Pellet mit 70 %igem EtOH gewaschen, um Salze zu

entfernen, erneut zentrifugiert und in 50 pl TE aufgenommen.

3.2.3.5 Transformation von Hefezellen

Hefetransformationen wurden nach dem Protokoll von Schiestl & Gietz (Schiestl und
Gietz, 1989) durchgefuhrt. Fir die Vorkultur wurden zunachst 30 ml YPAD-Medium mit
Hilfe einer Impfése mit 3 —5 Kolonien angeimpft und bei 30 °C unter Schitteln UN
inkubiert. Mit Hilfe der Neubauerzahlkammer wurde der Titer (Zellen / ml) bestimmt.
3 x 10° Zellen wurden aus der Vorkultur entnommen und in ein Endvolumen von 100 ml
YPAD uberfuhrt. Danach wurden die Zellen ca. 4 h bei 30 °C bis zu einem Titer von
mindestens 1 x 10’ Zellen / ml inkubiert. AnschlieBend wurde erneut der Titer mit Hilfe
der Neubauerzdhlkammer bestimmt. Die Zellen wurden fir 2 min bei 4400 rpm
abzentrifugiert, in 20 ml Wasser gewaschen und in 20 ml 0,1 M LiOAc resuspendiert.
Es folgte eine Inkubation von 15 min unter Schitteln bei 30 °C. Wiederum wurden die
Zellen 2 min bei 4400 rpm abzentrifugiert und mit 0,1 M LIOAc auf einen Titer von
1 x 10° Zellen / ml eingestellt.

Der Mastermix (1 x) fur die Transformationsansatze wurde folgendermal3en hergestellt:

50 % PEG33s0: 240 [.l'
Salmon sperm DNA (3,2 mg/ml): 15 pl
1 M LiOAc: 31l
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Die Trager-DNA aus Lachssperma wurde dabei zunachst 10 min bei 100 °C inkubiert,
um die Stréange zu denaturieren, und bis zur Verwendung auf Eis gehalten.

Die Transformationsansatze setzten sich folgendermafl3en zusammen:

Mastermix: 286 pl

DNA: 1 pg in einem Vol von 20 pl

Kompetente Zellen: 95 pl

Die Ansatze wurden fur 30 min bei 30 °C inkubiert und anschlieRend 20 min einem
Hitzeschock bei 42 °C ausgesetzt. Nach 5 min Zentrifugation bei 5000 rpm wurden die
Zellen in 500 pl Kaliumphosphatpuffer resuspendiert und je 2 x 100 ul verschiedener
Verdinnungen wurden mit Hilfe von Glaskugeln auf entsprechendem Medium
ausplattiert.

Fur die Herstellung von Mutanten mit Hilfe der KanMX6-Kassette wurde das Pellet in
1 ml YEPD aufgenommen, und weitere 4 h bei 30 °C unter Schitteln inkubiert.
Schliel3lich wurde erneut abzentrifugiert und das Pellet in 0,4 ml YEPD resuspendiert.
4 x 100 pl wurden auf G418-haltiges Medium ausplattiert und nach 24 h Inkubation bei

30 °C auf neue Platten Uberstempelt.

3.2.4 Bestimmung des Zelliberlebens
3.2.4.1 Anzucht

Die Sensitivitat verschiedener Hefestamme gegeniber DNA-schadigender Agenzien
wurde in der exponentiellen Wachstumsphase bestimmt. Um Zellen in der
logarithmischen Wachstumsphase zu erhalten, wurden zunachst fur die Vorkulturen
20 ml YEPD mit 2-3 Kolonien angeimpft (Impfose oder Zahnstocher) und UN bei 30 °C
inkubiert. Mit Hilfe der Neubauerzéahlkammer wurde der Titer bestimmt und frisches
YEPD ,definiert” angeimpft, so dass sich bis zum folgenden Tag eine gewtnschte End-
Zellzahl von 1x10%° — 1x10° Zellen/ml einstellte. Dabei mussten die jeweiligen
spezifischen Verdopplungszeiten der einzelnen Hefestimme beachtet werden. Eine
weitere Moglichkeit war, die Vorkultur mit frischem Medium zu einem Titer von 3 x 10°
Zellen/ml zu verdinnen und so lange bei 30 °C zu inkubieren (ca. 4 h), bis die Zellen
einen Titer von 1x 10’ Zellen/ml erreichten. Zur Uberprifung der logarithmischen
Wachstumsphase wurde der Anteil an Knospen bestimmt.

Die Sensitivitat gegeniiber MMS wurde zusatzlich in stationdren Kulturen untersucht.

Dazu wurde YEPD-Medium mit 2-3 Kolonien angeimpft und fir mindestens 3 Tage bei
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30 °C inkubiert. Auch hier wurde vor der Ernte die stationare Wachstumsphase durch
Mikroskopie bestatigt.

3.2.4.2 Behandlung mit verschiedenen DNA-schadigenden Agenzien

3.2.4.2.1 *°Co-pBestrahlung

Um die Zellen bestrahlen zu kénnen, mussten sie zunachst durch 5 min Zentrifugation
bei 4000 rpm geerntet werden. Das Pellet wurde in 20 ml KPO4-Puffer resuspendiert
und durch erneute Zentrifugation pelletiert. Dieser Waschschritt wurde ein weiteres Mal
wiederholt, bevor ein Titer von 2 x 10° Zellen/ml eingestellt wurde. Fiir die Bestrahlung
mit y-Strahlen wurde pro Dosis 1 ml Zellsuspension in einem Becherglas mit Eis in

einer ®Co-Quelle bestrahlt.

3.2.4.2.2 MMS-Behandlung

Fur die Behandlung mit MMS wurden die Zellen, wenn nétig, geerntet
(5 min / 4000 rpm) und in YEPD resuspendiert, so dass sich ein Titer von 1 x 10’
Zellen/ml ergab. Im Folgenden wurden die Zellen fur 0, 15, 30 und 45 min mit 0,2 %
MMS versetzt und bei 30 °C inkubiert. Zum Abstoppen der Behandlung wurden die
Zellen erneut pelletiert und 1 x mit YEPD gewaschen.

Fur eine grobe Abschatzung der MMS-Sensitivitat wurden Zellen in der logarithmischen
Wachstumsphase seriell von 1 x 10” — 1 x 10° Zellen/ml verdiinnt und Aliquots von 5 pll
auf YEPD-Platten mit einem MMS-Gehalt von 0,0025 — 0,02 % aufgetropft.

3.2.4.2.3 H;0,-Behandlung

Zur Bestimmung des Uberlebens nach H,O,-Behandlung wurden die Zellen geerntet
(5 min /4000 rpm) und 1 x mit 20 ml M9-Puffer gewaschen. AnschlieRend wurden die
Zellen in M9-Puffer zu einem Titer von 1 x 10° Zellen/ml aufgenommen. Aliquots von
1 ml wurden wie bei Melo et al. beschrieben mit H,O,-Konzentrationen von 0 — 60 mM
behandelt (Melo et al., 2004). Nach 20 min Inkubation bei 30 °C wurden die Reaktionen
durch Zugabe von 500 U/ml Katalase und Inkubation fur 2 min bei 30 °C abgestoppt.
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3.2.4.3 Auswertung

Nach der Behandlung wurden die Zellen in allen Féllen in 1:10er Schritten bis zum
gewlnschten Titer verdinnt. Auf je 2 YEPD-Platten wurden jeweils 100 pl aus
sinngemalen Verdinnungen ausplattiert. Nach Inkubation der Platten bei 30 °C
wurden die Kolonien ausgezahlt und das Uberleben durch das Verhaltnis der Kolonien
nach Behandlung und der Kolonien ohne Behandlung errechnet. Die Uberlebensdaten

wurden schliel3lich in einem Diagramm gegen die Dosis aufgetragen.

3.2.5 Analyse chromosomaler DSB und hitze-labiler Stellen

Die Effizienz von Hefezellen, chromosomale DSB und hitze-labile Stellen zu reparieren,
wurde in haploiden Stammen unter Nichtwuchs-Bedingungen gemessen.
Hefechromosomen wurden nach Bestrahlung oder MMS-Behandlung isoliert und
mittels PFGE aufgetrennt (elektrophoretisches Karyogramm). Wahrend dieser
Praparation werden durch MMS-induzierte hitze-labile Stellen bei erhdhten
Temperaturen in DSB konvertiert. Durch die Verteilung von Bandenintensitaten zu

degradierter DNA im EB-gefarbten Gel konnen DSB quantifiziert werden.

3.2.5.1 Anzucht, Behandlung und LHR-Inkubation

Um Zellen in der stationdren Wachstumsphase zu erhalten wurde ein modifiziertes
Protokoll von Pohlit und Heyder (Pohlit und Heyder, 1977) verwendet. Zunachst wurde
eine Vorkultur von 50 ml YEPD mit ca. 3 Kolonien angeimpft und UN bei 30 °C
inkubiert. Auf je 3 YEPD-Platten wurden am Tag darauf 1 x 10° Zellen mit Glaskugeln
ausplattiert. Durch Inkubation von mindestens 6 Tagen bei 30 °C wurden die Zellen in
die stationare Wachstumsphase gebracht und mit Hilfe von je 5 ml KPO,-Puffer
abgewaschen. Um die stationdre Wachstumsphase der Zellen zu bestéatigen, wurde mit
Hilfe der Neubauer-Zdhlkammer der Anteil an Knospen bestimmt (stationdre Kultur
< 3 % Knospen). Bei 4000 rpm (5 min / 4 °C) wurden die Zellen geerntet und das Pellet
3 x mit mindestens 30 ml KPO,-Puffer gewaschen. Anschlielend wurde ein Titer von
7,5 x 10° Zellen / ml mit KPO4-Puffer eingestellt. Je 2 ml dieser Zellsuspension wurden
mit 0 Gy und 400 Gy bestrahlt bzw. fir 0 - 60 min mit 0,1 % MMS versetzt. Nach der
MMS-Behandlung wurden die Zellen 2 x mit KPO,-Puffer gewaschen, um die
Chemikalie zu entfernen. Nach der Behandlung wurden die Proben sofort in 200 ml
LHR-Puffer (Liquid Holding Recovery) aufgenommen und gemischt. Dieser Puffer halt

die Zellen in der stationdren Wachstumsphase, wéhrend Reparaturprozesse stattfinden
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kénnen (Frankenberg-Schwager et al., 1980; Dardalhon et al., 1994; Friedl et al.,
1995). Direkt nach der Behandlung sowie nach 23 h Inkubation in LHR wurden 100 ml
abgenommen und zum Abstoppen der Reparatur mit 20 ml 0,5 M EDTA (pH 9,0)

versetzt.

3.2.5.2 Praparation chromosomaler DNA in Agarosebldckchen

Die Isolierung chromosomaler DNA nach Bestrahlung wurde nach Friedl et al.
durchgefuhrt (Friedl et al., 1995). Um die Zellen der O h und 23 h LHR-Proben zu
ernten, wurden diese fir 5 min bei 4000 rpm zentrifugiert. Das Pellet wurde in 2 x 500ul
50 mM EDTA (pH 8,0) aufgenommen und erneut fir 3 min bei 3000 rpm zentrifugiert.
Schlie3lich wurden die Zellen in 200 ul 50 mM EDTA resuspendiert und mit 74 pl
Lytikase-Losung sowie 267 ul 1,6 %iger LMP-Agarose gut gemischt. Diese Lésung
wurde sofort in Blockchenformen eingefillt, die mit 70 %igem EtOH gereinigt und
luftgetrocknet wurden, und fur mindestens 30 min bei 4 °C ausgehértet. AnschlieRend
wurden die Bléckchen mit 2 ml Blockchenpuffer versetzt. Durch Inkubation von 1 h bei
37 °C konnte die Zellwand durch die Aktivitat der Lytikase verdaut werden. Nach dem
Lytikaseverdau wurde der Bléckchen-Puffer vorsichtig abgegossen und 1 ml
Proteinase K-Losung zugesetzt. Eine Inkubation UN (ca. 18 h) bei 55 °C bzw. zur
Kontrolle bei 32 °C sorgte fiir den Abbau der Proteine. Wahrend diesem Schritt werden
die MMS-induzierten hitze-labilen Stellen in DSB konvertiert. Als Kontrolle wurden die
Zellen bei 32 °C inkubiert. Um Proteinase K wieder zu entfernen wurden die Blockchen
schlief3lich zuerst 2 x und dann im Abstand von mehreren Stunden noch 2 x mit 8 ml

Rinsing-Puffer gewaschen und bei 4 °C aufbewabhrt.

3.2.5.3 Pulsfeld-Gelelektrophorese

Fur die Auftrennung der Chromosomen in den Agarosebldéckchen wurde zunéchst mit
0,5 x TBE-Puffer ein 0,8 %iges Gel hergestellt. Die Agarose wurde anschlie3end in
einen mit 70 %igem EtOH gereinigten Geltrager gegossen, fur die Taschen wurde ein
Kamm eingesetzt. Nach dem Erstarren wurde das Gel mit 0,5x TBE-Puffer
Uberschichtet. Mit Hilfe eines Millimeterpapiers und eines Deckglases konnten von den
Agaroseblockchen 5 x 10 mm grof3e Stiickchen abgetrennt und in die Taschen des
Gels uberfuhrt werden. Das beladene Gel wurde dann in eine PFGE-Kammer mit auf
14 °C gekuhlten 0,5x TBE-Laufpuffer gelegt. Dort erfolgte die Auftrennung der

Chromosomen nach folgendem Programm:
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[. 6V /cm, Pulszeit 60 sec, 9 h

[I. 6V /cm, Pulszeiten von 60 — 150 sec, 14 h
Zum Farben des Gels wurde dieses in 200 ml 0,5 x TBE-Puffer, versetzt mit 15 ul EB,
mehrere Stunden oder UN geschiittelt. Mit Hilfe von Geldoc 2000 wurde das Gel unter
UV-Licht dokumentiert.

3.2.5.4 Auswertung

Doppelstrangbriche kénnen durch die Intensitdt und Schéarfe der Chromosomen-
Banden im Verhdaltnis zur Hintergrundfarbung durch degradierte DNA quantifiziert
werden.

Dazu wurden die Programme Quantity One® und Geltool (Gomez-Paramio, 2007)
angewandt. Mit Hilfe von Quantity One® wurden zunachst die Spuren und Banden des
Gels detektiert sowie Fluoreszenz-Intensitatsprofile der einzelnen Spuren erstellt. Diese

konnten anschlieRend mit Geltool weiterbearbeitet werden.

140

ar
Abbildung 14: Fluoreszenz-Intensitétsprofil einer bestrahlten Probe

Mit Hilfe der Software Geltool werden Fluoreszenz-Intensitatsprofile der einzelnen PFGE-Spuren
ermittelt. Die Langen der Linien pl (profile line) und ar (analysed region) werden fiir die Berechnung
spezifischer Degradierungswertes pv (profile value) verwendet.

Dazu musste zunéchst das auszuwertende Gebiet begrenzt werden, so dass ein
Bereich von der Bande der Chromosomen 13/14 bis zum Gelende festgelegt wird. Die
Banden der beiden gréRten Chromosomen wurden nicht in die Auswertung
einbezogen, da diese beiden Chromosomen sich durch ihre Gréf3e in den einzelnen
Gelen unterschiedlich verhalten. Nach der Gebietsbegrenzung wurde das Minimum und
Maximum der Intensitatskurve bestimmt und das Programm fiihrte eine Subtraktion des
Hintergrunds und zur besseren Vergleichbarkeit mit anderen Gelen eine

Normalisierung des Gels durch. Im letzten Schritt mussten die Intensitatsminima
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festgelegt werden. Durch Verbinden dieser Minima ergab sich ein Degradierungsprofil
(pl = profile line). Die Lange der zu analysierenden Region auf der X-Achse wurde ar
(analysed region) genannt (Abbildung 14). Mit Hilfe der Formel (pl—ar/ar)x 100

wurden Degradierungswerte (pv = profile value) berechnet.

Mit Hilfe dieser Degradierungswerte konnte die relative DSB-Reparatur nach

Bestrahlung berechnet werden:

entstandener Schaden (a): )
Spur 400 Gy / 0 h — Korrekturfaktor ( Spur 0 Gy /0 h)
relative Reparatur in %
stattgefundene Reparatur (b): > =bx100/a

Spur400 Gy /0 h —Spur400 Gy /23 h

— Korrekturfaktor ( Spur0 Gy /0 h —Spur0Gy/23h)

Zur Auswertung der Reparatur von hitze-labilen Stellen wurde der Degradierungswert
(pv) mit Hilfe von Geltool fur die einzelnen Spuren je 6 x bestimmt und der Mittelwert
gebildet. Der pv wurde als Restschaden direkt gegen die MMS-Konzentration

aufgetragen.

3.2.6 Analyse der Reparatur von Mikrodeletionen

Fur die Analyse der Reparatur von Mikrodeletionen wurde der Vektor pJD4His in dem
dem-Stamm E. coli ER2925 amplifiziert (3.2.1.3), im groRen MalR3stab isoliert (3.2.2.8)
und mit den Restriktionsenzymen Ncol und Apal verdaut (3.2.2.3). Durch die
Verwendung von E. coli-Zellen ohne endogene Cytosin-Methylase (Dcm) wurde die
Restriktionseffizienz von Apal deutlich erhéht. Um das Plasmid anschliel3end von der
herausgeschnittenen HIS3MX6-Kassette innerhalb des URA3-Gens zu trennen, wurde
eine Gelreinigung (3.2.2.6) durchgefihrt.

Je 1ug geschnittenes Plasmid (Reparatursubstrat) und ungeschnittenes Plasmid
(Kontrolle far Transformationseffizienz) wurde in verschiedene Hefestamme
eingebracht (3.2.3.5). Durch Selektion auf TRP171-Expression (Ausplattieren in
entsprechenden Verdinnungen auf SC(-trp)-Medium) wurden Zellen detektiert, die das
Plasmid durch Reparatur rezirkularisiert haben. Die Reparatureffizienz wurde durch das
Verhdltnis von Transformationsrate (geschnittenes Plasmid) zu Transformationsrate
(ungeschnittenes Plasmid) bestimmt.

Nach dem Transformationsprozess sorgten weitere Selektionsschritte fur die Analyse
des Reparaturweges. Dazu wurden einzelne Kolonien mit Hilfe eines Zahnstochers
aufgenommen, in 100 pl Wasser resuspendiert und auf SC(-trp), SC(-ura) und SC(-his)-
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Platten aufgebracht. Die Selektion auf HIS3MX6-Expression diente der Identifizierung
von Kolonien, die unvollstdndig geschnittenes Plasmid aufgenommen haben sowie
dem Ausschluss von weiteren Analysen. URA3"-Zellen entstanden durch korrekte
Reparatur mittels HR mit dem chromosomalen ura3-52-Gen, wahrend ura3 Zellen das
Plasmid durch NHEJ oder fehlerhafte Reparatur rezirkularisiert haben. Das Verhéltnis

von URA3"-Zellen zu TRP1*-Zellen ergab einen Wert fiir die Reparaturgenauigkeit.

TRP1 TRP1

Restriktions-
verdau
|

ura3

Ncol Apal \ / Ncol Apal
N /4

Transformation verschie-
dener Hefestamme

Selektion auf Tryptophan- Reparatur-
Prototrophie effizienz
Selektion auf Uracil-
Prototrophie
korrekte Reparatur Raparaturgenauigkeit fehlerhafte Reparatur
(URA3Y) URA3Y/TRP1* (ura%)
Analyse der
mitotischen Stabilitat
Crossover | | Crossover-Frequenz | Non-Crossover

Abbildung 15: Ablaufschema des Plasmid-Reparaturversuches

Hefezellen werden sowohl mit geschnittenem, als auch ungeschnittenem Plasmid transformiert und
auf Tryptophan-Prototrophie getestet. Dadurch kann die Reparatureffizienz berechnet werden.
Selektion auf Uracil-Prototrophie erlaubt die Unterscheidung von korrekter und fehlerhafter
Reparatur der Mikrodeletion und somit die Berechnung der Reparaturgenauigkeit. Durch die Analyse
der mitotischen Stabilitdt kann die Crossoverfrequenz bestimmt werden.

Eine Integration des Plasmids ist die Folge eines Crossover-Ereignisses und fuhrt zu
stabilen Transformanten. Findet die Reparatur nicht durch einen Crossover-
Mechanismus statt, resultiert dies in instabilen Transformanten. Um die mitotische
Stabilitat der reparierten Plasmide zu testen, wurden die Kolonien zusatzlich auf YEPD-
Platten aufgebracht. Nach 2 Tagen Inkubation auf nicht-selektivem Medium bei 30 °C
wurden die Zellen dann mit Hilfe eines sterilen Zahnstochers erneut aufgenommen und

auf YEPD-, SC(-trp)- und SC(+5-FOA)-Platten aufgetropft. Stabile Transformanten
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weisen 5-FOA-Sensitivitdt auf, da das URA3-Genprodukt 5-FOA in eine toxische
Substanz umwandelt. Zusatzlich zeigen die stabilen Transformanten konfluentes
Wachstum ohne Tryptophan-Zugabe. Die Crossoverfrequenz wurde aus dem
Verhdltnis von Crossover-Ereignissen zu URA3"-Zellen (korrekte Reparatur) ermittelt.

Zusétzlich konnte ein Crossover-Ereignis durch PCR-Analyse des chromosomalen
URAS3-Lokus nachgewiesen werden (Abbildung 16). Dazu wurde chromosomale DNA
aus den Kolonien isoliert (3.2.3.4) und zur PCR-Reaktion (3.2.2.2) mit den Primern P1
und P2 verwendet. P1 bindet an den Start des URA3-Gens, wahrend P2 erst hinter
dem URA3-Gen auf dem Chromosom IV, nicht aber auf dem Plasmid, bindet. Durch die
Ty-Insertion im chromosomalen URA3-Lokus, die eine Lange von etwa 6 kb aufweist,
ist es nicht moglich mit einer Elongationsphase von nur 90 sec eine Amplifizierung zu
erreichen. Erst durch Integration des Plasmids entsteht auf Chromosom IV ein
zusatzliches URA3-Gen ohne Ty-Insertion, das durch ein PCR-Produkt mit einer Grol3e

von ca. 1200 bp nachweisbar ist.

keine Integration:
PL ura3 &2

Ty(~ 6000 bp)

kein PCR-Produkt

Integration:
PL s RP1 PL  URA3 &2
Ty(~ 6000 bp)

y

PCR-Produkt (~ 1200 bp)

Abbildung 16: PCR-Analyse des chromosomalen URA3-Lokus

Erst durch die Integration des Plasmids in den chromosomalen URA3-Lokus ist es mdglich, mit Hilfe
der Primer P1 und P2 sowie einer Elongationsphase von 90 sec ein PCR-Produkt nachzuweisen.
blau: chromosomale URA3-Sequenz

lila: plasmidiale URA3-Sequenz

3.2.7 Analyse des Apoptoseverhaltens
3.2.7.1 Anzucht und H,O,-Behandlung

Fur die Stimulation von Apoptose wurden Stamme mit BY4741-Hintergrund verwendet.

Zunéchst wurden fiur die Vorkultur 10 ml SMD-Medium mit 2 - 3 Kolonien im 100 ml-

Kolben angeimpft (Impfose oder Zahnstocher). Um die Zellen nicht unter zuséatzlichen

Stress zu setzen, wurde die Vorkultur UN bei 28 °C inkubiert. Mit Hilfe des CASY-

Counters wurde der Titer bestimmt und pro Stamm wurden fir eine
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Dreifachbestimmung 3 x 35 ml SMD-Medium im 250 ml-Kolben mit 5 x 10" Zellen/ml
angeimpft. Diese Hauptkulturen wurden so lange bei 28 °C unter Schiutteln (155 rpm)
inkubiert (ca. 4 h), bis die Zellen einen Titer von ca. 2 x 10° Zellen/ml erreichten. Je
3 x 10 ml wurden auf 100 ml-Schikanekolben verteilt und fir 4 h bei 30 °C mit 0, 0,4
und 0,6 mM H,0, behandelt.

Zur Uberprifung des Uberlebens wurde der Titer nach der Behandlung mit Hilfe des
CASY-Counters bestimmt. Jeweils 500 Zellen wurden auf YEPD-Platten ausplattiert
und fir 3 Tage bei 28 °C inkubiert. Das Uberleben wurde schlieRlich aus dem

Verhaltnis von Kolonien nach Behandlung zu Kolonien ohne Behandlung bestimmt.

3.2.7.2 Bestimmung der reaktiven Sauerstoffspezies (ROS)

Das Auftreten eines erhohten ROS-Levels und der damit verbundene oxidative Stress
von Zellen sind ein erstes Anzeichen fir das Vorhandensein apoptotischer Zellen. Zur
Bestimmung der reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) in der Zelle kdnnen lebende Zellen
mit Stoffen angefarbt werden, die erst in der Zelle in ihre fluoreszierenden Produkte
umgewandelt werden. Eine Mdoglichkeit hierbei bietet Dihydroethidiumbromid (DHE),
welches durch  Sauerstoffradikale in  Hydroethidium und fluoreszierendes
Ethidiumbromid gespalten wird. Die Fluoreszenz bei 550-720nm kann
durchflul3zytometrisch bestimmt werden.

Hierzu wurden von jeder Probe 600 ul abgenommen und die Zellen durch
Zentrifugation (10 min /4000 rpm) geerntet. Das Pellet wurde anschliel3end in 500 pl
einer 1:1000-Verdinnung von DHE (Stock 2,5 mg/ml) in PBS gel6st und zum Farben
fur 5 — 10 min im Dunkeln inkubiert. Die Zellen wurden erneut geerntet, mit 500 pl PBS
gewaschen und in 500 ul PBS aufgenommen. Mit Hilfe des Durchflul3zytometers wurde
die zu analysierende Population durch Grof3e und Granulatitét der Zellen bestimmt.

AnschlieRend konnte die Fluoreszenzintensitat der Zellen gemessen werden.

3.2.7.3 Quantifizierung apoptotischer Zellen mittels Annexin V-Farbung

Durch Anfarbung von Phosphatidylserin kénnen apoptotische Zellen quantifiziert
werden (Vermes et al.,, 1995). Intakte Zellen weisen auf der AulRenseite der
Plasmamembran neutrale Phospholipide auf, wahrend sich auf der Innenseite
zusatzlich anionische Phospholipide wie Phosphatidylserin befinden. Geht eine Zelle in
Apoptose, so werden diese externalisiert und Phospahtidylserin kann von Annexin V,

gekoppelt an FITC, erkannt werden. Um apoptotische von nekrotischen Zellen zu
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unterscheiden, wird zusatzlich eine Farbung mit Propidiumiodid durchgefihrt. Geht eine
Zelle in Nekrose, wird die Membran geschadigt, Annexin V kann in die Zelle eindringen
und an Phosphatidylserin auf der Membraninnenseite binden. Durch die entstandenen
Locher in der Membran kann jedoch zusétzlich Propidiumiodid in die Zellen eindringen
und in die DNA interkalieren.

Fir die Farbung wurden 1x10° Zellen durch Zentrifugation (10 min /4000 rpm)
geerntet und mit 500 pul Annexin-Puffer | gewaschen. Nach Resuspension der Zellen in
330 pl Annexin-Puffer | wurden 2,5 ul Lyticase (1000 U/ml) und 15 pl Glucuronidase
zugegeben, um die Zellwand aufzulésen. Die nach 1,5h Inkubation bei 28 °C
entstandenen Spheroblasten mussten im Folgenden sehr vorsichtig behandelt werden.
Fur den folgenden Waschschritt mit 500 pl Annexin-Puffer | wurden die Zellen deshalb
fur nur 10 sec bei max. 5000 rpm zentrifugiert und das Pellet durch leichtes Schwenken
geldst. In 30 pl Annexin-Puffer Il, versetzt mit 3 ul Annexin und 3 pl P1 (100 pg/ml),
wurden die Zellen anschlielend durch 20 min Inkubation im Dunkeln gefarbt. Nach
Zugabe von 500 pl Annexin-Puffer Il wurden die apoptotischen und nekrotischen Zellen

am Durchflu3zytometer quantifiziert.

3.2.8 Bestimmung der Mutationsfrequenz

Fir die Analyse der Mutationsfrequenz wurden Hefezellen mit BY4741-Hintergrund
verwendet. Dieser Stamm tragt das Wildtyp-Gen CANT, eine Arginin-Permease.
Dadurch wird nicht nur die essentielle Aminosaure Arginin in die Zellen aufgenommen,
sondern auch das Arginin-Analog Canavanin, eine toxische, nicht-proteinogene
Aminosaure, die mit Arginin um den Einbau in Aminosaureketten konkurriert.
Mutationen in diesem Gen verleihen den Zellen somit Canavanin-Resistenz.

Zur Bestimmung der Mutationsfrequenz wurden die Zellen wie unter Punkt 3.2.4.1
beschrieben in die logarithmische Wachstumsphase gebracht und auf SC-Platten sowie
auf Platten, die Canavanin beinhalten, aufgebracht. Der Quotient aus der Anzahl der
Kolonien auf Can-Medium und der Anzahl der Kolonien auf SC-Medium ergab die
Mutationsfrequenz. Fur die chemisch-induzierte Mutagenese wurden Aliquots von
1 x 10 Zellen/ml fiir 0, 10, 20 und 30 min mit 0,1 % MMS behandelt, bei 30 °C inkubiert
und 2 x mit KPO,-Puffer gewaschen. Die Zellen wurden in 1:10er Schritten bis zum
gewulnschten Titer verdinnt und je 100 pl auf 2 SC-Platten und 2 Can-Platten
ausplattiert. Die induzierte Mutationsfrequenz wurde mittels des Quotienten aus der
Anzahl der Kolonien auf Can-Medium abziglich der spontanten Mutanten (= Can"-

Koloniengmin * Uberleben) und der Anzahl der Kolonien auf SC-Medium berechnet.
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3.2.9 Analyse der Basenexcisionsreparatur in vitro

Fur die Analyse der Basenexcisionsreparatur in vitro wurden unterschiedliche DNA-
Substrate mit Proteinextrakten verschiedener Hefestamme inkubiert. Dadurch konnte
nicht nur die Effizienz der BER selbst, sondern auch die Effizienz einzelner

mechanistischer Schritte der BER untersucht werden.

3.2.9.1 Aufbereitung von zellfreien Proteinextrakten

Zur Gewinnung zellfreier Proteinextrakte wurden 50 ml YEPD mit 2 —3 Kolonien
angeimpft und UN bei 30 °C inkubiert. Am folgenden Tag wurde die Vorkultur 1:10 mit
frischem YEPD verdinnt und unter Schitteln bis zur frihen logarithmischen
Wachstumsphase (5x10°—1x 10"  Zellen/ml) inkubiert. ~Vor der Ernte
(20 min / 4000 rpm / 4 °C) und 2 x Waschen mit KPO,4-Puffer wurden die Zellen fur
mindestens 20 min auf Eis gehalten. AnschlieRend wurden die Zellen in 5 ml eiskalten
Extraktionspuffer aufgenommen, mit 1 ml Protease-Inhibitor-Mix pro 20 g Zellpellet
versetzt und in der Frensh-Press unter Druck (20000 PSI) aufgeschlossen. Mit Hilfe
von 0,1 M NaOH wurde der pH-Wert des unbearbeiteten Zellextrakts auf 8,0 eingestellt
und Zellreste durch Zentrifugation (40 min/20000 rpm /4 °C) entfernt. Nach
vorsichtigem Abnehmen des Uberstandes wurden die Proteine durch schrittweise
Zugabe von Ammoniumsulfat bis zur Konzentration von 0,35 g/ml und Inkubation von
mindestens 20 min auf  Eis prazipitiert. Das  durch Zentrifugation
(30 min /20000 rpm / 4 °C) gewonnenen Pellet wurde anschlieRend in 3 ml
Dialysepuffer gelost und UN gegen denselben Puffer dialysiert. Der Extrakt wurde
schlie3lich durch 10 min Zentrifugation von unldslichen Partikeln getrennt. Bei —80 °C

kénnen Aliquots der Extrakte bis zu 6 Monate gelagert werden.

3.2.9.2 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford

Um die Proteinkonzentration der Extrakte zu bestimmen, wurde die Bradford-Methode
verwendet. Der im Reagenz enthaltene Farbstoff Brilliant-Blau G bildet mit Proteinen
einen Komplex. Dabei wird das Absorptionsmaximum des Farbstoffs von 465 nm auf
595 nm verschoben.

Zunachst wurde mit Hilfe einer 1 pg/ul BSA-Losung eine Kalibrierungskurve erstellt.
Dazu wurden 4, 8, 12, 16 und 20 pug BSA mit H,O auf 20 pl aufgeftllt und mit 1 ml
Bradford-Reagenz versetzt. Nach 5 min Inkubation bei RT im Dunkeln konnten die

Absorptionen im Photometer bei 595 nm bestimmt werden. AnschlieRend wurde 1 pl
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der zu bestimmenden Probe auf die gleiche Weise gemessen. Uber die Gleichung der

Kalibrierungskurve konnte die tatsachliche Konzentration der Probe ermittelt werden.

3.2.9.3 Substratvorbereitungen fiur in vitro-Versuche

Fur die in vitro-Versuche mussten Oligonukleotide mit einer Grof3e von 14 bis 35 nt,
nach Abbildung 17 an komplmentdre Strange angelagert werden. Einige
Oligonukleotide mussten vor dem Annealing am 5-Ende mit [y->*PJATP radioaktiv
markiert werden. An BER6 wurde ein nicht-radioaktiv markiertes Phosphat angefugt.
Zusatzlich wurden die Oligonukleotide BER2 (35mer), BER5 (15mer) sowie ein 16mer
radioaktiv markiert, um als Langenstandard fur die gelelektrophoretische Auftrennung

der Reparaturprodukte zu fungieren.

BER2 5’-GTACCCGGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCAGGGC-3’
BER1 3’-CATGGGCCCCTAGGAGATCTUAGCTGGACGTCCCG-5’

BER-Assay
BER4 5’-GTACCCGGGGATCCTCTAGACTCGACCTGCAGGGC-3’
BER3 3’-CATGGGCCCCTAGGAGATCTGAGCTGGACGTCCCG-5’
8-0x0
BER2 5’-GTACCCGGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCAGGGC-3’ Incision-Assa
BER1 3’-CATGGGCCCCTAGGAGATCTUAGCTGGACGTCCCG-5’ y

\
2p

BER2 5’-GTACCCGGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCAGGGC-3’
(I:AGCTGGACGTCCCG-S’ BER5

\
HO 2p

BER2 5’-GTACCCGGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCAGGGC-3’
BERG6 3’-CATGGGCCCCTAGGAG,\A //AGCTGGACGTCCCC\E-S’ BER7

P HO “p

Primer-extension-Assay

Gap-filling-Assay

Abbildung 17: Substrate fur die in vitro-BER-Analysen

Die einzelnen Oligonukleotide wurden, wenn nétig nach Markierung am 5°-Ende, an die
entsprechenden komplementéren Strangen angelagert. Die so entstandenen Substrate konnten fir
die Analyse verschiedener Schritte des BER-Mechanismus angewandt werden.

3.2.9.3.1 Radioaktive Markierung der 5 -Enden

Die radioaktive Markierung von 5°-Enden wurde mit Hilfe der T4 Polynukleotidkinase
durchgefuhrt. In einem 20 pl-Ansatz wurden 0,1 nM Oligonukleotid mit 1/10 Vol
Reaktionspuffer A, 2 nM ATP, 10 mCi/ml [y-**PJATP und 10 U T4 PNK versetzt. Es
folgte eine Inkubation von 20 min bei 37 °C. Erhitzen auf 75 °C fir 10 min inaktivierte
das Enzym. Das Anfugen eines nicht-radioaktiven Phosphats erfolgte auf dieselbe
Weise. Um Pufferreste und nicht eingebautes [y-**P]JATP zu entfernen, wurden die
Ansatze Uber G-25 Sephadex-Saulchen aufgereinigt. Die Saulchen mussten vor

Verwendung zunachst getrocknet werden, da die Sephadex-Fillung in Puffer gelost
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vorliegt. Dazu wurden die S&ulchen mit einem 1,5 ml Auffanggefald in einem 15 ml
Reaktionsgefald platziert und 2 x fur 2 min bei 1100 g zentrifugiert. Schlief3lich wurden
die Proben, die mit H,O auf ein Volumen von 50 ul gebracht wurden, in die Mitte der
Saulchen pipettiert. Durch 4 min Zentrifugation bei 1100 g wurden die Proben eluiert.

3.2.9.3.2 Annealing der Oligonukleotide

Fur die Anlagerung von Oligonukleotiden mussten gleiche Mengen der verwendeten
Oligonukleotide gemischt und mit 1/10 Vol 10 x PCR-Puffer versetzt werden. Die

Ansatze wurden fur 10 min bei 95 °C inkubiert, gefolgt von langsamem Abkuhlen.

3.2.9.4 In vitro-Versuche
3.2.9.4.1 Bestimmung der BER-Effizienz

Fir die Bestimmung der BER-Effizienz wurde der BER-Assay nach Harrigan et al.
(Harrigan et al., 2006) durchgefuhrt. Dabei wurde die Reparatur von einem dsDNA-
Oligonukleotid untersucht, das an Position 15 wahlweise ein Uracil oder ein 8-o0xoG
enthalt. Wahrend des Reparaturprozesses werden diese geschadigten Basen erkannt,
ausgeschnitten und ein markiertes [0-*?P]JdCTP oder [a-*’P]JdGTP wird gegeniiber von
G oder C eingebaut. Vor der Ligation weist das Intermediat eine Grof3e von 15 bp auf,
nach der Ligation ist die Grof3e des eingesetzten 35 bp langen Oligonukleotids wieder
hergestellt. Um zwischen short patch- und long patch-Reparatur zu unterscheiden, wird
dem Ansatz ein ddTTP zugegeben, das die Elongation stoppt. Dadurch kdnnen
long patch-Produkte als 16mer detektiert werden.

In einem 20 pl-Ansatz wurden 20 pg Proteinextrakt mit 1/5 Vol 5 x BER-Puffer, 250 nM
dsDNA-Oligonukleotid, 10 mM MgCl, und 2,2 uyM [a-*?P]dCTP bzw. [o-*?P]dGTP
versetzt. Die Proben wurden fir die angegeben Zeitwerte bei 37 °C inkubiert. Durch
Zugabe von 1 pl 100 MM EDTA und Inkubation fur 5 min bei 72 °C wurden die
Reaktionen abgestoppt. Um uneingebaute radioaktive Nuklide zu entfernen, wurden die
Ansatze Uber G25 Sephadex-Saulchen, wie unter Punkt 3.2.9.3.1 beschrieben,
aufgereinigt und mit 1 Vol 2 x DNA-Auftragpuffer versetzt. Mit Hilfe eines 24 %igen
PAA-Gels (3.2.2.5) wurden die Reparaturprodukte aufgetrennt und durch
Autoradiographie detektiert. Die Filme wurden schlief3lich eingescannt und die Banden
mit Hilfe der Software TofalLab TL100 quantifiziert. Der Wert des am langsten
inkubierten Ansatzes mit Wildtyp-Extrakt wurde auf 1 gesetzt.
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3.2.9.4.2 Analyse des Incision-Schritt

Um die ersten beiden BER-Schritte, Erkennung der geschéadigten Base und
Einschneiden des Phosphatrickgrades durch Lyase- oder Endonuklease-Aktivitat, zu
analysieren, wurde der Incision-Assay nach Wang et al. (Wang et al., 1997) modifiziert.
Dasselbe Uracil-Oligonukleotid, das fur den BER-Assay genutzt wurde, musste hierzu
radioaktiv markiert werden. Wird das Uracil erkannt, wird die DNA 5 oder 3" der
fehlerhaften Base eingeschnitten und es entsteht ein 14mer bzw. 15mer als Produkt.

In einem 10 pl-Ansatz wurden 3 pg Proteinextrakt mit 1/5 Vol 5 x Incision-Puffer,
250 nM Substrat und 7,5 mM MgCl, versetzt. Es erfolgte fir die angegebenen Zeitwerte
eine Inkubation bei 23 °C. Durch Zugabe von 20 pl Stopplésung und Inkubation fir
20 min bei 60 °C wurden die Reaktionen beendet. Die DNA wurde, wie unter Punkt
3.2.2.9 beschrieben, prazipitiert und in 20 pl Auftragspuffer aufgenommen. Durch
Erhitzen fir 8 min bei 72°C unter Schitteln wurde die DNA gelést. Die
Reparaturprodukte wurden Uber ein 18 %iges PAA-Gel (3.2.2.5) aufgetrennt und durch
Autoradiographie detektiert.

3.2.9.4.3 Untersuchung der Strang-Elongation

Zur Analyse der Strang-Elongation wurde ein Primer-extension-Assay durchgefuhrt.
Dazu wurde ein Substrat verwendet, bei dem ein Oligonukleotid mit einer Lange von
15 nt an ein 35mer angelagert wurde. Durch die Verlangerung des ,Primers* entstehen
Produkte mit einer Grol3e von 16 — 35 bp.

Fur diesen Versuch wurden in einem Volumen von 20 ul 2 ug Proteinextrakt mit 10 nM
markiertem Substrat in 1 x Reaktionspuffer gelést und fir 0, 2 und 5h bei 30 °C
inkubiert. Die Reaktionen wurden durch Zugabe von 1 pl 100 mM EDTA gestoppt. Die
Ansatze wurden mit 10 pl Auftragspuffer versetzt und die Reaktionsprodukte Uber ein
24 %iges PAA-Gel (3.2.2.5) aufgetrennt. Wiederum diente Autoradiographie dem
Sichtbarmachen der Banden.

Zuséatzlich wurde zur Untersuchung der Strang-Elongation ein Gap-filling-Assay
durchgefuhrt. Dabei weist das Substrat eine Liicke von 4 Nukleotiden auf.

40 ug Proteinextrakt wurden in einem 20 pl-Ansatz mit 10 nM markiertem Substrat und
1/5 Vol Reaktionspuffer gemischt. Die Ansatze wurden fir die angegebenen Zeitwerte
bei RT inkubiert und durch Zugabe von 10 pl Auftragspuffer und Erhitzen fur 5 min bei
72 °C wurden die Reaktionen abgestoppt. Die Ansatze wurden wie im Primer-

extension-Assay auf ein 24 %iges Gel aufgetragen.
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4 Ergebnisse

4.1 Empfindlichkeit der xrs2-Mutante gegentuber DNA-schadigen-
den Agenzien

Zur Charakterisierung der xrs2-Deletionsmutante wurde diese zunachst in der
logarithmischen  Wachstumsphase auf ihre Empfindlichkeit gegeniber DNA-
schadigenden Agenzien untersucht. y-Strahlung induziert Basenschaden und

Strangbriiche, wobei DSB die schwerwiegendsten Schaden darstellen (Helleday et al.,
2007). MMS und H,0,
Basenschéaden. Der haufigste Schaden nach H,O,-Behandlung ist das hoch mutagene
8-0xoG (Cadet et al., 1997; Boiteux et al., 2002), wahrend MMS Basen durch Anfligen
von Methylgruppen modifiziert. In 82 % der Félle entsteht 7-Methylguanin, das die N-

Die Chemikalien hingegen induzieren hauptséachlich

glykosidische Bindung destabilisiert. Dadurch entstehen hauptsachlich abasische (AP)
Stellen (Guillet und Boiteux, 2003).
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Abbildung 18: Uberleben der xrs2-Deletionsmutante im Vergleich zum WT

Dargestellt ist die Sensitivitdt der Zellen gegenlber y-Bestrahlung (links), MMS- (Mitte) und H,O,-
Behandlung (rechts). Das Uberleben wurde aus dem Verhéltnis von Kolonienanzahl nach der
Behandlung zu Kolonienanzahl ohne Behandlung bestimmt. In allen drei Féllen ist die xrs2-Mutante
wesentlich empfindlicher als der WT. Die DRF fiir 50 % Uberleben betragen 2, 14 und 4. Sie
berechnen sich aus dem Quotienten von D2 zu D1. Die Mittelwerte wurden aus mindestens zwei
unabhéngigen Experimenten ermittelt (+/-Standardfehler).

Abbildung 18 zeigt, dass die xrs2-Mutante im Vergleich zum WT eine hohe Sensitivitat
gegenuber allen drei Agenzien aufweist. Bei Bestrahlung mit 300 Gy Uberleben 20 % der

WT-Zellen, jedoch nur noch 0,15 % der xrs2-Zellen. Durch 45-minitige Inkubation in
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0,2 % MMS kodnnen im WT 33 % der Zellen uUberleben, wahrend in der xrs2-Mutante nur
noch 0,003 % der Zellen Kolonien bilden kénnen. Nach Behandlung mit 60 mM H,O; ist
das Uberleben von 7,5 % im WT auf 0,07 % in der xrs2-Mutante reduziert.

Die hohe Empfindlichkeit der xrs2-Mutante kann mit Hilfe von Dosis-Reduktions-
Faktoren (DRF) ausgedriickt werden. Dabei gibt der DRF an, um wie viele
Dosiseinheiten die Mutante bei einem Uberleben von 50 % empfindlicher gegeniiber
dem jeweiligen Agenz im Vergleich zum WT ist. Er berechnet sich aus der Dosis, die
notwenig ist, dass im WT 50 % der Zellen tGberleben (D2), geteilt durch die Dosis, die
notwendig ist, dass in der Mutante 50 % der Zellen Uberleben (D1). In diesem Fall
betragen die DRF fur die y-Bestrahlung 2, fir die MMS-Behandlung 14 und fur die
H,O,-Behandlung 4.

4.2 Einfluss von Xrs2 auf die Apoptose

Bisher konnte nach Deletion von XRS2 kein schwerer Defekt in der HR, dem Hauptweg
zur Reparatur von DSB in Hefe, nachgewiesen werden. Alternativ konnte auch ein
weiterer Faktor der Strahlenantwort, die Induktion von Apoptose, die hohe
Empfindlichkeit nach DNA-Schadigung erklaren. In lymphoblastoiden Zelllinien von NBS-
Patienten konnte bereits eine gesteigerte Rate an strahlen-induzierter Apoptose
nachgewiesen werden (Sagan et al., 2007). Auch in Hefe stellt die Apoptose einen
Mechanismus zur Entfernung geschadigter Zellen dar. Daher sollte das
Apoptoseverhalten der xrs2-Mutante im Vergleich zum WT in den folgenden
Experimenten untersucht werden. Die Versuche hierzu wurden wahrend eines
Gastaufenthaltes in Graz im Labor von Frank Madeo (Institut fir Molekulare
Biowissenschaften, Karl-Franzens-Universitat) durchgefihrt. Die Analyse von Apoptose
in Hefe erfolgte im BY4741-Hintergrund, da in diesem Stamm die Mechanismen der
Apoptose in Hefe intensiv untersucht wurden (Buttner et al., 2007). Zur Stimulation von
Apoptose wurden die Zellen mit niedrigen H,O,-Dosen behandelt, einem gebréuchlichen
Induktor.

4.2.1 Quantifizierung des oxidativen Stress

Die intrazellulare Akkumulation von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) ist ein etablierter

und leicht zu testender Marker fur Apoptose in Hefe (Frohlich et al., 2007). Zur

Bestimmung des ROS-Gehaltes wurden die BY4741-Zellen mit 0,4 und 0,6 mM H,0O,

stimuliert. Bei diesen Dosen weist die xrs2-Mutante im MKPO-Hintergrund bereits eine
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hohe Empfindlichkeit auf (Abbildung 18). Zur Quantifizierung des oxidativen Stress
wurde 4 h nach Behandlung eine Farbung der ROS mit Dihydroethidiumbromid (DHE)
durchgefuhrt. Dieses wird durch die in der Zelle akkumulierten Sauerstoffradikale in
Hydroethidium  und  fluoreszierendes  Ethidiumbromid  gespalten,  welches

durchflul3zytometrisch quantifiziert wurde.
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Abbildung 19: FACS-Analyse zur Bestimmung der Zellen mit erhéhter Menge an ROS

DHE-gefarbte Zellen wurden durchfluBzytometrisch auf ihren ROS-Gehalt hin untersucht. Zur Analyse
der Fluoreszenz kann diese gegen die Granularitdt der Zellen aufgetragen werden (jeweils linke
Spalten). Zusatzlich wurde die Fluoreszenzintensitat gegen die Anzahl an gezahlten Zellen dargestellt
(jeweils rechte Spalten). Population P1 weist einen normalen ROS-Gehalt auf, wahrend die
Fluoreszenz in P2 erhéht ist. Im WT (links) steigt die Zahl der Zellen mit oxidativem Stress von 1,8 %
um das 2,7-fache auf 4,9 % an. Die xrs2-Mutante (rechts) zeigt im unstimulierten Zustand bereits eine
leicht erhéhte Konzentration an ROS. Die Population wird durch H,O,-Behandlung jedoch nur um das
1,6-fache auf 8,5 % erhoht.

Abbildung 19 zeigt, dass im WT die Population mit einer erhéhten Konzentration an ROS
von 1,8 % ohne Behandlung auf 3,3 % nach Stimulation mit 0,4 mM H,O, ansteigt.
Durch Zugabe von 0,6 mM des Induktors weisen 4,9 % der Zellen eine Akkumulation von
ROS auf. In der xrs2-Mutante liegt bereits ohne Induktion ein leicht erhhter ROS-Level

von 5,4 % vor. Durch H,O,-Behandlung wéchst die Population auf 7,9 % bzw. 8,5 % an.

Zur Uberpriifung des Uberlebens nach Behandlung mit H,O, wurde die Methode der
Koloniebildung verwendet. In beiden Féllen weist die xrs2-Mutante eine stark erniedrigte
Uberlebensrate auf (Abbildung 20). Wahrend im WT 70 % bzw. 40 % der Zellen Kolonien

bilden kénnen, tberleben in der Mutante nur noch 30 % bzw. 10 % die Behandlung.
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Abbildung 20: Uberleben nach H,0,-Behandlung bei der Bestimmung des oxidativen Stress

Zur Bestimmung des Uberlebens wurden die Zellen mit H,O, versetzt und nach 4 h auf YEPD
ausplattiert. Das Diagramm zeigt den prozentualen Anteil an tberlebenden Zellen nach 0,4 und
0,6 mM H,0O, bezogen auf die Kontrolle ohne Behandlung. Die xrs2-Mutante weist bei beiden Dosen
eine starkere Empfindlichkeit gegentiber dem WT auf. Dargestellt ist der Mittelwert einer
Dreifachbestimmung mit Standardabweichung.

4.2.2 Analyse apoptotischer Zellen mittels Annexin V-Farbung

Fur den direkten Nachweis apoptotischer Zellen wurde eine Annexin V-Farbung
durchgefuhrt. Dazu wurden WT- und xrs2-Zellen zunachst fur 4 h mit 0,6 mM H,0,
behandelt und mit Hilfe von Lyticase / Glucuronidase spheroblastiert. Annexin V, das an
FITC gekoppelt ist, bindet an Phosphatidylserin. Dieses wird zusammen mit weiteren
anionischen Phospholipiden wahrend des programmierten Zelltods externalisiert. Da
nekrotische Zellen eine durchlassige Membran aufweisen, kann auch in diesem Fall
Annexin V an Phophatidylserin auf der Innenseite der Plasmamembran binden. Daher
wurde zur Detektion von nekrotischen Zellen zusétzlich eine Farbung mit Propidiumiodid

durchgefuhrt.

Abbildung 21 A zeigt exemplarisch die FACS-Daten eines Versuchs. Zellen in P1 sind
Annexin V-positive Zellen und somit apoptotisch, wahrend die nekrotischen Zellen in P2
sowohl durch Annexin V als auch durch Pl angefarbt wurden. Die Ergebnisse einer
Dreifachbestimmung sind in einem Diagramm zusammengefasst (Abbildung 21 B). Fur
den WT zeigt sich nach Stimulation eine 4-fache Erh6hung des Anteils an Zellen mit
apoptotischen Markern von 1,2 % auf 5,2 %. Auch der nekrotische Anteil steigt von
1,5 % auf 3,6 % an. Die Mutante weist bereits ohne H,O,-Behandlung doppelt so viele
apoptotische (2,2 %) und 3 x so viele nekrotische Zellen (4,8 %) wie der WT auf. Durch
Stimulation mit 0,6 mM H,O, verdoppelt sich der Anteil an apoptotischen Zellen in der

xrs2-Mutante. Somit wird in der Mutante durch die Stimulation weniger Apoptose
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induziert als im WT. Die nekrotische Population hingegen wachst wie im WT um den
Faktor 3 auf 12,6 % an.
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Abbildung 21: DurchfluRzytometrische Quantifizierung apoptotischer und nekrotischer Zellen
sowie Uberleben nach H,0,-Behandlung

Die Zellen wurden fir 4 h mit 0,6 mM H,O, versetzt. (A) Durch Farbung von Phosphatidylserin mit
FITC-gekoppeltem Annexin V und der Farbung von DNA mit Propidiumiodid lassen sich apoptotische
und nekrotische Zellen im FACS bestimmen. Annexin V-positive Zellen (P1) weisen apoptotische
Merkmale auf, wahrend Annexin V- und Pl-positive Zellen (P2) nekrotisch sind. In Bezug auf Apoptose
unterscheiden sich WT- (oben) und xrs2-Zellen (unten) kaum. Die Mutante weist jedoch im Vergleich
zum WT im unstimulierten Zustand (links) sowie nach Behandlung mit 0,6 mM H,O, (rechts) einen
erhdhten Anteil an nekrotischen Zellen auf. Exemplarisch sind die FACS-Daten einer Bestimmung
dargestellt. (B) Im Diagramm sind die prozentualen Anteile an apoptotischen und nekrotischen Zellen
einer Dreifachbestimmung mit Standardabweichung zu sehen. (C) Zusatzlich wurde der Anteil an
Uberlebenden Zellen nach der Stimulation mit 0,6 mM H,O, Uberprift. Die xrs2-Mutante weist dabei
eine starkere Empfindlichkeit als der WT auf. Dargestellt sind die Mittelwerte einer
Dreifachbestimmung mit Standardabweichung.
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Zuséatzlich wurde auch hier das Uberleben durch Koloniebildungsvermogen der Zellen
Uberpruft (Abbildung 21 C). Obwohl im WT sowie in der xrs2-Mutante nur wenige Zellen
nach Stimulation mit 0,6 mM H,O, Annexin V-positiv sind, tberleben nur ca. 30 % der
WT-Zellen, wahrend in der xrs2-Mutante nur noch 10 % der Zellen die F&higkeit,

Kolonien zu bilden, aufweisen.

Die ROS-Bestimmung, als auch die Farbung mit AnnexinV zeigten in den
unbehandelten xrs2-Proben eine erhdhte Anzahl an apoptotischen Zellen. Die Induktion

durch Stimulation mit H,O, hingegen fiel gering aus.

4.3 Einfluss von Xrs2 auf die DSB-Reparatur

Die niedrige Uberlebensrate der xrs2-Mutante nach y-Bestrahlung aus Abbildung 18
wurde bereits in Mutanten mit anderen Stammhintergrinden sowie in Mutanten mit
Punktmutationen oder unvollstandigen Deletionen gezeigt (Paques und Haber, 1999;
Jackson, 2002; Aylon und Kupiec, 2004). Durch die hohe Sensitivitat der Mutanten mit
Defekten in den Genen der MRX-Komponenten, wurden diese in die RADS2-
Epistasisgruppe eingegliedert. Zusatzlich zeigten Plasmidversuche und Untersuchungen
der Reparatur enzymatisch-indzuierter DSB (Milne et al., 1996; Tsukamoto et al., 1997,
Boulton und Jackson, 1998; Moreau et al., 1999), dass der Komplex eine wichtige Rolle
in der DSB-Reparatur spielt. Bisher wurden jedoch hauptsachlich wichtige Funktionen fir
NHEJ (Dudasova et al., 2004) und BIR (Krishna et al., 2007) beschrieben, wahrend flr
die HR nur geringe Defekte in den Mutanten nachgewiesen werden konnten (Jackson,
2002; Palmbos et al., 2005). Deshalb sollte die Funktion des Komplexes in der DSB-
Reparatur besser charakterisiert werden. Fur eine gute Vergleichbarkeit der Daten
wurden nur Mutanten mit Komplettdeletionen der Gene im gleichen Stammbhintergrund
(MKPO) verwendet.

4.3.1 Analyse der chromosomalen DSB-Reparatur

Zunéchst wurde die Reparatur chromosomaler DSB, induziert durch y-Bestrahlung,
naher analysiert. Diese wurde bisher hauptsachlich in diploiden Zellen untersucht, da
vermutet wurde, HR fande nur zwischen homologen Chromsomen statt (Geigl und
Eckardt-Schupp, 1991; Friedl et al., 1993; Dardalhon et al., 1994; Friedl et al., 1995;
Moore et al., 2000). In dieser Arbeit hingegen wurde die chromosomale DSB-Reparatur

in haploiden Zellen bestimmt.
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4.3.1.1 Strahlenempfindlichkeit von MRX-Mutanten

Um zu testen, ob alle Komponenten des MRX-Komplexes fir die Reparatur von DSB
notwendig sind, wurde eine vergleichende Analyse des Zelliiberlebens nach
y-Bestrahlung von xrs2-, mre11- und rad50-Mutanten in der logarithmischen
Wachstumsphase durchgefiihrt. Zusétzlich sollte das Uberleben nach Deletion der MRX-

Gene im Vergleich zu HR- und NHEJ-defizienten Mutanten analysiert werden.
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Abbildung 22: Strahlenempfindlichkeit der MRX-Mutanten im Vergleich zu Zellen mit
Mutationen in wichtigen DSB-Reparaturgenen

Dargestellt ist das Uberleben der MRX-Deletionsmutanten nach y-Bestrahlung im Vergleich zu den
Mutanten ku70 und rad52, die Schlisselgene des NHEJ bzw. der HR. Zellen mit Mutationen in den
Genen des MRX-Komplexes weisen eine hohe Strahlenempfindlichkeit auf (DRF = 2). Die Deletion
von RADS2 verstarkt die Strahlenempfindlichkeit (DRF = 3), wahrend die Deletion von KU70 keine
Auswirkung auf das Uberleben zeigt. Die Mittelwerte (+/-Standardfehler) wurden aus mindestens drei
unabhéngigen Experimenten bestimmt.

Abbildung 22 zeigt, dass die beiden Mutanten rad50 und mre11 die gleiche Sensitivitat
aufweisen wie die xrs2-Mutante. Alle drei Mutanten weisen einen DRF bei 50 %
Uberleben von 2 auf. In den HR-defizienten rad52-Zellen ist das Uberleben noch starker
herabgesetzt (DRF =3), da Hefezellen hauptsachlich diesen DSB-Reparaturweg
verwenden, wenn homologe Sequenzen, z.B. durch Schwesterchromatiden in
replizierenden Zellen, vorliegen. Die Deletion von KU70 hingegen, dem Schlisselgen
des in Hefe untergeordneten DSB-Reparaturweges NHEJ, beeintrachtigt das Uberleben
nicht.
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4.3.1.2 Quantifizierung der DSB-Reparatur mittels PFGE

Da die Uberlebensdaten auf eine bedeutende Rolle des MRX-Komplexes in der
Reparatur strahlen-induzierter Schaden hinweisen, wurde die chromosomale DSB-
Reparatur von Zellen in der stationdren Wachstumsphase mittels PFGE analysiert.
Hierzu wurden die Reparatureffizienzen durch Quantifizierung der DSB direkt nach der
y-Bestrahlung sowie nach 23 h Reparaturzeit bestimmt. Um die Reparatur zu erleichtern,
wurden die Zellen nach Schadensinduktion unter Nichtwuchs-Bedingungen inkubiert.
Der verwendete LHR-Puffer lasst dabei Reparaturprozesse zu, wahrend die DNA-
Replikation und das Zellwachstum unterdriickt werden (Frankenberg-Schwager et al.,
1980; Dardalhon et al., 1994; Friedl| et al., 1995). 0 h und 23 h nach Bestrahlung mit 0 Gy
und 400 Gy wurden die Zellen in Agarose gebettet und die chromosomale DNA mit Hilfe
von PFGE aufgetrennt (Friedl et al., 1995).

WT Xrs2

Abbildung 23: Chromosomale DNA von WT und xrs2-Mutante nach der Auftrennung mittels
PFGE

Zellen in der stationdren Wachstumsphase wurden mit 0 Gy und 400 Gy bestrahlt. Direkt nach der
Bestrahlung sowie nach 23 h Inkubation in LHR-Puffer wurden die Zellen in Agarose eingebettet und
die chromosomale DNA mittels PFGE aufgetrennt.

Nach Farbung der Gele mit EB (Abbildung 23) sind in den Proben ohne Bestrahlung die
Chromosomen als klare Banden zu sehen. Nach der Bestrahlung sinkt jedoch die
Intensitat der Banden, was auf einen Verlust intakter Chromosomen zurtickzufuihren ist.
Zusatzlich werden die Banden von einem Schmier Uberlagert. Dieser entsteht durch das
Auftreten von DNA-Fragmenten willkirlicher GroRRe, verursacht durch zufallig induzierte
DSB in den Chromosomen. Nach Inkubation in LHR-Puffer wird die Reparatur durch eine
Zunahme der Bandenintensitat sowie einer Abnahme der degradierten DNA sichtbar.
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Abbildung 24: Auswertung der Fluoreszenz-Intensitatsprofile mit Hilfe der Software Geltool

Die mit dem Programm Quantity One® erstellten Fluoreszenzprofile der einzelnen Spuren aus der
PFGE-Analyse wurden mit Hilfe der Software Geltool ausgewertet. Geltool quantifiziert die
Degradierung durch die Ermittlung von Degradierungswerten (pv), die der Berechnung der
Reparatureffizienz dienen. Im WT sowie in der xrs2-Mutante steigt der Degradierungswert durch die
Bestrahlung mit 400 Gy von 1,2 auf 3,6 an. Nach 23 h Reparaturzeit weist die xrs2-Mutante im
Gegensatz zum WT einen erhéhten pv auf.

Um die DSB zu quantifizieren, wurden mit Hilfe des Programms Quantity One®
Fluoreszenz-Intensitatsprofile der einzelnen Spuren generiert, die im weiteren Verlauf mit
der neuen Software Geltool (Gomez-Paramio, 2007) ausgewertet wurden
(3.2.5.4 / Abbildung 14). Dabei wird zundchst das auszuwertende Gebiet von den
Chromosomen 13/14 bis zum Gelende begrenzt. Auf Grund des unterschiedlichen
Migrationsverhaltens der beiden groRten Chromosomen, werden diese Banden nicht in
die Auswertung mit einbezogen. Nach der Gebietsbegrenzung fuhrt die Software eine
Subtraktion des Hintergrunds sowie eine Normalisierung des Gels durch. Verbinden der
Intensitatsminima legt ein Degradierungsprofil (pl = profile line) fest, die Lange der zu

analysierenden Region auf der X-Achse wird ar (analysed region) genannt. Mit Hilfe der
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Langen dieser beiden Linien werden Degradierungswerte (pv = profile value) ermittelt,
die der Berechnung der DSB-Reparatureffizienz dienen (3.2.5.4) (Steininger et al.,
2008). Abbildung 24 zeigt die Geltool-Auswertung des exemplarischen Pulsfeldgels aus
Abbildung 23.
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Abbildung 25: DSB-Reparatureffizienzen von Stdmmen mit Mutationen in verschiedenen DSB-
Reparaturgenen

Die Reparatureffizienz in den MRX-Mutanten ist im Vergleich zum WT um die Halfte erniedrigt. In der
rad52-Mutante ist die Reparatureffizienz noch weiter herabgesetzt, wahrend die Deletion von KU70
kaum einen Effekt auf die DSB-Reparatur hat. Die gezeigten Ergebnisse sind Mittelwerte (mit
Standardabweichung) aus mindestens zwei unabhangigen Versuchen.

Abbildung 25 zeigt die berechneten DSB-Reparatureffizienzen der MRX-Mutanten im
Vergleich zum WT und den HR- und NHEJ-defizienten Stdmmen rad52 und ku70. Fur
den WT wurde eine Reparatureffizienz von 60 % berechnet. In den Stammen xrs2, rad50
und mre11 ist die Effizienz signifikant (p < 0,05) auf 35 % reduziert. Die rad52-Mutante
weist einen noch starkeren DSB-Reparaturdefekt auf. Innerhalb der 23 h konnte dieser
Stamm nur 22 % der entstandenen DSB reparieren. Die ku70-Mutante repariert mit einer
Effizienz von 52 % DSB annahernd so gut wie der WT.

Diese Resultate zeigen, dass auch haploide Zellen in der stationaren Wachstumsphase
effiziente Reparaturmechanismen besitzen, die zum grof3ten Teil Uber HR ablaufen.
Zusatzlich zeigen die Daten einen signifikanten Reparaturdefekt von Mutanten, die in
den MRX-Komponenten deletiert sind.

4.3.2 Analyse der Reparatur von Mikrodeletionen

Die Analyse der chromosomalen DSB-Reparatur liel3 eine wichtige Rolle des MRX-
Komplexes fur die Reparatureffizienz erkennen. Allerdings gibt diese Technik keine

Information Uber die Reparaturgenauigkeit oder den verwendeten Reparaturweg. Daher

70



Ergebnisse

wurde das neu etablierte Plasmidsystem pJD4His (Steininger, 2005; Steininger et al.,
2008) verwendet, welches eine Untersuchung der Reparatureffizienz, -genauigkeit und
der Crossoverfrequenz bei der Reparatur von Mikrodeletionen erlaubt. Im Gegensatz zu
seinem Vorlaufersystem YpJA18 (Jha et al., 1993; Mdrtl et al., 2008) ist in pJD4His die
CEN-Region deletiert und im URA3-Gen wurde eine HIS3MX6 Marker-Kassette
einkloniert (Abbildung 13).

4.3.2.1 Bestimmung der Reparatureffizienz und -genauigkeit

Zur Untersuchung der Reparatur von Mikrodeletionen wurde das Plasmid mit den
Restriktionsenzymen Apal und Ncol verdaut. Dadurch wurde die HIS3MX6 Marker-
Kassette eliminiert sowie eine Mikrodeletion von 169 bp im URA3-Gen eingefiihrt. Nach
der Transformation von Hefezellen mit linearisiertem Vektor wurden mit Hilfe einer ersten
Selektion TRP1-prototrophe Kolonien identifiziert, die das Plasmid rezirkularisiert haben.
Durch zusatzliche Transformation der Zellen mit intaktem pJD4His kann die
Reparatureffizienz durch die Formel (Anzahl der Kolonien nach Transformation mit
geschnittenem Plasmid) / (Anzahl der Kolonien nach Transformation mit
ungeschnittenem Plasmid) bestimmt werden. Selektion auf HIS3MX6-Expression nach
Transformation mit geschnittenem Plasmid diente der ldentifizierung von Klonen, die
unvollstandig verdautes Plasmid aufgenommen haben. Dadurch konnten diese von den
weiteren Analysen ausgeschlossen werden. Im néchsten Schritt wurde durch die
Analyse der Funktionalitat des URA3-Gens die Reparaturgenauigkeit untersucht. URA3"-
Transformanten entstehen durch korrekte Reparatur der enzymatisch-induzierten
Mikrodeletion mittels HR unter Verwendung des chromosomalen ura3-52-Lokus als
Matrize. Uracil-defiziente Zellen hingegen weisen auf NHEJ oder fehlerhafte HR hin.
Unter 3.2.6 ist das Ablaufschema des Plasmid-Reparaturversuches néher beschrieben
(Abbildung 15).

Im Folgenden wurde dieses Plasmidsystem verwendet, um die Reparatureffizienz und
-genauigkeit der MRX-Mutanten im Vergleich zum WT und zu Mutanten mit Defekten in
den Reparaturwegen HR und NHEJ zu bestimmen (Abbildung 26).
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Abbildung 26: Effizienzen und Genauigkeiten der Reparatur von Mikrodeletionen in Zellen mit
Mutationen in verschiedenen DSB-Reparaturgenen

Die Analyse der Reparatur von Mikrodeletionen erfolgte mit Hilfe des Vektors pJD4His. Die beiden
Selektionsmarker TRP1 und URA3 dienten der Bestimmung von Reparatureffizienz und -genauigkeit.
Die Effizienz (oben) in den MRX-Mutanten ist im Vergleich zum WT 20-fach erniedrigt. In der rad52-
Mutante ist die Reparatureffizienz noch starker herabgesetzt, wahrend die Deletion von KU70 kaum
einen Effekt zeigt. Die beiden zusatzlichen Kontrollstdmme, srs2 und sgs7 weisen einen hohen bzw.
keinen Reparaturdefekt auf. Die Reparaturgenauigkeit (unten) ist nur nach Deletion von RADS52
erniedrigt. Dargestellt sind die Mittelwerte (mit Standardabweichung) von mindestens zwei
unabhéngigen Versuchen. Fiur die Bestimmung der Reparaturgenauigkeit wurden pro Versuch 150
Klone analysiert.

In WT-Zellen wurde eine Reparatureffizienz von 11 % gemessen, wahrend die MRX-
Deletionsmutanten eine starke Reduktion auf 5% des WT-Wertes (0,5%
Reparatureffizienz) aufweisen. Somit weisen diese Mutanten einen starken Defekt in der
Reparatureffizienz von enzymatisch-indzuierten Mikrodeletionen auf. Auch bei der DSB-
Reparatur auf chromosomaler Ebene konnten die Mutanten nur 50 % des WT-Wertes
erreichen. Fur die rad52-Mutante konnte, wie fir die chromosomale DSB-Reparatur, eine
noch deutlichere Verminderung der Reparatureffizienz festgestellt werden, was die
wichtige Rolle von Rad52 fur die Rekombination in Hefe widerspiegelt. Wéahrend auf
chromosomaler Ebene nur 30% des WT-Wertes erreicht wurden, ist die
Reparatureffizienz fur enzymatisch-induzierte Mikrodeletionen sogar auf 1 % des WT-
Wertes (0,1 % Reparatureffizienz) reduziert. Im Gegensatz dazu beeintrachtigt die
Deletion von KU70, dem wichtigsten NHEJ-Faktor, die Reparatur kaum, so dass 60 %
des WT-Wertes erreicht werden (7 % Reparatureffizienz). Zur Validierung des
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Plasmidsystems wurden zusétzlich die Auswirkungen der Deletionen von SRSZ2 and
SGS1 analysiert. Dies sind Gene, deren Produkte die Crossoverfrequenz in der DSB-
Reparatur beeinflussen. Wahrend die Deletion von SGS17 keinen Einfluss auf die
Reparatureffizienz hat, ist die Effizienz in der srs2-Mutante auf ca. 10 % des WT-Wertes
reduziert (1 % Reparatureffizienz). Aylon et al. (Aylon et al., 2003) und Ira et al. (Ira et
al., 2003) konnten mit interchromosomalen Rekombinations-systemen ebenfalls eine

reduzierte Reparatureffizienz nach Deletion von SRS2 nachweisen.

Neben der Reparatureffizienz ~wurde die Reparaturgenauigkeit analysiert.
Saccharomyces cerevisiae WT-Zellen reparieren chromosomale DSB in mitotischen
Zellen hauptsachlich Uber fehlerfreie HR (Paques und Haber, 1999; Jackson, 2002).
Auch in dem hier verwendeten Plasmidsystem wurde das URA3-Gen in 80 % der
Reparatur-Ereignisse unter Verwendung der chromosomalen Kopie auf Chromosom IV
wieder hergestellt (URA3™-Klone). Die Plasmid-Mikrodeletionen wurden in den Stammen
xrs2, rad50, mre11, ku70, srs2 und sgs7, wie im WT, mit hoher Genauigkeit durch HR
repariert. Nur die rad52-Mutante, die kaum HR durchfihren kann, zeigt eine stark

reduzierte Reparaturgenauigkeit.

Die Ergebnisse zeigen, dass die Reparatureffizienz nach Deletion der MRX-Gene zwar
stark reduziert ist, aber korrekte HR, wie im WT, der Hauptweg fir die Reparatur der
Mikrodeletion bleibt. Das Gleichgewicht zwischen HR und NHEJ ist in den Mutanten

somit unverandert.

4.3.2.2 Quantifizierung von Crossover-Ereignissen

Mit Hilfe der Reparaturgenauigkeit lassen sich fehlerfreie und fehlerhafte Reparatur
voneinander differenzieren, jedoch ist keine Aussage Uber den verwendeten HR-
Mechanismus mdglich. Da sich die beiden Hauptwege der Homologen Rekombination,
DSBR und SDSA, in ihrem Einfluss auf die Entstehung von Crossover-Ereignissen
unterscheiden, kann die Bestimmung der Crossoverfrequenz Hinweise auf den
verwendeten HR-Weg geben. Da pJD4His zwar eine ARS-Sequenz, aber keine
Centromer-Sequenz mehr besitzt, kann der Vektor entweder in das Genom integriert
werden oder nach der Reparatur extrachromosomal vorliegen. Eine Integration des
Plasmids ist die Folge eines Crossover-Ereignisses und fihrt zu stabilen
Transformanten. Findet die Reparatur nicht durch einen Crossover-Mechanismus statt,
resultiert dies in instabilen Transformanten, die leicht durch die mitotische Instabilitat der

beiden Markergene TRP1 and URAS3 identifiziert werden konnen. Zusatzlich kann die
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Integration von Plasmid-DNA durch PCR-Analyse des chromosomalen URA3-Lokus
nachgewiesen werden (3.2.6 / Abbildung 16).
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Abbildung 27: Crossoverfrequenz bei der Reparatur von Mikrodeletionen in Zellen mit
Mutationen in verschiedenen DSB-Reparaturgenen

Zur Bestimmung der Crossoverfrequenz wurde die mitotische Stabilitat der Selektionsmarker TRP1
und URA3 nach korrekter Reparatur der Mikrodeletion untersucht. Erst nach Einbau des Vektors in
das Genom der Hefezelle durch ein Crossover-Ereignis kann die plasmidiale DNA stabil an die
Nachkommen weitergegeben werden. Das Diagramm zeigt den prozentualen Anteil an Crossover-
Ereignissen unter den korrekten Reparatur-Ereignissen. In den MRX-Mutanten ist die
Crossoverfrequenz im Vergleich zum WT signifikant erniedrigt. Die beiden Kontrollstamme, srs2 und
sgs1, weisen erhdhte Crossoverfrequenzen auf. Dargestellt sind die Mittelwerte (mit
Standardabweichung) von mindestens zwei unabhangigen Versuchen. Pro Versuch wurden 150
Klone analysiert.

Abbildung 27 zeigt die Crossoverfrequenz unter den URA3*-Konvertanten in den MRX-
Mutanten im Vergleich zum WT sowie zu den Deletionsmutanten srs2 und sgs7. Da nicht
nur durch den NHEJ-Prozess Uracil-Auxotrophie entstehen kann, sondern auch durch
die gleichzeitige Ubertragung der Ty-Mutation im HR-Mechanismus (Kokonversion),
wurden auch die ura3-Klone auf Crossover-Ereignisse hin untersucht. Allerdings zeigte
hierbei kein einziger Klon mitotische Stabilitat der Markergene. In den URA3"-Klonen der
WT-Zellen wurde eine Crossoverfrequenz von 7 % ermittelt. Diese niedrige Rate an
Crossover-Ereignissen stimmt gut mit friiheren Studien in der Béckerhefe, wie auch in
der Spalthefe tberein (Virgin und Bailey, 1998; Ira et al., 2003; Robert et al., 2006). In
den Mutanten xrs2, rad50 und mre11 finden Crossover-Ereignisse zu einem Prozentsatz
von nur 1,5 % statt. In den Deletionsmutanten srs2 und sgs? hingegen waren 14 % bzw.
11 % der Reparatur-Ereignisse mit dem Auftreten eines Crossover-Ereignisses
assoziiert. Diese erhthten Frequenzen an Crossover-Ereignissen konnten auch mit
einem interchromosomalen System gefunden werden (Ira et al., 2003), wodurch bestatigt
wird, dass das Plasmidsystems pJD4His als Modell fir chromosomale Reparatur- und

Rekombinationsereignisse verwendet werden kann.
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Somit hat der MRX-Komplex zwar keine Funktion fur die Regulation der Balance
zwischen HR und NHEJ, er spielt jedoch eine Rolle bei der Begiinstigung von

mitotischen Crossover-Ereignissen innerhalb der HR.

4.3.3 Einfluss funktioneller Doménen des Xrs2-Proteins auf die DSB-
Reparatur

Um den Einfluss von Xrs2 auf die DSB-Reparatur naher zu analysieren, sollten
funktionelle Domanen identifiziert werden, die fur die verschiedenen beobachteten
Funktionen des Proteins verantwortlich sind. Dazu wurden Mutanten konstruiert, die
verkirzte Versionen des Xrs2-Proteins exprimieren. Fur die Herstellung dieser Mutanten
wurden Ylplacl28-basierte Plasmide verwendet, die nach Linearisierung gezielt in den
leu2-3-112-Lokus der xrs2-Deletionsmutante integrieren. Diese Plasmide enthalten
neben der Promoter-Region von XRS2 (Chromosom IV 1219010-1217570) und der
Terminatorsequenz (Chromosom IV 1215002-1214802) je ein mutiertes xrs2-Allel bzw.
den kompletten XRS2-ORF zur Konstruktion eines Kontrollstammes. Wahrend in der
xrs2-84M-Mutante die FHA-Domane am N-Terminus fehlt, ist in der xrs2-228M-Mutante
der gesamte N-Terminus inklusive BRCT-Domane deletiert. In der xrs2-664-Mutante
endet das Protein vor der Tell-Bindedomé&ne. Die xrs2-630-Mutante weist eine Deletion
beider Bindedoméanen in der C-terminalen Region, der Tell-Bindedomane sowie der

Mrell-Bindedomane auf.

4.3.3.1 Analyse der chromosomalen DSB-Reparatur

Zur Analyse der chromosomalen DSB-Reparatur wurden die Mutanten mit verkirzten
XRS2-Allelen auf ihre Strahlensensitivitdit und Reparaturkapazitat mittels PFGE hin
untersucht (Abbildung 28). Nur die xrs2-630-Mutante, der die Mrell-Bindestelle des
Xrs2-Proteins fehlt, weist eine hohe Empfindlichkeit, vergleichbar der xrs2-
Deletionsmutante, gegenuber y-Strahlung auf (A). Zwar hat der DRF flr die xrs2-228M-
Mutante, wie fur die xrs2-Deletionsmutante und die xrs2-630-Mutante, einen Wert von 2,
jedoch geht das Uberleben bei Bestrahlungsdosen iiber 100 Gy in ein Plateau Uber,
wéhrend die beiden Mutanten xrs2 und xrs2-630 einen exponentiellen Kurvenverlauf
zeigen. Ebenso konnte nur fir die xrs2-630-Mutante eine signifikante Erniedrigung der
chromosomalen DSB-Reparatureffizienz, die der xrs2-Deletionsmutante entspricht,

nachgewiesen werden (B).
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Abbildung 28: Strahlenempfindlichkeit DSB-Reparatureffizienzen der Mutanten mit verkirzten
XRS2-Allelen

(A) Im Diagramm ist das Uberleben von haploiden Hefezellen in der logarithmischen
Wachstumsphase nach y-Bestrahlung dargestellt. Die Mutanten tragen sowohl N-terminale, als auch
C-terminale Verkurzungen. Als Kontrolle wurde der komplette XRS2-ORF in den LEUZ2-Lokus der
Deletionsmutante integriert. Nur die xrs2-630-Mutante, deren Xrs2-Protein keine Mrell-Bindestelle
mehr besitzt, weist die hohe Sensitivitét der xrs2-Deletionsmutante auf. Die xrs2-228M-Mutante besitzt
zwar denselben DRF-Wert (DRF = 2) wie die Deletionsmutante, zeigt bei hoheren Bestrahlungsdosen
jedoch ein besseres Uberleben.

(B) Fur die Analyse der chromosomalen DSB-Reparatur wurden Zellen in der stationdren
Wachstumsphase mit 0 Gy und 400 Gy bestrahlt. Direkt nach Bestrahlung sowie nach 23 h Inkubation
in LHR-Puffer wurden die Zellen in Agarose eingebettet und die chromosomale DNA mittels PFGE
aufgetrennt. Mit Hilfe der Software Geltool wurden Degradierungswerte (pv) bestimmt, die der
Berechnung der DSB-Reparatureffizienz dienten. Nur die xrs2-630-Mutante, bei der Mrel1 nicht mehr
an Xrs2 binden kann, zeigt wie die xrs2-Deletionsmutante eine signifikante Erniedrigung der
Reparatureffizienz im Vergleich zum Kontrollstamm XRS2. Die gezeigten Ergebnisse sind Mittelwerte
(mit Standardabweichung) von mindestens zwei unabhéangigen Versuchen.

Weder die Deletion der N-terminalen Domanen FHA und BRCT, noch die Eliminierung
der Tell-Bindedoméne beeintrachtigen die chromosomale DSB-Reparatur oder das

Uberleben nach y-Bestrahlung.
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4.3.3.2 Analyse der Reparatur von Mikrodeletionen

Wie fir die xrs2-Deletionsmutane wurde das Plasmidsystem zur Analyse der Reparatur
enzymatisch-induzierter Mikrodeletionen in den Mutanten mit partieller xrs2-Deletion
verwendet (Abbildung 29).
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XRS2 Xrs2 Xrs2-84M xrs2-228M xrs2-630  xrs2-664

Abbildung 29: Effizienzen, Genauigkeiten und Crossoverfrequenzen der Reparatur von
Mikrodeletionen in Mutanten mit verkirzten XRS2-Allelen

Die Analyse der Reparatur von Mikrodeletionen erfolgte mit Hilfe des Vektors pJD4His. Die beiden
Selektionsmarker TRP1 und URAS3 dienten der Bestimmung von Reparatureffizienz und -genauigkeit.
Die Crossoverfrequenz wurde mittels der mitotischen Stabilitat der Selektionsmarker bestimmt. Die
Effizienz (oben) und die Crossoverfrequenz (unten) sind im Vergleich zum Kontrollstamm XRS2 nur in
der xrs2-630-Mutante ohne Mrell-Bindestelle so stark reduziert wie in der xrs2-Mutante. Dargestellt
sind die Mittelwerte (mit Standardabweichung) von mindestens zwei unabhéngigen Versuchen.

Die Reparatureffizienz wird nur durch die Deletion der Mrell-Bindestelle in der xrs2-630-

Mutante so stark beeintrachtigt wie in der xrs2-Deletionsmutante. Die Deletion der
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anderen Doménen hat nur einen geringen Einfluss auf die Reparatureffizienz. Hingegen
ist die Reparaturgenauigkeit in keiner der analysierten Mutanten erniedrigt. Die Analyse
der Crossoverfrequenz liel3 eine leicht erniedrigte Crossoverfrequenz von 7 % im
Kontrollstamm XRS2 auf ungefahr 4 % in den Mutanten xrs2-84M und xrs2-228M
erkennen, wahrend die Crossoverfrequenz in der xrs2-630-Mutante eindeutig auf 0,5 %
reduziert ist. Die Deletion der Tell-Bindedoméane hat keinen Einfluss auf die

Crossoverfrequenz.

Die Resultate der Analyse der Mutanten mit verkiirzten XRS2-Allellen zeigen, dass nur
die Deletion der Mrell-Bindestelle und somit die Bindung zwischen Mrell und Xrs2 ftr

die Funktion von Xrs2 in der Reparatur von DSB und Mikrodeletionen kritisch ist.

4.3.4 Epistasisanalysen von XRS2 mit SRS2 und SGS1

Aus den bisher gewonnenen Ergebnissen kann geschlossen werden, dass die Proteine
des MRX-Komplexes wichtig fur die Erméglichung von Crossover-Ereignissen sind. Die
Crossoverfrequenz kann einerseits durch die Verschiebung des Gleichgewichts der
verschiedenen HR-Wege, SDSA und DSBR, beeinflusst werden. Anderseits kann das
Verhéltnis von Crossover- zu Nichtcrossover-Ereignissen auch durch die Beeinflussung
der dHJ-Auflésung im DSBR-Prozess verandert werden. In der Literatur wurden fur diese
beiden Prozesse bereits Proteine beschrieben. Die beiden DNA-Helikasen, Srs2 und
Sgs1, sind zur Unterdriickung von Crossover-Ereignissen von grol3er Bedeutung (Ira et
al., 2003; Lo et al., 2006) und bilden zusatzlich nach schadens-induzierter Aktivierung
Proteinkomplexe mit Mrell (Chiolo et al., 2005). Um den Mechanismus der durch Xrs2
vermittelten Crossover-Entstehung naher zu untersuchen, wurden Epistasisanalysen von
XRS2 zu SRS2 und SGS1 durchgefuhrt. Dazu wurden die Doppelmutanten xrs2sgs1
und xrs2srs2 konstruiert und deren Phanotypen mit denen der Einfachmutanten

verglichen.

4.3.4.1 Analyse der Strahlenempfindlichkeit

Uberlebensexperimente der Doppelmutanten (Abbildung 30) zeigten, dass die Deletion
von SGS71 und SRS2 keine Strahlenempfindlichkeit verursacht. Der DRF bei 50 %
Uberleben in der srs2-Mutante liegt bei nur 1,2. Auch die zusatzliche Deletion dieser
Gene im xrs2-Hintergrund erhoht die Sensitivitat der xrs2-Deletionsmutante nicht. Beide

Doppelmutanten weisen, wie die xrs2-Mutante, einen DRF von 2 auf.
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Abbildung 30: Strahlenempfindlichkeit der Mutanten fur die Epistasisanalysen

Dargestellt ist das Uberleben der Stamme sgs7 und xrs2sgs? (links) sowie srs2 und xrs2srs2 (rechts)
nach y-Bestrahlung. In beiden Féllen ist die Sensitivitat der xrs2-Mutante durch zusétzliche Deletion
von SGS71 bzw. SRS2 nicht erhoht (DRF =2). Die Mittelwerte (+/-Standardfehler) wurden aus
mindestens zwei unabhéangigen Experimenten berechnet.

4.3.4.2 Analyse der Reparatur von Mikrodeletionen

Zur Bestimmung der Reparatureffizienz und des verwendeten Reparaturweges diente
das Plasmid pJD4His.

Abbildung 31 fasst die Ergebnisse der Plasmidversuche zusammen. Wahrend die
Deletion von SGS1 keinen Einfluss auf die Reparatureffizienz hat, ist die Effizienz in der
srs2-Mutante  reduziert (siehe auch 4.3.2.1/Abbildung 26). Die niedrige
Reparatureffizienz der xrs2-Mutante ist in den Doppelmutanten nicht weiter erniedrigt.
Des Weiteren wird die Reparaturgenauigkeit weder von Xrs2, noch Srs2 und Sgsl
verandert. Die Analyse der mitotischen Stabilitat korrekt reparierter Plasmide zeigt fur die
beiden Mutanten sgs7 und srs2, wie erwartet, eine erhdhte Crossoverfrequenz. Die
sgs1-Mutante weist eine Crossoverfrequenz von 11 %, die srs2-Mutante von 14 % auf,
wéahrend im WT nur 7 % der HR-Ereignisse mit einem Crossover-Ereignis assoziiert
sind. Diese 2-fache Erhdhung der Crossoverfrequenz in der srs2-Mutante konnte auch
mit Hilfe eines chromosomalen Reparatursystems gemessen werden (Ira et al., 2003). In
der xrs2sgsi-Doppelmutante wurde jedoch eine starke Reduzierung der
Crossoverfrequenz auf 0,5% beobachtet. Dieser Wert unterscheidet sich nicht
signifikant von den 1,5 % Crossover-Ereignissen in der xrs2-Mutante (p > 0,2). Auch in

der xrs2srs2-Mutante ist der Prozentsatz an Crossover-Ereignissen im Vergleich zur
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srs2-Einfachmutante 4-fach reduziert. In nur 3,5 % der Félle ist die korrekte Reparatur

mit einem Crossover-Ereignis assoziiert.
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Abbildung 31: Analyse der Reparatur von Mikrodeletionen in den Mutanten fir die
Epistasisanalysen

Die Analyse der Reparatur von Mikrodeletionen erfolgte mit Hilfe des Vektors pJD4His. Die beiden
Selektionsmarker TRP1 und URA3 dienten der Bestimmung von Reparatureffizienz und -genauigkeit.
Die Crossoverfrequenz wurde mittels der mitotischen Stabilitat der Selektionsmarker bestimmt. Die
niedrige Reparatureffizienz (oben) der xrs2-Deletionsmutante ist in den Doppelmutanten nicht starker
erniedrigt. Die hohe Crossoverfrequenz (unten) der beiden Stamme sgs7 und srs2 ist nach Deletion
von XRS2 gesenkt. Die Mittelwerte (mit Standardabweichung) stammen aus mindestens zwei
unabhéngigen Versuchen.

Diese Resultate zeigen, dass die regulatorische Rolle von Srs2 und Sgsl auf die
Crossoverfrequenz durch die Deletion von XRS2 unterdrickt wird. Somit beeinflusst

Xrs2 die Wahl des Reparaturweges upstream der beiden anderen Proteine.
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4.4 Einfluss von Xrs2 auf die Basenexcisionsreparatur

Zusatzlich zu ihrer hohen Strahlenempfindlichkeit, weist die xrs2-Mutante auch eine sehr
hohe Sensitivitat gegentber den Chemikalien MMS und H,O, auf, die hauptsachlich
Basenschéaden induzieren (siehe Abbildung 18, oder auch (Chang et al., 2002; Mallory et
al., 2003; Tucker und Fields, 2004; Letavayova et al., 2006)). Bisher wurde dieses
geringe Uberleben auf die Tatsache zuriickgefiihrt, dass unreparierte Basenschaden
oder BER-Intermediate wahrend der Replikation in DSB umgewandelt werden.
Zusétzlich kdnnen auch lokal gehaufte DNA-Lasionen und AP-Stellen zu DSB fiihren
(Hendricks et al., 2002; Lundin et al., 2005; Letavayova et al., 2006). Somit wurde die
Empfindlichkeit gegen MMS und H,O, mit dem DSB-Reparaturdefekt der xrs2-Mutante
erklart. Im folgenden Teil sollte untersucht werden, ob die starke Empfindlichkeit der
xrs2-Mutante gegentuber Agenzien, die Basenschaden induzieren, nicht auch mit einer

Funktion des Proteins in der BER selbst in Zusammenhang gebracht werden kénnte.

4.4.1 Bestimmung der Mutationsfrequenz und der MMS-Empfindlichkeit

Defekte in der BER fiihren zu einer erhéhten Mutationsfrequenz. Daher wurden zunachst
die spontane sowie die MMS-induzierte Mutationsfrequenz der xrs2-Mutante im
Vergleich zum Mutationsverhalten des WT untersucht. Fir diese Untersuchungen
wurden Hefezellen mit BY4741-Hintergrund verwendet, die das Wildtyp-Gen CANT fur
die Expression einer Arginin-Permease tragen. Dadurch wird auch das Arginin-Analog
Canavanin, eine toxische, nicht-proteinogene Aminosaure, in die Zelle aufgenommen.

Durch Mutationen im CAN17-Gen erhalten die Zellen Resistenz gegen Canavanin.

In Abbildung 32 ist die spontane Mutationsfrequenz als Can"-Mutanten pro 10’ Zellen
dargestellt. Fir die MMS-induzierte Mutationsfrequenz wurden die spontanen Mutanten
abgezogen und die induzierten Can®-Mutanten pro 10" Uberlebende angegeben (siehe
3.2.8). Die xrs2-Mutante weist spontan eine 10-fach erhthte Mutationsfrequenz auf.
Wahrend im WT eine Mutationsfrequenz von 17 Mutanten pro 10’ Zellen gemessen
wurde, kommt es in der xrs2-Mutante in 170 pro 10’ Zellen zu einer Mutation im CAN1-
Gen. Des Weiteren besitzt die xrs2-Mutante eine erhdhte Mutationsfrequenz nach MMS-
Behandlung. Durch Inkubation fiir 30 min in 0,1 % MMS konnten 450 Can®-Mutanten pro
10" Uberlebende gemessen werden, wéhrend in WT-Zellen durch die gleiche

Behandlung nur 170 Canavanin-resistente Mutanten induziert wurden.
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Abbildung 32: Spontane und MMS-induzierte Mutationsfrequenzen im WT und in der xrs2-
Mutante

Zur Bestimmung der spontanen Mutationsfrequenz (links) wurden BY4741-Zellen auf Canavanin-
haltigem SC-Medium ausplattiert. Im Diagramm sind die erhaltenen Can“-Kolonien pro 10’ Zellen
angegeben. Fir die chemisch-induzierte Mutagenese (rechts) wurden die Zellen fir 0, 10, 20 und
30 min mit 0,1 % MMS behandelt. Die induzierte Mutationsfrequenz ist als Can®-Mutanten pro 10’
Uberlebende angegeben, wobei die spontanen Mutanten abgezogen wurden. Die Mittelwerte (mit
Standardabweichung) wurden aus drei (spontan) bzw. zwei (induziert) unabhangigen Versuchen
ermittelt.

Xrs2 spielt somit eine wesentliche Rolle in der Vermeidung von Mutationen. Es l&sst sich
jedoch zunachst keine Aussage Uber den dafir verantwortlichen Reparaturweg machen.
Auch nach Deletion von RAD52, dem Schlusselfaktor der HR, weisen Hefezellen eine
erhohte spontane Mutationsfrequenz auf (Alseth et al., 1999; Huang et al., 2003). Daher
wurden im Folgenden die Sensitivitdten der MKPO-Mutanten xrs2 und rad52 gegeniber
MMS naher untersucht. Um den Einfluss der HR, die als Backup-Weg fur die BER gilt, zu
verringern, wurden die Empfindlichkeiten der Zellen nicht nur in der logarithmischen
Wachstumsphase, sondern auch in der stationdren Wachstumsphase analysiert
(Abbildung 33). In dieser Phase, in der keine Replikation stattfinden kann, sollten
unreparierte Basenschaden und Intermediate der BER nicht mehr in DSB umgewandelt

werden.

In der logarithmischen Wachstumsphase weisen die xrs2-Mutante sowie die HR-
defiziente rad52-Mutante eine hohe Sensitivitat gegeniber MMS auf. Fir beide Stamme
konnte ein DRF von 14 bestimmt werden. Nach einer Inkubation fir 45 min in 0,2 %
MMS konnen nur 0,002% der Zellen uberleben, wahrend WT-Zellen eine
Uberlebensrate von 35 % aufweisen. In der stationdren Wachstumsphase sollte der
Einfluss der HR vermindert sein. Erst nach der Behandlung und dem Ausplattieren

gehen die Zellen wieder in die Replikation. Da dadurch ein essentieller Reparaturweg
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abgeschwacht wird, sinkt das Uberleben des WT, so dass nach 45 min Behandlung mit
0,02 % MMS nur noch 7 % der Zellen Kolonien bilden kdnnen. In der rad52-Mutante, die
keine HR durchfiihren kann, steigt das Uberleben in der stationdren Wachstumsphase
im Vergleich zur logarithmischen Wachstumsphase an (0,01 %, DRF = 4). Da jedoch
beim Ausplattieren der Zellen noch nicht alle Basenschéaden Uber die BER repariert
wurden, liegt das Uberleben noch unter dem des WT. Die Empfindlichkeit der xrs2-
Mutante jedoch bleibt unverédndert (DRF =6,5) und ist somit unabhangig von der
Wachstumsphase. Dies lasst neben der Rolle von Xrs2 in der HR eine zusétzliche

direkte Funktion in einem Mechanismus zur Reparatur von Basenschaden vermuten.
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Abbildung 33: Empfindlichkeit von Zellen in der logarithmischen und stationdren Wachstums-
phase gegeniber MMS

Dargestellt ist die Sensitivitéat der xrs2-Mutanten gegeniiber MMS-Behandlung im Vergleich zur rad52-
Mutante in der logarithmischen (links) sowie in der stationaren (rechts) Wachstumsphase. Das
Uberleben wurde aus dem Verhaltnis der Zahl der Kolonien nach der Behandlung zu der Zahl der
Kolonien ohne Behandlung bestimmt. Wahrend die rad52-Mutante in der logarithmischen
Wachstumsphase eine hoéhere Empfindlichkeit aufweist als in der stationdren Phase, ist die
Sensitivitat der xrs2-Mutante unabh&ngig von der Wachstumsphase. Fur die Uberlebenskurven ist der
Mittelwert (+/-Standardfehler) aus drei (logarithmische Wachstumsphase) bzw. zwei (stationare
Wachstumsphase) unabhangigen Experimenten dargestellt.

4.4.2 Analyse der Reparatur von hitze-labilen Stellen

MMS wurde lange Zeit als radiomimetisches Agenz verwendet, das DSB induziert (Wyatt
und Pittman, 2006). Neuere Studien konnten zeigen, dass in stationdren Kulturen die

meisten MMS geschadigten Stellen erst durch die Behandlung der Proben bei erhéhten
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Temperaturen, die fir den Aufschluss von Hefezellen z. B. fir die gelelektrophoretische
Auftrennung der Chromosomen ndtig ist, in DSB umgewandelt werden (Lundin et al.,
2005; Ma et al., 2008). MMS induziert somit hitze-labile Stellen, die vermutlich lokal
gehaufte Basenschaden darstellen. Um dies zu uberprufen, wurden WT-Zellen mit
MKPO-Hintergrund in der stationaren Wachstumsphase fir 0, 15 und 30 min mit 0,1 %
MMS behandelt. Wéahrend der anschlieBenden Praparation der Proben wurde die
genomische DNA durch Inkubation mit Proteinase K bei 32 °C sowie bei 55 °C

freigesetzt. Mit Hilfe von PFGE wurde die chromosomale DNA aufgetrennt.

0 15 30 min

32 55 32 55 32 55 °C

Abbildung 34: Detektion hitze-labiler Stellen nach MMS-Behandlung als sekundare DSB

WT-Zellen in der stationaren Wachstumsphase wurden fur 0, 15 und 30 min mit 0,1 % MMS behandelt
und anschlieBend in Agarose eingebettet. Zur Freisetzung chromosomaler DNA wurden die Zellen fur
18 h bei 32°C bzw. 55°C mit Proteinase K versetzt. Mittels PFGE wurden die Chromosomen
aufgetrennt. Nach Inkubation bei 32 °C ist keine Degradierung detektierbar. Durch die Inkubation bei
55 °C hingegen werden MMS-induzierte hitze-labile Stellen in DSB konvertiert. Diese zeigen sich im
Gel durch eine Verringerung der Bandenintensitdt und das Auftreten kleinerer DNA-Fragmente
(,Schmier").

Aus Abbildung 34 wird ersichtlich, dass die chromosomale DNA aus den unbehandelten
Zellen keine Unterschiede aufweist. Die bei 32 °C und bei 55 °C inkubierten Proben
zeigen das gleiche Verhdltnis von Bandenintensitat und Hintergrund. Nach MMS-
Behandlung kdnnen bei den 55 °C-Proben intensive Degradierungen beobachtet
werden. Nach 15 min Inkubation mit 0,1 % MMS sind neben einem Schmier nur noch
leichte  Chromosomenbanden erkennbar, nach 30-mindtiger Inkubation mit der
Chemikalie kdnnen nur noch kleine DNA-Fragmente detektiert werden. MMS produziert
somit hitze-labile Stellen, die bei der DNA-Praparation durch Inkubation bei 55 °C in
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sekundare DSB umgewandelt werden. Auf diese Weise kann der Gehalt an hitze-labilen
Stellen durch die Quantifizierung der DNA-Fragmentierung bestimmt werden.

Mit dieser Methode wurde die Reparatur von hitze-labilen Stellen in WT- und xrs2-Zellen
im Folgenden analysiert. Die Zellen wurden fur 0, 10, 20, 40 und 60 min mit 0,1 % MMS
behandelt. Wie fir die Analyse der Reparatur chromosomaler DSB nach y-Bestrahlung
(4.3.1.2) wurden die Zellen anschlieend fur 23 h bei 30 °C unter Nichtwuchs-
Bedingungen inkubiert, die Reparaturprozesse wurden durch Zugabe von EDTA
gestoppt, die Zellen in Agarose eingebettet und durch Inkubation bei 55 °C mit
Proteinase K aufgeschlossen. Die Chromosomen wurden mit Hilfe von PFGE
aufgetrennt.

WT Xrs2
Oh 23h Oh 23h

0O 20 40 20 40 O 20 40 20 40 min

Abbildung 35: Chromosomale DNA der Stdmme WT und xrs2 nach Behandlung mit 0,1 % MMS
und DNA-Praparation bei 55 °C

WT- und xrs2-Zellen in der stationaren Wachstumsphase wurden fir 0, 20 und 40 min mit 0,1 % MMS
behandelt, fir 0 h bzw. 23 h in LHR-Puffer inkubiert und anschlieend in Agarose eingebettet. Zur
Freisetzung chromosomaler DNA wurden die Zellen fur 18 h bei 55 °C mit Proteinase K versetzt,
wodurch hitze-labile Stellen der DNA in DSB konvertiert werden. Diese kdnnen mittels PFGE-Analyse
der chromosomalen DNA detektiert werden. Dargestellt ist ein exemplarisches Gelphoto. Nach einer
Reparaturzeit von 23 h weist die xrs2-Mutante im Vergleich zum WT einen héheren Gehalt an
Restschaden auf.

Abbildung 35 zeigt ein exemplarisches Gel fir die Auftrennung der genomischen DNA
aus WT- und xrs2-Proben. Direkt nach der Behandlung steigt die DNA-Fragmentierung
mit der L&nge der MMS-Behandlung in beiden Stdmmen an. Nach 23 h Reparaturzeit in
LHR-Puffer weisen die Proben des WT wieder klare Chromosomenbanden auf. Dies

zeigt, dass hitze-labile Stellen unter LHR-Bedingungen in WT-Zellen effizient repariert
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werden kdnnen. Die xrs2-Mutante hingegen weist nach der Inkubation in LHR-Puffer
einen hoheren Restschaden auf als der WT. Die chromosomale Degradierung der 23 h-
Proben wurde mit Hilfe der Software Geltool ausgewertet (Steininger et al., 2008) und
die Degradierungswerte (pv, siehe 3.2.5.4) gegen die MMS-Konzentration aufgetragen
(Abbildung 36).
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2.5

Restschaden nach 23 h (pv)

y = 0,0261x + 0,7597
1.5 4

y = 0.0121x + 0.4704

0 10 20 30 40 50 60
Zeit (in 0,1 % MMS)

Abbildung 36: Konzentrationsabhangiger Restschaden nach 23 h Inkubation in LHR-Puffer

Mit Hilfe der Programme Quantity One® und Geltool wurden die chromosomalen Degradierungen der
23 h-Proben bestimmt. Dargestellt ist der Restschaden als profile value (pv) aufgetragen gegen die
MMS-Konzentration. Fur die Trendlinien sind die Gleichungen angegeben. In beiden durchgefihrten
Versuchen weist die xrs2-Mutante nicht nur nach MMS-Behandlung, sondern auch in den
unbehandelten Proben mehr Degradierung auf als der WT. Die rad52-Mutante hingegen repariert
hitze-labile Stellen annéhernd so gut wie der WT. Die Mittelwerte (+/- Standardabweichung) wurden
aus einer 6-fachen Geltool-Auswertung ermittelt.

Die Analyse des Restschadens nach Induktion hitze-labiler Schaden zeigt, dass die xrs2-
Mutante im Gegensatz zum WT ohne Behandlung bereits eine leichte Degradierung der

DNA aufweist. Diese spontan erhdhte Zahl an hitze-labilen Stellen steht in Einklang mit
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der erhéhten spontanen Mutationsfrequenz der xrs2-Mutante. Durch Behandlung mit
MMS steigt im WT der Restschaden konzentrationsabhangig nur leicht an (Steigung der
Trendlinie = 0,0268), wahrend in der xrs2-Deletionsmutante mehr Schaden unrepariert
bleiben (Steigung der Trendlinie = 0,0527). Auch im Wiederholungsexperiment ist die
Steigung der Trendlinie fUr die xrs2-Mutante (0,0261) doppelt so hoch wie fir den WT
(0,0121). Die HR-defiziente rad52-Mutante, die zur Kontrolle mitgefuhrt wurde, zeigt eine
anndhernd so gute Reparatur der hitze-labilen Stellen wie der WT, was bereits
publizierten Daten entspricht, die ebenfalls zeigen, dass rad52-Mutanten nach

Behandlung mit MMS keine sekundaren DSB akkumulieren (Lundin et al., 2005).

4.4.3 Analyse der Basenexcisionsreparatur in vitro

Da hitze-labile Stellen in der stationdren Wachstumsphase hauptsachlich tber BER
repariert werden (Lundin et al., 2005; Ma et al., 2008), sollte dieser Reparaturweg im WT
und in der xrs2-Mutante ndher untersucht werden. Dazu wurde ein flir Saugerzellen

publizierter in vitro-Assay (Harrigan et al., 2006) auf Hefezellen adaptiert (Abbildung 37).

5-GTACCCGGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCAGGGC-3’
3"-CATGGGCCCCTAGGAGATCTUAGCTGGACGTCCCG-5

+ Proteinextrakt
+ [a-32P]dCTP
+ddTTP

+ ATP

3-CATGGGCCCCTAGGAGATCTCAGCTGGACGTCCCG-5" 35mer
3"-ddTCAGCTGGACGTCCCG-5" 16mer
3’-dCAGCTGGACGTCCCG-5" 15mer

Abbildung 37: Reaktionsschema des in vitro-BER-Assays

Durch Zugabe von Proteinextrakt, [a-*P]JdCTP, ddTTP und ATP aus dem 5 x BER-Puffer zu dem
Uracil-haltigen Substrat entstehen drei Reparaturprodukte:

35mer = short patch-Produkt

16mer = long patch-Produkt

15mer = Intermediat

Dargestellt ist nur das Reaktionsschema fir die Reparatur des Uracil-haltigen Substrats. Fir die
Reparatur des 8-0xoG-haltigen Substrats wird radioaktiv markiertes [a-**P]dGTP verwendet.

Proteinextrakte aus den einzelnen Stdmmen wurden mit dsDNA-Oligonukleotiden einer
Lange von 35 bp, die an Position 15 ein Uracil bzw. ein 8-oxoG aufweisen, versetzt.
BER-Proteine im Zellextrakt kdnnen die geschadigte Base erkennen, ausschneiden und
durch ein radioaktiv markiertes Nukleotid ([a-**P]JdCTP bzw. [a-**P]dGTP) ersetzten.
Dadurch entsteht ein 15 nt langes Intermediat. Durch die Ligation der ausgetauschten
Base mit dem Zucker-Phosphatriickgrat wird im short patch-Weg der BER ein Produkt

87



Ergebnisse

mit einer Lange von 35 nt erzeugt. Im long patch-Weg werden mehrere Nukleotide im
Matrizenstrang ausgetauscht. Durch die Zugabe von ddTTP wird die Verlangerung des
reparierten Einzelstranges gestoppt, wodurch ein Produkt mit einer Lange von 16 nt
entsteht.

Die Inkubation der Oligonukleotide mit Proteinextrakten erfolgte fur 0, 2, 5, 10, 15 und
20 min. Uber ein 24 %iges denaturierendes PAA-Gel wurden die Produkte anschlieRend
aufgetrennt und durch Exposition eines Rontgenfilms sichtbar gemacht. Wenn anstelle
des Uracil- bzw. 8-oxoG-haltigen Substrats ein fehlerfreies Oligonukleotid eingesetzt
wird, kann kein Einbau von markierten Nukleotiden beobachtet werden (personliche
Mitteilung S. Martl).

Uracil-Substrat 8-0x0G-Substrat
WT Xrs2 WT Xrs2
0 2 5101520 0 2 5 10 15 20 0 2 5 101520 0 2 5 10 15 20 min

1 » - - o ww W | 35Mer
nb 0.050.17 0.54 0.651.00| nb 0.04 0.08 0.13 0.40/0.41] nb 0.14 0.43 0.67 0.94(1.00| nb 0.09 0.33 0.52 0.58/0.67

| ~aa .® -® o ) s6mer

nb 0.10 0.40 0.85 0.91(1.00| nb 0.01 0.02 0.17 0.47(0.61]  nb 0.01 0.02 0.13 0.61/1.00| nb 0.01 0.02 0.12 0.45/0.80

"Q # O“ ..‘ 15mer

nb 0.39 0.64 0.81 0.85/1.00| nb 0.05 0.20 0.62 0.67/0.81]  nb 0.05 0.16 0.48 0.87|1.00| nb 0.02 0.13 0.39 0.57/0.71

Abbildung 38: In vitro-Analyse der Basenexcisionsreparatur von Oligonukleotiden mit Uracil
und 8-o0x0G

35 bp lange dsDNA Oligonukleotide, die an Position 15 ein Uracil (links) bzw. 8-0xoG (rechts)
beinhalten, wurden mit WT- und xrs2-Exrakten fir die angegebenen Zeitwerte inkubiert. Wahrend des
BER-Prozesses wird die geschadigte Base erkannt, ausgeschnitten und durch ein radioaktives
[a-**P]dCTP bzw. [a-**P]dGTP ersetzt. Durch die Zugabe von ddTTP konnen die unterschiedlichen
Wege der BER im PAA-Gel unterschieden werden (35mer = short patch-Produkt, 16mer = long patch-
Produkt, 15mer = Intermediat). Nach Autoradiographie wurden die Intensitdten der Banden mit Hilfe
der Software TotalLab TL100 quantifiziert. Die Menge an jeweiligem Produkt nach 20 min Inkubation
mit WT-Extrakt wurde auf 1 normiert. Die xrs2-Mutante zeigt sowohl im short patch- als auch im
long patch-Weg eine erniedrigte Reparatureffizienz. Dargestellt ist jeweils ein reprasentatives
Experiment (nb = nicht bestimmt).

Abbildung 38 zeigt je ein reprasentatives Experiment fur die Reparatur des Uracil- bzw.
8-o0xoG-haltigen Oligonukleotids. Da in Hefezellen vor allem long patch-Reparatur
verwendet wird (Boiteux und Guillet, 2004), mussten die Filme zur Detektion des
short patch-Produktes langer belichtet werden. Mit Hilfe der Software TotalLab TL100
wurden die Produkte quantifiziert. Die jeweilige Produktmenge, die durch Inkubation fir
20 min mit WT-Extrakt entsteht, wurde auf 1 gesetzt. Unabhéngig vom Schaden (Uracil
oder 8-0x0G) weist die xrs2-Mutante eine erniedrigte BER-Effizienz auf. Dieser Defekt
zeigt sich bereits bei der Produktion des Intermediats. Des Weiteren sind beide Wege
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der BER, short patch-Reparatur und /long patch-Reparatur, betroffen. Fur alle drei
Produkte liegt der Prozentsatz nach Inkubation fir 20 min im xrs2-Extrakt zwischen 40 %

und 80 % im Vergleich zum WT (vergleiche die blau markierten 20 min-Werte).

Fur die Reparatur des Uracil-haltigen Substrates wurden drei verschiedene WT- und
xrs2-Extrakte in unabhangigen Versuchen getestet. In Abbildung 39 sind die Ergebnisse
zusammengefasst. Die xrs2-Mutante bildet nach 20 min im Vergleich zum WT
durchschnittlich 64 % short patch- und long patch-Produkt und 77 % Intermediat.

100

75

50

BER-Effizienz (%)

25

short patch- | long patch- | Intermediat
Produkt Produkt

Abbildung 39: BER-Effizienz der xrs2-Mutante im Vergleich zum WT

Die BER-Effizienz des Uracil-haltigen Oligonukleotids der xrs2-Mutante ist nach 20 min Reparaturzeit
relativ zum WT angegeben. Die BER-Effizienz flir short patch- und long patch-Produkt liegt bei 64 %.
Die Intermediatmenge erreichte 77 %. Die Mittelwerte (mit Standardabweichung) wurden aus drei
unabhéngigen Experimenten mit verschiedenen Proteinextrakten ermittelt.

Zur weiteren Abgrenzung der Funktionen des Xrs2-Proteins zu denen von Rad52
wurden die BER-Kapazitaten von WT, xrs2- und rad52-Mutante verglichen. Dabei
wurden die Reparatureffizienzen mit Hilfe des Uracil-haltigen Oligonukleotids nach 5, 10,
15 und 20 min analysiert. Aus Abbildung 40 wird ersichtlich, dass Rad52 im Gegensatz
zu Xrs2, wenn Uberhaupt, nur einen marginalen Einfluss auf die BER hat (vergleiche die

blau markierten 20 min-Werte).
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WT Xrs2 rad52
5 10 15 20 5 10 1520 5 10 15 20 min

e — — S | 35mer

0.070.17 0.57/1.00/ 0.06 0.09 0.17/0.42| 0.07 0.22 0.59/0.92

ﬂ _ q.t 16mer

0.020.17 0.63|1.00/ 0.02 0.05 0.13]0.50/ 0.02 0.09 0.40/0.84

- p— W [ 15mer
0.15 0.50 0.80/1.00/ 0.11 0.20 0.38/0.58| 0.11 0.25 0.54/0.83

Abbildung 40: Vergleich der BER-Kapazitaten nach Deletion von XRS2 und RAD52

Zum Vergleich der in vitro-BER-Effizienz von xrs2- und rad52-Mutanten wurden die Proteinextrakte
dieser Stamme sowie des WT fir 5, 10, 15 und 20 min mit dem Uracil-haltigen Oligonukleotid versetzt.
Die Produkte wurden mittels 24 %iger PAA-Gele aufgetrennt. Die Menge an jeweiligem Produkt nach
20 min Inkubation mit WT-Extrakt wurde auf 1 normiert. Die rad52-Mutante zeigt im Gegensatz zur
xrs2-Mutante keine starke Beeintrachtigung der BER.

4.4.4 Untersuchungen zur Rolle des MRX-Komplexes in der Basen-
excisionsreparatur

Bei den bisher in dieser Arbeit beschriebenen Funktionen von Xrs2 in der DSB-
Reparatur konnte gezeigt werden, dass der gesamte MRX-Komplex fur deren Ausiibung
notwendig ist. Analysen der Mutanten mit verkirzten XRS2-Allelen identifizierten die
Mrell-Bindestelle von Xrs2 als die essentielle Domane fur die neuen DSB-
Reparaturfunktionen. Deshalb sollte auch fir die neu entdeckte Rolle von Xrs2 in der
BER Uberpruft werden, ob es sich wiederum um eine Funktion des Komplexes handelt
oder ob Xrs2 ohne Mrell und Rad50 aktiv ist. Mit Hilfe der beiden Mutanten xrs2-228M
und xrs2-630 sollte untersucht werden, ob die N-terminale oder C-terminale Doméane von

Xrs2 eine Rolle fur die BER spielt.

4.4.4.1 Bestimmung der MMS-Empfindlichkeit

Um zunachst zu testen, welche Faktoren einen Einfluss auf das Uberleben nach
Induktion von Basenschaden besitzt, wurden die Mutanten rad50, mre11, xrs2-228M und
xrs2-630 im Vergleich zur xrs2-Deletionsmutante und dem WT als Kontrolle auf ihre
MMS-Sensitivitdt hin untersucht. Dazu wurden Kulturen in der logarithmischen

Wachstumsphase seriell verdiinnt und auf MMS-haltige Platten aufgetropft.
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YEPD+MMS
YEPD 0,005 % 0,01 %

WT
Xrs2
mrell
rad50

Xrs2-228M
Xrs2-630

Abbildung 41: Empfindlichkeit der MRX-Mutanten gegen MMS

Zum Vergleich der MMS-Sensitivitdt verschiedener Stamme wurden Zellen in der logarithmischen
Wachstumsphase seriell von 1 x 107 bis 1 x 10° Zellen/ml verduinnt und auf YEPD-Platten, versetzt mit
0,001 % und 0,005 % MMS, aufgetropft. Die Stamme mre11, rad50 und xrs2-630 weisen die hohe
Sensitivitat der xrs2-Mutante auf und kénnen bei 0,005 % MMS nur noch in den Verdiinnungen 10’
und 10° Kolonien bilden. Die xrs2-228M-Mutante ist nur ein wenig empfindlicher als der WT.

Abbildung 41 zeigt fur alle Mutanten mit Ausnahme der xrs2-228-Mutante mit der
N-terminalen Verkirzung die gleiche Empfindlichkeit gegentiber MMS auf. Bei einer
Konzentration von 0,005 % MMS konnen in der Verdiinnung mit 1 x 10°> Zellen/ml nur
noch sehr wenige Kolonien wachsen, wahrend bei 0,01 % MMS kein Wachstum mehr
nachgewiesen werden konnte. Die xrs2-228M-Mutante weist nur eine leichte Sensitivitat
bei 0,01 % MMS auf. Dieser Befund stimmt mit den Ergebnissen anderer Gruppen
Uberein, die zeigen konnten, dass der Verlust der Mrell-Bindestelle fur die hohe MMS-
Empfindlichkeit der xrs2-Mutante verantwortlich ist und dass N-terminale Doménen
keinen Einfluss auf die MMS-Sensitivitat haben (Tsukamoto et al., 2005).

4.4.4.2 Analyse der Basenexcisionsreparatur in vitro

Neben der MMS-Empfindlichkeit sollte des Weiteren die in vitro-BER-Kapazitat der MRX-
Deletionsmutanten und der xrs2-630-Mutante mit Hilfe des Uracil-haltigen
Oligonukleotids untersucht werden. Dazu wurden Proteinextrakte der Mutanten xrs2,
mre11, rad50, xrs2-228M und xrs2-630 sowie der Kontrollstamme WT und XRS2, die
den kompletten XRS2-ORF im Jleu2-3-112-Lokus der xrs2-Deletionsmutante tragt
(3.1.5.1), fur jeweils 5, 10 und 15 min mit Oligonukleotid versetzt. Die Produkte wurden
Uber ein PAA-Gel aufgetrennt und Uber Autoradiographie sichtbar gemacht. Die durch

Inkubation des WT-Extrakts fir 15 min entstandene Produktmenge wurde auf 1 gesetzt.
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Abbildung 42: In vitro-BER-Analysen der MRX-Mutanten

Zur naheren Analyse der Rolle des MRX-Komplexes in der BER wurde die in vitro-Reparatur des
Uracil-haltigen Oligonukleotids in den Stammen rad50 und mre11 (links), xrs2-228M und xrs2-630
(rechts) im Vergleich zu xrs2 und WT bzw. XRS2 untersucht. Die Produkte wurden durch 24 %ige
PAA-Gele aufgetrennt und mittels Autoradiographie sichtbar gemacht. Die Menge an jeweiligem
Produkt wurde auf die Menge normiert, die der WT-Extrakt in 15 min Reparaturzeit produziert. Alle
Mutanten aufRer der xrs2-228M-Mutante zeigen wie die xrs2-Deletionsmutante im Vergleich zum WT
bzw. zu XRS2-Zellen eine erniedrigte Reparatureffizienz.

Aus Abbildung 42 wird ersichtlich, dass die Stamme rad50 und mre11 sowie xrs2-630
die niedrige BER-Effizienz der xrs2-Mutante aufweisen (vergleiche die blau markierten
15 min-Werte). Wiederum sind beide Wege, der short patch- und der long patch-Weg,
betroffen. Nur die xrs2-228M-Mutante kann wie die XRS2-Kontrolle ein ausreichendes
Mald an Produkten erzeugen. Daraus kann geschlossen werden, dass der gesamte
MRX-Komplex an der BER beteiligt ist und dass speziell die Mrel1-Bindestelle des Xrs2-
Proteins notwendig ist, um die anderen Komponenten des Komplexes zu rekrutieren. Die

N-terminalen Domanen FHA und BRCT spielen keine Rolle fir die BER.

4.4.5 Epistasisanalysen von XRS2 mit unterschiedlichen BER-Genen

Um die Funktion des MRX-Komplexes dem AP-Endonuklease- oder AP-Lyase-Weg
zuordnen zu konnen, wurden Epistasisanalysen von XRS2 zu anderen BER-Genen
durchgefuhrt. Einerseits wurde XRS2 im apni-Hintergrund deletiert. Dadurch wird der
Hauptweg der BER in Hefe tUber die AP-Endonuklease gestort. Der AP-Lyase-Weg bleibt
unbeeinflusst, da hier Apn2 als effiziente 3"-Phosphodiesterase arbeiten kann (Boiteux
und Guillet, 2004). Andererseits wurde XRS2 in der AP-Lyase-defizienten Mutante
ntgintg2 deletiert. Zusatzlich sollte auch der Einfluss einer XRS2-Deletion im

apnintg1ntg2-Hintergrund untersucht werden.
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4.45.1 Bestimmung der MMS-Empfindlichkeit

Zunéchst wurde die MMS-Sensitivitat dieser Mutanten im Vergleich zum WT und zur
xrs2-Mutante getestet. Zusatzlich wurden die neuen Mutanten mit einer apni-
Einfachmutante, einer ntg1ntg2-Doppelmutante  sowie einer  apnintg1ntg2-
Dreifachmutante verglichen (Abbildung 43).

Die AP-Endonuklease-defiziente Mutante apn1 weist nur eine leichte MMS-
Empfindlichkeit auf, so dass nur bei der héchsten MMS-Konzentration von 0,02 % ein
verringertes Uberleben zu erkennen ist. Durch die Deletion der Gene NTG7 und NTG2
wird das Uberleben kaum beeintrachtigt. Die apn1ntg1ntg2-Dreifachmutante weist eine
hohere Sensitivitdt als die apn1-Mutante auf, da neben dem Hauptweg Uber die AP-
Endonukleasen auch der Reparaturweg Uber die AP-Lyasen gestort ist. In der xrs2-
Mutante kdnnen bereits bei der niedrigsten Konzentration von 0,001 % MMS nicht mehr
alle Zellen Kolonien bilden, da neben der BER auch der Backup-Weg Uber HR gestort
ist. Durch zusatzlich Deletion von APN1 im xrs2-Hintergrund wird die MMS-Sensitivitat
nochmals erhoht, so dass bei 0,0025 % MMS kaum Zellen Uberleben kénnen. Nach
Deletion von XRS2 in den Stammen ntg1ntg2 und apnintg1ntg2 ist jedoch die MMS-
Empfindlichkeit der xrs2-Mutante aufgehoben (supprimiert).

YEPD+MMS

0,005 % 0,01 %

[N BN ]

apnilxrs2 . . ‘ f’

Abbildung 43: Empfindlichkeit der Mutanten fiir die Epistasisanalysen gegen MMS

Zum Vergleich der MMS-Sensitivitét verschiedener Stamme wurden Zellen in der logarithmischen
Wachstumsphase seriell von 1 x 10’ bis 1 x 10° Zellen/ml verdinnt und auf YEPD-Platten, versetzt mit
unterschiedlichen Konzentrationen an MMS, aufgetropft. Wéahrend XRS2 und APN1 einen additiven
Einfluss auf die MMS-Sensitivitdt aufweisen (unten), wird die Empfindlichkeit der Mutanten ntg1ntg2
und apn1ntg1ntg2 durch zusatzliche Deletion von XRS2 nicht verandert (oben).
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4.45.2 Analyse der Basenexcisionsreparatur in vitro

Im Folgenden wurde die BER-Effizienz mit Hilfe des in vitro-BER-Assays analysiert.
Wahrend der WT-Extrakt nur fir 5 und 15 min mit dem Uracil-Oligonukleotid versetzt
wurde, wurden fur die Mutanten-Extrakte zusatzliche Zeitwerte von 30 und 60 min
eingefihrt, da die Reparatureffizienz deutlich geringer ist als im WT. Wiederum diente

der langste Zeitwert des WT (15 min) der Normalisierung der Produktmenge.

WT Xrs2 apnl apnlxrs2 WT Xrs2 ntglntg2  ntglntg2xrs2
515 5153060 5 15 3060 5 15 30 60 5 15 5153060 5 153060 5 15 3060 min
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0.16 1.00/0.10/042|1.68 451 0.18(1.21|3.67 807 020 026 101 296 0.84|1.00|0.29/0.65/1.74 288 057 117|451 1116 049 1.00/3.20 525
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0.06 |1.00| 0.02/0.15/0.84 1.59 0.03|0.05/0.20 056 001 002 004 011  0.10/1.00|0.070.16/0.70 1.92 0.14|1.24|5.03 8.01 0.20|1.21)4.31 6.78

w0 e ot

040 [1.00/0.17 055|058 0.70 0.03|0.09/0.16 0.20 0.01 001 004 008 0.17/1.00| 0.09/0.39/1.06 1.38 0.21]1.23/1.95 1.62 0.32|1.26|1.79 242

Abbildung 44: In vitro-BER-Untersuchungen der Mutanten fiir die Epistasisanalysen

Zur naheren Analyse der Rolle von Xrs2 in der BER wurde die in vitro-Reparatur des Uracil-haltigen
Oligonukleotids in BER-defizienten Stammen im Vergleich zu Mutanten mit zusatzlicher XRS2-
Deletion untersucht. Die Produkte wurden durch 24 %ige PAA-Gele aufgetrennt und mittels
Autoradiographie sichtbar gemacht. Die Menge an jeweiligem Produkt wurde auf die Menge normiert,
die der WT-Extrakt in 15 min Reparaturzeit produziert. In der apnixrs2-Doppelmutante (links) ist die
BER-Effizienz im Vergleich zu den entsprechenden Einzelmutanten weiter reduziert. Die Deletion von
XRS2 in dem Stamm ntg1ntg2 (rechts) setzt die BER-Effizienz nicht mehr weiter herab. Dargestellt ist
jeweils einer von zwei durchgefihrten Versuchen mit unterschiedliche Zellextrakten und nahezu
identischen Ergebnissen.

Wahrend die apn7-Mutante im Vergleich zur xrs2-Mutante weniger Intermediat und
long patch-Produkt generiert, ist die short patch-Kapazitat nicht beeinflusst (Abbildung 44
links, vergleiche die blau markierten 15 min-Werte). Fir die Herstellung von long patch-
Produkt und Intermediat weisen die beiden Gene, wie fur die MMS-Sensitivitat, einen
additiven Effekt auf, so dass in der Doppelmutante fast keine Produkte mehr detektiert
werden konnten. Fir die short patch-Reparatur zeigt sich nahezu der xrs2-Phénotyp

(vergleiche die orange markierten 60 min-Werte).

Verglichen mit dem WT zeigt die ntg71ntg2-Mutante keinen BER-Defekt (Abbildung 44
rechts). Durch zusétzlich Deletion von XRS2 wird die Reparatureffizienz der
ntg1ntg2xrs2-Dreifachmutante kaum beeinflusst (vergleiche die blau markierten 15 min-
Werte). Im Vergleich zur ntg1ntg2-Mutante zeigt sich kein reproduzierbarer Unterschied.

Fir alle drei Produkte wird der xrs2-Phanotyp deutlich supprimiert. Zur weiteren
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Epistasisanalyse wurde auch eine apnintg1ntg2-Dreifachmutante untersucht. Hierbei
konnten kaum Reparaturprodukte detektiert werden (nicht gezeigt). Daher kann keine

Aussage uber den Einfluss einer zusatzlichen Deletion von XRS2 gemacht werden.

Der additive Effekt von APN1 und XRS2 sowie die Suppression des xrs2-Phéanotyps im
AP-Lyase-defizienten Hintergrund deutet auf eine Funktion von Xrs2 downstream von
Ntgl und Ntg2 hin.

4.4.6 Analyse der Rolle von Xrs2 im BER-Mechanismus

Bisherige Analysen haben nachgewiesen, dass Xrs2 an der BER beteiligt ist.
Biochemische Analysen zu einzelnen BER-Schritten sollten einen Aufschluss tber die
spezielle Funktion von Xrs2 im BER-Mechanismus liefern. Mit Hilfe eines Incision-
Assays und verschiedener Untersuchungen zur Strang-Elongation wurden Zellextrakte

der xrs2-Mutante und des WT miteinander verglichen.

4.4.6.1 Untersuchung des Incision-Schrittes

Der erste Schritt in der BER stellt die Erkennung des Basenschadens dar. Nachfolgend
wird das Zucker-Phosphatrickgrat mit Hilfe von AP-Endonukleasen oder AP-Lyasen
eingeschnitten. Um diese beiden ersten Schritte zu analysieren, wurde ein Incision-
Assay durchgefuihrt, bei dem durch Inkubation des Uracil-haltigen, doppelstrangigen
Oligonukleotids mit Proteinextrakten Produkte mit einer Grol3e von 14 nt und 15 nt Lange

entstehen. Abbildung 45 zeigt ein Reaktionsschema fir diesen Versuch.

5-GTACCCGGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCAGGGC-3°
3"-CATGGGCCCCTAGGAGATCT AGCTGGACGTCCCG\-S'

32p
+ Proteinextrakt

3'-UAGCTGGACGTCCCG\-5' 15mer
32P

3'-AGCTGGACGTCCCG\—5’ 14mer
32p

Abbildung 45: Reaktionsschema des in vitro-Incision-Assays

Durch Zugabe von Proteinextrakt zu dem Uracil-haltigen Substrat wird der Schaden von
Reparaturproteinen erkannt und ausgeschnitten. Durch die Aktivitdit von AP-Lyasen oder AP-
Endonukleasen entstehen Produkte von 15 nt und 14 nt Lange.
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Die Spezifitat dieser Reaktion wurde mit Hilfe von Kontrollen bestéatigt. Ohne Zugabe von
Extrakten findet keine Spaltung des Substrats statt. Durch Zugabe von rekombinanter
Uracil-DNA-Glykosylase aus E. coli unter alkalischen Bedingungen wird das Uracil vom
Enzym ausgeschnitten und das Zucker-Phosphatriickgrat an der entstandenen AP-Stelle
durch NaOH hydrolysiert (personliche Mitteilung S. Moértl). Da Apnl die wichtigste
Endonuklease in Hefezellen darstellt, diente ein apn1-Extrakt als Kontrolle.

WT Xrs2 WT apnl
0O 2 5 10 0 2 5 10 0O 2 5 10 0 2 5 10 min
SetetBl gy -
| R R
sS40 S . -he 15/14mer

nb 065 088 100 nb 074 104 122 nb 037 075 100 nb 007 007 007

Abbildung 46: In vitro-Analyse der Basenerkennung und des Incision-Schrittes

Um die ersten beiden Schritte der BER, die Basenerkennung und den Einschnitt des Zucker-
Phosphatriickgrates (Incision), zu untersuchen, wurde markiertes Uracil-Oligonukleotid fir die
angegebenen Zeitwerte mit Proteinextrakten versetzt. Durch den Incision-Schritt entsteht ein Produkt
von 14/15 nt Lange. Substrat und Produkt wurden mittels PAA-Gelelektrophorese aufgetrennt und mit
der Software TotalLab TL100 quantifiziert. Die Produktmenge nach Inkubation fir 10 min mit WT-
Extrakt wurde auf 1 normiert (nb = nicht bestimmt). Die xrs2-Mutante weist im Vergleich zum WT
keinen Defekt des Incision-Schrittes auf (links). Nach Deletion von APN1, dessen Genprodukt die
wichtigste Endonuklease darstellt, ist jedoch kaum mehr Produkt messbar (rechts).

Abbildung 46 zeigt, dass die Effizienz fur die Basenerkennung und den Einschnitt des
Zucker-Phosphatriickgrats in der xrs2-Mutante im Vergleich zum WT nicht beeintrachtigt
ist. In beiden Fallen erfolgen diese Schritte mit hoher Effizienz. In der apni-Mutante
hingegen ist die Incision-Effizienz stark herabgesetzt. Es entsteht, wie erwartet, nur eine

kleine Menge an Produkt, da das Gen fir die Hauptendonuklease deletiert wurde.

4.4.6.2 Untersuchung der Strang-Elongation

Nach dem Entfernen der schadhaften bzw. falschen Base muss die prozessierte AP-
Stelle durch eine Polymerase aufgefillt werden. Zur Untersuchung der Strang-
Elongation wurden zwei verschiedene Experimente durchgefuhrt (Abbildung 47). Um
zunéchst in WT- und xrs2-Extrakten die Polymerase-Aktivitat an sich zu vergleichen,
wurde im Primer-extension-Assay ein partiell doppelstrangiges Substrat verwendet, bei
dem ein 15 nt langes radioaktiv markiertes Oligonukleotid an ein 35mer angelagert
wurde. Durch die Polymerase-Kapazitat in den Extrakten kann das Substrat zu einem
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vollstdandig doppelstrangigen Oligonukleotid aufgefullt werden. In einem zweiten
Experiment wurden die Extrakte mit einem doppelstrangigen, 35 bp langem Substrat
versetzt, das in einem Strang eine Licke von 4 Nukleotiden aufweist. Dadurch wird die
long patch-Reparatur simuliert, da das Substrat BER-Intermediaten nach der Entfernung
des blockierten 5°-Endes durch die 5-Flap-Endonuklease Rad27 entspricht. Da kein
ATP flr Ligase-Aktivitaten zugegeben wird, kénnen nach Inkubation mit den

Proteinextrakten Produkte von 15-18 nt Lange detektiert werden.

5-GTACCCGGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCAGGGC-3°
/CAGCTGGACGTCCCCTS'
HO 32p

Primer-extension Assay | + Proteinextrakt
+ dNTPs

3'-TCAGCTGGACGTCCCG\-5' 16mer

: 32p
3'-CATGGGCCCCTAGGAGATCTCAGCTGGACGTCCCG\-S’ 35mer

5-GTACCCGGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCAGGGC-3’
3-CATGGGCCCCTAGGAGA f\GCTGGACGTCCCG\-S'
HO 32p

+ Proteinextrakt
+ dCTP
+dTTP

Gap-filling Assay

3'—CAGCTGGACGTCCCG\-5' 15mer
: 32p
3'-TCTCAGCTGGACGTCCCG{-5’ 18mer
32p

Abbildung 47: Reaktionsschemata der in vitro-Versuche zur Untersuchung der Strang-
Elongation

Durch Zugabe von Proteinextrakt und dNTPs zum Substrat des Primer-extension-Assays entstehen
Produkte mit einer Lange von 16 nt bis 35 nt Lange. Das Substrat des Gap-filling-Assays weist eine
Licke von 4 Nukleotiden auf. Durch Zugabe von Proteinextrakt und den beiden Nukleotiden dCTP
und dTTP entstehen Produkte von 15 nt - 18 nt Lange.

Aus Abbildung 48 wird ersichtlich, dass die xrs2-Mutante eine erniedrigte Aktivitat der
Strang-Elongation aufweist. Wahrend WT-Extrakte das Substrat im Primer-extension-
Assay bereits nach 2 h teilweise komplett auffillen, ist in der xrs2-Mutante erst nach 5 h
sehr wenig Produkt mit einer Grof3e von 35 bp erkennbar. Auch im Gap-filling-Assay
zeigt sich eine reduzierte Aktivitat in den xrs2-Extrakten. Der WT weist bereits nach
15 min ein Produkt von 18 nt Lange auf. Die xrs2-Mutante hingegen zeigt erst nach

60 min geringe Strang-Elongation. Mit Hilfe der verminderten Strang-Elongation lasst
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sich auch erklaren, warum die xrs2-Mutante bereits bei der Produktion des Intermediats

einen Defekt aufweist, obwohl der Incision-Schritt nicht beeintrachtigt ist.

WT Xrs2
0 2 5 0 2 5 Sunden

- 35mer
WT Xrs2
0 15 30 60 0 15 30 60 min

- - - 18mer
- 17mer

o - -
. 16mer
15mer
14mer

-
-
' - 15mer

Abbildung 48: Analyse der Strang-Elongation mittels Primer-extension-Assay und Gap-filling-

Assay

Fur die Analyse der Strang-Elongation wurden zwei verschiedene, markierte Substrate mit
Proteinextrakten von WT- und xrs2-Zellen versetzt. Im Primer-extension-Assay wurde ein partiell
doppelstrangiges Oligonukleotid verwendet. Das dsDNA Oligonukleotid fur den Gap-filling-Assay weist
in einem Strang eine Licke von 4 Nukleotiden auf. In beiden Féllen wurden die entsprechenden
Nukleotide zum Aufflllen der Substrate angeboten. Die Produkte wurden durch PAA-
Gelelektrophorese aufgetrennt und Uber Autoradiographie sichtbar gemacht. Im Primer-extension-
Assay (links) zeigt der WT bereits nach 2 h Produkte mit einer maximalen Gré3e von 35 nt, wahrend
die xrs2-Mutante erst nach 5 h eine kleine Menge an komplett aufgefiilltem Produkt aufweist. Auch im
Gap-filling-Assay (rechts) zeigt die xrs2-Mutante eine niedrigere Effizienz fir das Auffillen der vier
fehlenden Nukleotide. Dargestellt ist jeweils einer von zwei durchgeflhrten Versuchen mit
verschiedenen Extrakten.

Die Resultate der Analyse des BER-Mechanismus zeigen, dass das Xrs2-Protein fur die
Strang-Elongation notwendig ist. Fir die Basenerkennung und den Incision-Schritt des

BER-Prozesses spielt Xrs2 hingegen keine Rolle.
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5 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde das Protein Xrs2, das mit Mrell und Rad50 in
S. cerevisiae den MRX-Komplex bildet, auf neue Funktionen zum Erhalt genomischer
Stabilitat hin untersucht. Auf Grund der hohen Sensitivitat von xrs2-Mutanten gegenuber
DNA-schadigenden Agenzien, wurde in der Apoptose, der DSB-Reparatur und in der

Basenexcisionsreparatur nach neuen Funktionen von Xrs2 gesucht.

Bisher konnte gezeigt werden, dass der MRX-Komplex an vielen zellularen
Mechanismen beteiligt ist (Haber, 1998). Neben der DSB-Reparatur spielt der MRX-
Komplex auch in der Aufrechterhaltung der Telomerenden und in der Meiose eine Rolle.
Die beiden Komponenten Mrell und Rad50 sind von der Hefe bis zum Menschen hoch
konserviert. Xrs2 hingegen weist zum Saugerhomolog Nbsl nur eine geringe
Sequenzhomologie von 28 % im FHA-Bereich auf (Digweed et al., 1999) (Abbildung 49).
Mutationen im NBS7-Gen verursachen das Nijjmegen Breakage Syndrom, eine seltene
genetische Krankheit mit chromosomaler Instabilitat. Charakterisiert ist das Syndrom
durch Microcephalie, Wachstumsstorungen, Immundefizienz, einer hohen Anfalligkeit fur
maligne Erkrankungen und erhdhter Strahlenempfindlichkeit (Carney, 1999). Trotz der
starken Sequenzunterschiede zwischen Nbsl und Xrs2 lassen die Domanenstruktur und
die Bindung zu Mrell und Rad50 auf &hnliche Funktionen schliel3en, von denen bereits

viele beschrieben wurden.

FHA

YVVGR—-KNCAIL IENDQS I SRNHAVLTANFSVTNLSQTDE I PVLTLKDNSKYGTFVNEEKMQNGFSRTLKSGDG I TFGVF--GSKFRIEYE
YSI1GRSSKNPL- 1 IKNDKS I SRQH—- I TFKWE INNSSDLKHSSLCLV--NKGKLTSLNKKFMKVGETFT INASDVLKSTIELGTTPIRIEFE

BRCT

VACSSCLDVSGKTALNQAILQLGGFTVNNWTEECTHLVMVS——--- VKVTIKT ICAL1CGRP IVKPEYFTEFLKAV—ESKKQPPQIESFYP
EWINEVWN IPPHLTQFRTMLSEYGISTEISINDIPANLMISDYPKSEDNS IRELYALVST I PMKKSRFLMELCNTLLPTSKTNLKFDEMWND

MRE ATM /TEL

YGQLKNFKKFKK. .<45>_ _EESLADD-L-FRYNPYLKRRR Nbs1
RKNFKTFVK. .<175>.DDD--DDGPKFTF----KRRKG Xrs2

Abbildung 49: Vergleich der Aminosaure-Sequenz von Nbsl1 und Xrs2

Dargestellt sind die Aminosduresequenzen innerhalb der funktionellen Doméanen. Nur die FHA-
Doméne am N-Terminus der beiden Proteine weist gréRere strukturelle Homologien auf. (rot =
identische Aminoséure; blau = &hnliche Aminoséaure, zur Verfigung gestellt von Simone Mortl)

Das XRS2-Gen wurde urspringlich in einem genetischen Screen zur Identifikation von
Mutanten mit hoher Strahlenempfindlichkeit entdeckt (lvanov et al., 1992). Auch nach

Herunterregulierung von Nbsl in Saugerzellen weisen diese, wie die Zellen von NBS-
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Patienten, eine erhdhte Empfindlichkeit gegenuber ionisierender Strahlung auf (Sagan et
al., 2007; Hematulin et al., 2008). Sowohl Nbsl als auch Xrs2 sind an der DSB-
Erkennung beteiligt (Bao und Shen, 2007; Lavin, 2007). Als erster Sensor rekrutieren
und aktivieren sie ATM bzw. Tell/Mecl. Dies fuhrt im Folgenden zur Phosphorylierung
des Histons H2A in Hefezellen bzw. H2AX in Saugerzellen. Ein Feedback-Loop sorgt in
beiden Fallen fur die anschlielende Phosphorylierung von Nbsl und Xrs2 durch die
Kinasen ATM und Tell. Des Weiteren konnte fur beide Proteine gezeigt werden, dass
sie fur die Kernlokalisation von Mrell verantwortlich sind (Carney et al., 1998;
Tsukamoto et al., 2005). Nach der Erkennung von DSB wird der Zellzyklus an
bestimmten Kontrollpunkten angehalten, um die Reparatur zu erméglichen. Nbs1 ist fur
den Gji-Arrest verantwortlich, damit geschadigte Zellen nicht in die S-Phase eintreten
und ihre DNA replizieren kénnen (Zhang et al., 2006b). Xrs2 aktiviert iber Mecl und
Tell ebenfalls einen G1-Arrest sowie einen Intra-S-Phase Checkpoint (Andrews und
Clarke, 2005; Grenon et al., 2006). Durch seine mannigfaltigen Funktionen spielt das
Xrs2-Protein eine Rolle in der Unterdriickung groRer chromosomaler Rearrangements
(Smith et al., 2005). Auch beim Nijjmegen Breakage Syndrom kommt es zu
chromosomaler Instabilitat, weshalb die Krankheit auch zu den Chromosome Fragility
Syndromen gerechnet wird (Carney, 1999). Neben den Funktionen von Nbs1 und Xrs2 in
der DSB-Reparatur sind beide Proteine auch fur die Aufrechterhaltung der
Telomerenden verantwortlich (Zhang et al., 2006b; Bianchi und Shore, 2008). Sowohl
xrs2-Mutanten als auch Zellen von NBS-Patienten weisen Telomerverkirzungen auf. Da
Nbsl und Xrs2 ahnliche Funktionen haben, stellt eine funktionelle Analyse von Xrs2 in
Hefezellen somit auch eine Grundlage fur Untersuchungen in menschlichen Zellen dar.
Die Analyse komplexer Schadensantworten nach DNA-Schadigung in Hefezellen im
Rahmen dieser Arbeit kann auch neue Erkenntnisse flr diese Prozesse in Sédugerzellen

liefern.

5.1 Rollevon Xrs2in der Apoptose

5.1.1 Geringe Apoptose-Induktion in WT-Zellen

Niedrige H,O,-Dosen sollten einen guten Induktor fir Apoptose in Hefezellen darstellen
(Frohlich et al., 2007). Als Richtwert wird die Dosis verwendet, bei der ca. 50 % der WT-
Zellen Uberleben konnen (personliche Mitteilung C. Ruckenstuhl, Graz). Da in dieser
Arbeit das Uberleben im WT durch die Behandlung mit 0,4 mM und 0,6 mM H,O, auf
70 % bzw. 30 % reduziert wird (4.2.1 / Abbildung 20), sollten auch die hier verwendeten
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Dosen an H,0O, ausreichen, um den programmierten Zelltod in ausreichendem Mal3e

einzuleiten.

Eine erh6hte Menge an ROS ist charakteristisch fur apoptotische Zellen (Perrone et al.,
2008). Mit Hilfe des DurchfluBzytometers kann der Anteil an Zellen mit einer
Akkumulation von ROS durch Anfarbung mit Dihydroethidiumbromid quantifiziert werden.
In einer anderen Studie konnte die ROS-Quantifizierung nach H,O,-Stimulation zur
Identifizierung von Apoptose bereits erfolgreich eingesetzt werden. Bittner et al. konnten
bei einer Induktion von BY4741 mit 0,4 mM H,O, nach 4 h in WT-Zellen wie in dieser
Arbeit ein Uberleben von 75 % feststellen. Ca. 10 % der Zellen weisen hierbei eine
erhohte Konzentration an ROS auf (Buttner et al., 2007). In dieser Arbeit hingegen
konnten bei Stimulation mit 0,4 mM bzw. 0,6 mM H,O, nach 4 h in nur 3,3 % bzw. 4,9 %
der Zellen eine Akkumulation von ROS nachgewiesen werden (4.2.1 / Abbildung 19). Da
die Werte sehr niedrig sind, bleibt unklar, ob Apoptose wirklich induziert werden konnte.
In einer Publikation Uber das Apoptoseverhalten von cdc13-Mutanten wird die
Verlasslichkeit der Quantifizierung von ROS mit Hilfe von Fluorochromen angezweifelt.
Zusatzlich zur Anfarbung mit Dihydrorhodamin wurde in der Studie eine PI-Farbung
durchgefuhrt. Dabei zeigte sich, dass Pl-positive Zellen und somit nekrotische Zellen
Fluorochrome unspezifisch akkumulieren. Diese Akkumulation ist unabhéngig von ROS
und Apoptose, da die Zellen auch nach Zugabe von Antioxidantien mit Dihydrorhodamin
angefarbt werden konnten (Wysocki und Kron, 2004).

Ein zweiter Assay fur den direkten Nachweis apoptotischer Zellen, der ebenfalls von
Bittner et al. erfolgreich durchgefuhrt werden konnte, ist der Annexin V-Assay
(4.2.2 / Abbildung 21). Wahrend Bittner et al. bereits bei 0,4 mM H,O, ca. 10 %
Annexin V-positive Zellen detektieren konnten (Bittner et al., 2007), wurden in dieser
Arbeit nach Behandlung mit 0,6 mM H,O, nur halb so viele Annexin V-positive Zellen
nachgewiesen. Somit zeigt derselbe BY4741-WT wie bei Buttner et al. mit beiden
Methoden nur eine schwache Apoptose-Induktion, obwohl die Versuchsbedingungen

identisch gewahlt wurden.

5.1.2 Xrs2 hat keinen Einfluss auf die Apoptose

Die Deletion von XRS2 sorgt auch im BY4741-Hintergrund, wie im MKPO-Stamm, flr
eine erhohte H,0O,-Sensitivitat im Vergleich zum WT (4.2.1/ Abbildung 20,
4.1 / Abbildung 18). Allerdings ist in der xrs2-Mutante der Anteil an Zellen mit erhdhter
Konzentration an ROS bereits ohne Stimulation im Vergleich zum WT 3-fach erhéht
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(5,4 %) und steigt durch Behandlung mit 0,6 mM H,O, wie im WT nur um 3,1 % an
(4.2.1 / Abbildung 19).

Mit Hilfe der Annexin V- und PI-Farbung lassen sich nekrotische und apoptotische Zellen
unterscheiden (4.2.2 / Abbildung 21). Hier zeigt sich, dass die Zellen, die bereits ohne
Stimulation eine erhdhte Menge an ROS aufweisen, nekrotische Merkmale besitzen.
Nach Behandlung mit 0,6 mM H,O, steigt die Population nekrotischer Zellen stark auf
12,6 % an. Das Apoptoseverhalten der xrs2-Mutante hingegen ist mit dem
Apoptoseverhalten der WT-Zellen vergleichbar und liegt nach Stimmulation mit 0,6 mM
H,0; bei 30 % des nekrotischen Werts (4,1 % nekrotische Zellen).

Es wird Uber einen apoptotischen Phanotyp in einzelligen Organismen wie der Hefe in
der Literatur intensiv diskutiert (Wysocki und Kron, 2004). Auf Grund der niedrigen
Induktionsraten in dieser Arbeit bleibt unklar, ob die detektierten Merkmale tats&chlich
auf Apoptose zuruckzufihren sind. Unter der Annahme, dass Apoptose eingeleitet
wurde, sorgt die Deletion von XRS2 nicht fur eine Erh6hung der Apoptoserate. Das
geringe Uberleben der xrs2-Mutante nach Behandlung mit DNA-schadigenden Agenzien
kann in diesem Fall nicht auf eine Rolle von Xrs2 fur die Unterdrickung von Apoptose
zuruckgefuhrt werden. Dies steht im Gegensatz zu den Resultaten einer Studie mit
lymphoblastoiden Zelllinien von NBS-Patienten, die eine Beteiligung von Nbsl an der
Regulation von Apoptose vermuten lassen. Im Vergleich zu Kontrollzellen weisen die
Patientenzellen nach y-Bestrahlung eine deutlich erh6hte Apoptoserate auf (Sagan et al.,
2007).

5.2 Rollevon Xrs2in der DSB-Reparatur

Der MRX-Komplex hat viele Funktionen bei der Erkennung von DSB und der
Signalweiterleitung fir die Checkpoint-Aktivierung (lvanov et al., 1994; Haber, 1998;
Grenon et al., 2001; D'Amours und Jackson, 2002; Lisby et al., 2004). Zusatzlich wird
seine Rolle in der DSB-Reparatur selbst stark diskutiert. Bisherige Studien konnten eine
klare Beteiligung des MRX-Komplexes im NHEJ zeigen, wahrend seine Rolle in der HR
als weniger wichtig angesehen wurde (Malkova et al., 1996; Matsuzaki et al., 2008;
Palmbos et al., 2008). Ein klarer Defekt von Stdmmen mit Mutationen in den Genen des
MRX-Komplexes konnte nur fur die durch y-Strahlung induzierte Rekombination
zwischen Schwesterchromatiden nachgewiesen werden (Bressan et al., 1999). Deshalb

sollte die Rolle von Xrs2 in der DSB-Reparatur mittels HR néher analysiert werden.
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5.2.1 Deletion von XRS2 reduziert die DSB-Reparatureffizienz

Unter Verwendung verschiedener experimenteller Ansatze wurde der Einfluss von Xrs2
sowie seiner Komplexpartner Mrell und Rad50 auf die DSB-Reparatureffizienz

untersucht.

Mit Hilfe von PFGE-Analysen von WT-Zellen konnte gezeigt werden, dass auch in
haploiden Zellen, die sich in der stationaren Wachstumsphase befinden, unter LHR-
Bedingungen Reparatur von strahlen-induzierten, chromosomalen DSB stattfinden kann.
In den Mutanten xrs2, rad50 und mre11 ist die Reparatureffizienz im Gegensatz zum WT
mit 60 % Reparatureffizienz auf fast die Halfte (35 %) reduziert (4.3.1.2 / Abbildung 25).
Die DSB-Reparatur in stationaren Zellen sollte zum grof3ten Teil tGber den NHEJ-
Mechanismus vollzogen werden. Tatsachlich konnte eine vermehrte Verwendung von
NHEJ fur Hefezellen in der stationdren Wachstumsphase gezeigt werden (Herrmann et
al., 1998; Valencia et al., 2001; Karathanasis und Wilson, 2002; Ira et al., 2004). Aus
grundsatzlichen Uberlegungen war es nicht zu erwarten, dass haploide Hefezellen in der
stationdren Wachstumsphase HR zeigen, da ohne Schwesterchromatiden keine
homologen Sequenzen zur Verfigung stehen. Die Ergebnisse zeigen jedoch, dass die
Reparatur chromosomaler DSB auch in haploiden rad52-Zellen in der stationaren Phase
stark beeintrachtigt ist (4.3.1.2 / Abbildung 25). Sie weist mit 22 % die niedrigste
Reparatureffizienz auf. Dieses Ergebnis ist nur zu erklaren, wenn so genannte
ektopische HR (Kupiec und Steinlauf, 1997) erfolgen kann, bei der auf homologe
Sequenzen irgendwo im Genom (z.B. Repeats, Pseudogene, Genduplikate)
zuriickgegriffen wird. Die Deletion des NHEJ-Faktors KU70 hat nur einen geringen
Einfluss auf die DSB-Reparatur, was ebenfalls verwunderlich ist, da die Rolle von NHEJ
fur haploide Hefen bereits nachgewiesen wurde (Dudasova et al., 2004). Die ermittelten
Reparatureffizienzen spiegeln die Verhéltnisse der Uberlebensraten von Kulturen in der
logarithmischen Wachstumsphase nach y-Bestrahlung wieder (4.3.1.1 / Abbildung 22). In

beiden Wachstumsphasen wird demnach ein grof3er Anteil der DSB lber HR repariert.

Auch bei der Analyse der Reparatur von Mikrodeletionen in Plasmid-DNA zeigte sich ein
starker Reparaturdefekt fir logarithmisch wachsende, MRX-defiziente Zellen. Die
Effizienz der Rezirkularisation des Vektors ist in den Mutanten xrs2, rad50 und mre11 im
Vergleich zum WT 20-fach reduziert. Wiederum zeigt sich eine noch starkere Reduktion
fur die Deletion von RADS2, wahrend die ku70-Mutante nur eine schwach erniedrigte
Reparatureffizienz aufweist (4.3.2.1/ Abbildung 26). Diese Ergebnisse passen zu der

untergeordneten Rolle von NHEJ in Hefezellen. Fernerhin konnten Ma et al. zeigen, dass
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NHEJ-Ereignisse bei nicht-kompatiblen Enden, wie sie in dem hier verwendeten
Plasmidsystem vorliegen, nicht vom Ku70/Ku80-Komplex, sondern vom MRX-Komplex
abhangig sind (Ma et al., 2003).

Ergebnisse von Versuchen mit Mutanten, die verkirzte XRS2-Allele tragen,
kennzeichnen die Mrell-Bindestelle von Xrs2 als die einzig essentielle Doméane fur
Strahlenresistenz sowie fur die Reparatur von chromosomalen DSB und enzymatisch-
induzierten Mikrodeletionen in Plasmid-DNA (4.3.3.1 / Abbildung 28, 4.3.3.2 / Abbildung
29). Die leicht beeintrachtigte Reparatur von Mikrodeletionen in den restlichen Mutanten
mit Deletionen anderer Doméanen kann auf eine niedrigere Expression der verkirzten

Gene zuruckgefuhrt werden (Shima et al., 2005).

Somit zeigen die neuen Ergebnisse, dass der MRX-Komplex und speziell die Interaktion
zwischen Xrs2 und Mrell eine wichtige Rolle fur effiziente DSB-Reparatur spielt.
Ubereinstimmend lassen auch Ergebnisse neuerer Studien einen DSB-Reparaturdefekt
fur Fibroblasten-Zelllinien mit mutiertem NBS1 vermuten (Riballo et al., 2004; Pluth et al.,
2008), wahrend frihere Arbeiten keinen starken Defekt solcher Zelllininen aufzeigen

konnten (Kraakman-van der Zwet et al., 1999).

5.2.2 WT und MRX-defiziente Zellen bevorzugen HR

Die Analyse der Reparaturgenauigkeit zeigte, dass die Reparatur von Mikrodeletionen in
Plasmid-DNA in WT-Zellen hauptséchlich iiber fehlerfreie HR (URA3"-Klone) erfolgt
(4.3.2.1/ Abbildung 26), wie bereits mit anderen Versuchssystemen publiziert ist
(Paques und Haber, 1999; Jackson, 2002). In den restlichen 20 % der Klone, die Uracil-
Defizienz aufweisen, kann fehlerhafte HR oder NHEJ stattgefunden haben. Zusatzlich
kann auch bei langeren Austauschlangen die Ubertragung der chromosomalen Ty-
Insertion wahrend eines HR-Ereignisses (Kokonversion) die Wiederherstellung eines
funktionellen URA3-Gens verhindern (Bartsch et al., 2000; Symington et al., 2000;
Haghnazari und Heyer, 2004). Sequenzanalysen des Vorlaufer-Plasmids YpJA18 aus
ura3-Klonen im Rahmen einer vorangegangenen Studie zeigten, dass diese durch
fehlerhafte HR entstanden. NHEJ-Ereignisse und Kokonversionen konnten nicht
detektiert werden (Mortl et al., 2008). Auch in den MRX-Deletionsmutanten wurde die
Mikrodeletion zu 80 % uber fehlerfreie HR repariert, allerdings mit wesentlich reduzierter
Effizienz. Diese reduzierte Reparatureffizienz kann somit hauptsachlich auf eine
Erniedrigung der HR zurlckgefuhrt werden kann. Welche Mechanismen zur Reparatur

der Mikrodeletion in den 20 % Uracil-defizienten Zellen Verwendung fand, wurde in
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dieser Arbeit nicht ndher untersucht. Sequenzanalysen kdnnten Aufschluss Uber die

Nutzung von fehlerhafter HR, NHEJ oder Kokonversion geben.

Ubereinstimmend mit den Ergebnissen von Palmbos et al. (Palmbos et al., 2005), weist
auch die Analyse der Mutanten mit einer N-terminalen Verkirzung des XRS2-Allels auf
eine Beteiligung von Xrs2 im NHEJ-Prozess hin. Mutanten ohne FHA-Domane zeigten
ein leicht verandertes Gleichgewicht von fehlerfreier HR und fehlerhafter Reparatur. Im
Vergleich zum Kontrollstamm XRS2 ist die Reparaturgenauigkeit in den beiden
Stdmmen xrs2-84M und xrs2-228M von 80 % auf 90 % leicht erhoht (4.3.3.2 / Abbildung
29). Chen et al. konnten zeigen, dass Xrs2 mit Lifl interagiert und dadurch die NHEJ-
Komponente Lig4/Lifl an die DSB-Enden rekrutiert (Chen et al., 2001). In neueren
Studien konnte gezeigt werden, dass Lifl an die FHA-Doméane von Xrs2 bindet (Shima
et al., 2005; Palmbos et al., 2008). Deletion der FHA-Domane in den beiden Mutanten
xrs2-84M und xrs2-228M koénnte somit NHEJ blockieren, wodurch vermehrt HR

verwendet wirde.

5.2.3 Xrs2 fordert die Crossover-Bildung in einer frihen Phase der HR

Waéhrend der HR kann das verwendete Plasmid pJD4His, dessen Centromer deletiert
wurde, entweder durch ein Crossover-Ereignis in das Chromosom 1V, das die homologe
Sequenz bietet, integrieren oder extrachromosomal in der Zelle verbleiben. Die Analyse
dieser Moglichkeiten zeigte, dass WT-Zellen eine Crossoverfrequenz von 7 % aufweisen
(4.3.2.2 / Abbildung 27). Diese niedrige Rate stimmt mit Resultaten aus einem
interchromosomalen Rekombinationssystem gut U0Oberein, bei dem 5% der
Genkonversionen mit einem Crossover-Ereignis assoziiert waren (Ira et al., 2003).
Zudem konnte auch fir die Spalthefe eine Crossoverfrequenz von 4 % ermittelt werden
(Raji und Hartsuiker, 2006).

In den MRX-defizienten Stammen zeigte sich eine signifikante Erniedrigung der
Crossoverfrequenz von 7 % auf 1,5 % (4.3.2.2 / Abbildung 27). Wiederum zeigt nur die
Deletion der Mrell-Bindestelle im Xrs2-Protein einen vergleichbaren Phanotyp zur xrs2-
Deletionsmutante (4.3.3.2/ Abbildung 29). In den Mutanten xrs2-84M und xrs2-228M
war die Crossoverfrequenz im Gegensatz zum WT leicht erniedrigt. Auch hier ist wohl
die schwachere Expression der beiden verkirzten Allele, die bereits gezeigt werden

konnte (Shima et al., 2005), ein Grund fur dieses Ergebnis.

Eine reduzierte Crossoverfrequenz kann aus einer Verschiebung des Gleichgewichts

von HR hin zu NHEJ resultieren. Wie bereits diskutiert, erniedrigt sich die
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Reparaturgenauigkeit nach Deletion der MRX-Komponenten jedoch nicht. Des Weiteren
kann die Crossoverfrequenz durch eine Verschiebung innerhalb der HR hin zu
Unterwegen, die Crossover favoriesieren, erhoht werden. Kénnen diese Unterwege in
den MRX-Mutanten nicht mehr optimal erfolgen, wird die Crossvoerfrequenz reduziert.
Verschiedene Mechanismen sind fur die Bildung von Crossover- und Nichtcrossover-
Ereignissen wahrend der HR in mitotischen Zellen verantwortlich (Symington, 2002;
Heyer et al., 2003). In S. cerevisiae stellt der DSBR-Prozess den Hauptweg fur die
Bildung von Crossover dar (Fu und Xiao, 2003; Ira et al., 2003), wahrend fir den SDSA-
Mechanismus keine Crossover-Ereignisse erwartet werden. Demzufolge kann die
erniedrigte Crossoverfrequenz entweder aus einem veranderten Gleichgewicht von
SDSA und DSBR in den MRX-Mutanten im Vergleich zum WT oder aus einer
bevorzugten Auflésung der dHJ zu Nichtcrossover innerhalb des DSBR-Prozesses
hervorgehen. Um diese beiden Mdoglichkeiten zu unterscheiden, wurden
Epistasisanalysen von XRS2 mit SRS2 und SGS17 durchgefuhrt, da von den beiden
Helikasen Srs2 und Sgs2 bekannt ist, dass sie die das Gleichgewicht verschiedener HR-
Prozesse bzw. die Auflésung der dHJ regulieren. Hierbei unterdriicken Srs2 und Sgs2
Crossover-Ereignisse (Ira et al., 2003), wahrend Xrs2 diese fordert (4.3.2.2 / Abbildung
27).

In den Mutanten sgs7 und srs2 ist die Crossoverfrequenz im Vergleich zum WT um das
1,6 — 2-fache erhoht (4.3.4.2/ Abbildung 31). Im xrs2-Hintergrund werden diese
Phanotypen jedoch unterdriickt und die Crossoverfrequenz in den Doppelmutanten ist
niedriger als im WT. Die Unterdrickung des sgs7-Phanotpys kann durch eine
bevorzugte Auflosung der dHJ zu Nichtcrossover-Ereignissen erklart werden. Die
Unterdriickung des srs2-Phanotyps lasst jedoch darauf schlie3en, dass die gesteigerte
Nutzung des DSBR-Weges, die fur diese Mutante gezeigt wurde (Ira et al., 2003; Krejci
et al.,, 2003; Veaute et al.,, 2003; Robert et al.,, 2006), durch die Deletion von XRS2
gestort wird. Folglich spielt Xrs2 eine Rolle in einer frihen Phase der HR upstream von
Srs2 und Sgs2 (Abbildung 50).
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Abbildung 50: Einfluss des MRX-Komplexes auf die DSB-Reparaturwege

Bei der Wahl der DSB-Reparaturwege beeinflusst der MRX-Komplex die HR als auch das NHEJ. Der
Einfluss des MRX-Komplexes auf die Crossoverfrequenz findet upstream von Srs2 und Sgsl statt.
Wahrend Srs2 das Gleichgewicht zum SDSA-Prozess verschiebt und Crossover-Ereignisse
unterdriickt, fordert der MRX-Komplex den DSBR-Prozess vermutlich starker als den SDSA-
Mechanismus. Sgsl hingegen unterdriickt Crossover-Ereignisse in einer spaten Phase der HR.
Zusammen mit Top3 sorgt Sgs1 fur die Auflésung der dHJ im DSBR-Prozess hin zu Nichtcrossover-
Produkten.

Die Resultate lassen vermuten, dass Xrs2 die Wahl des HR-Weges beeinflusst, indem
es fur den DSBR-Prozess, der Crossover beginstigt, von grof3erer Bedeutung ist als fur
den SDSA-Mechanismus. Die funktionelle Analyse der Mutanten mit verkirzten Allelen
zeigte, dass der bisher dargestellte Ph&notyp von xrs2 sich nur in der xrs2-630-Mutante
ohne Mrell-Bindestelle widerspiegelt. Wie auch fur sein Saugerhomolog Nbsl (Carney
et al., 1998) ist die Bindung von Mrell fir die Translokation der Nuklease in den Kern
notwendig (Tsukamoto et al., 2005). Da Xrs2 beides bindet, DNA und Mrell, wird
postuliert, dass Xrs2 die beiden anderen Mitglieder des Komplexes an die DNA-Enden
rekrutiert (Trujillo et al., 2003). Somit ist der gesamte MRX-Komplex fur die Forderung
des DSBR-Prozesses notwendig. Einige frihe Funktionen des MRX-Komplexes in der
Erkennung von DSB und der Endenprozessierung, die die reduzierte DSB-
Reparatureffizienz und Crossoverfrequenz in den Mutanten erklaren koénnten, sind

bereits bekannt und werden im Folgenden diskutiert.

5.2.4 Beeinflusst der MRX-Komplex die Crossover-Bildung uber die
Checkpoint-Aktivierung?

Als Antwort auf einen DSB ist es flur die Zelle wichtig, Signalwege zu aktivieren, die nicht
nur die DNA-Reparatur sondern auch den Zellzyklus-Arrest fordern. Die wichtigste
Checkpoint-Kinase nach DNA-Schadigung ist Rad53 (Longhese et al., 1998).
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Zusammen mit einer anderen Kinase, Chkl, wird Rad53 durch Mecl und Tell
phosphoryliert und damit aktiviert (Sanchez et al., 1996). Wahrend in Sdugerzellen ATM
die wichtigere Kinase darstellt, ist in S. cerevisiae das ATR-Homolog Mec1l von gro3erer
Bedeutung (Grenon et al., 2006). Das ATM-Homolog Tell hingegen scheint weniger
relevant zu sein. Erste Publikationen, die einen Zusammenhang zwischen dem MRX-
Komplex und Checkpoint-Kinasen gefunden haben, konnten die Notwendigkeit von
Mrell, Rad50 und Xrs2 fur die Aktivierung der beiden Effektor-Kinasen Rad53 und Chkl
nachweisen (Grenon et al., 2001; Usui et al., 2001). Spatere Studien zeigten, dass der
MRX-Komplex einen Einfluss auf die Sensor-Kinasen Mecl und Tell hat. Beide Proteine
mussen an die freien DNA-Enden des DSB lokalisieren, um aktiviert werden zu kénnen.
Usui et al. zeigten, dass der MRX-Komplex den weniger wichtigen Tell-Signalweg
kontrolliert (Usui et al., 2001). In der Tat konnte spéter gezeigt werden, dass Tell durch
die Assoziation mit Xrs2 an die DSB-Enden rekrutiert wird (Nakada et al., 2004).
Schliel3lich konnte auch eine fir den MRX-Komplex auch eine Rolle im Mec1-Signalweg
detektiert werden (Nakada et al., 2004; Grenon et al., 2006).

Auch fur Checkpoint-Kinasen konnte ein Einfluss auf die Crossoverfrequenz
demonstriert werden (Haghnazari und Heyer, 2004), wie es in dieser Arbeit fur den MRX-
Komplex bewiesen wurde. Daher besteht theoretisch die Mdglichkeit, dass der MRX-
Komplex die Crossover-Bildung durch die Aktivierung der Checkpoint-Kinasen fordern
konnte. Allerdings weisen mec1-, rad53-, und chk1-Mutanten einen Anstieg der
Crossoverfrequenz auf (Haghnazari und Heyer, 2004), was es unwahrscheinlich macht,
dass die Checkpoint-Funktion des MRX-Komplexes fur die in dieser Arbeit beschriebene
Begunstigung von Crossover-Ereignissen verantwortlich ist. Auch die Tatsache, dass die
Phosphorylierung von Srs2 durch Cdkl und Mecl zur Bildung von Sgsl-Mrell und
Srs2-Mrell Unterkomplexen fuhrt (Chiolo et al.,, 2005), kann den beobachteten
Phanotyp nach Deletion nicht erklaren, da auch die beiden Helikasen das Gleichgewicht
zwischen Crossover und Nichtcrossover in die andere Richtung als der MRX-Komplex
verschieben. Die postulierten Zusammenhdnge des MRX-Komplexes mit den
Checkpoint-Kinasen sowie deren Einwirkung auf die Crossoverfrequenz ist in Abbildung

51 zusammenfassend dargestellt.
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Abbildung 51: Checkpoint-Aktivierung durch den MRX-Komplex und die Einflisse der
einzelnen Proteine auf die Crossover-Bildung

Der Einfluss der Proteine bzw. Komplexe auf die Crossover-Bildung ist durch Pfeile symbolisiert ({+ =
fordert die Crossover-Bildung, ¥ = unterdriickt die Crossover-Bildung). Der MRX-Komplex aktiviert
durch die Rekrutierung der beiden Sensor-Kinasen Tell und Mecl an die DSB-Enden die
Signalketten zur Checkpoint-Aktivierung. Wahrend der MRX-Komplex die Crossoverfrequenz erhdht,
unterdricken die Checkpoint-Kinasen Mecl, Rad53, Chkl und Dunl jedoch die Bildung von
Crossover. Zuséatzlich konnte ein Zusammenhang von MRX-Komplex und Srs2 bzw. Sgsl gezeigt
werden. Durch Phosphorylierung von Srs2 durch Mec1 und Chk1 bilden sich Mre11-Srs2- und Mrel1-
Sgsl-Unterkomplexe. Da die beiden Helikasen jedoch ebenfalls die Crossoverfrequenz niedrig halten,
kann auch diese Funktion des MRX-Komplexes nicht den beobachteten Phanotyp der MRX-
defizienten Mutanten erklaren.

5.2.5 Beeinflusst der MRX-Komplex die Crossover-Bildung uber die
Endenprozessierung?

Neben der Checkpoint-Aktivierung stellen auch die Endenprozessierung und das end-
bridging friihe Funktionen des MRX-Komplexes in der HR dar. Fir beide Funktionen gibt
es gute Hinweise, dass eine effiziente Ausfihrung die Crossover-Bildung beglnstigen

kann.

Wichtig fur die Endenprozessierung ist die MRX-abhéngige Degradierung der Enden in
5"— 3’-Richtung (lvanov et al., 1994; Lee et al., 1998; Tsubouchi und Ogawa, 1998;
Moreau et al., 1999) zur Entstehung einzelstrangiger 3"-Uberhange. Da die experimentell
nachgewiesene 3'-5"-Exonuklease-Aktivitat von Mrell jedoch die bendtigte 5°-3'-
Degradierung nicht bedingen kann, wird, wie fiur Saugerzellen, vermutet, dass der
Komplex zusatzlich Helikase-Aktivitat besitzt (Paull und Gellert, 1999). Dadurch kénnen
die Enden auch ein Substrat fur die Endonuklease-Aktivitat von Mrell darstellen. Da
Nuklease-defiziente mre11-Zellen allerdings keinen Defekt in der DSB-Reparatur und vor

allem keine signifikante Erniedrigung der Crossover-Ereignisse aufweisen (Symington et
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al., 2000), wird vermutet, dass nach dem Aufwinden auch redundante Exonukleasen, wie
Exol und Pso2 (Lam et al., 2008), die DNA schneiden kénnen. Ein weiterer Schritt der
Endenprozessierung, der vom MRX-Komplex beeinflusst wird, ist das Chromatin
remodelling. Infolge der Phosphorylierung von H2A kommt es zum Verlust von Histonen,
wodurch Reparaturfaktoren an die DSB-Enden binden kénnen (Tsukuda et al., 2005).
Die Bildung von 3’-Uberhangen sowie der Verlust von Histonen sind wichtige
Vorraussetzungen fir die Bildung des Rad51-Nukleoproteinfilaments (Tsukuda et al.,
2005). Die Menge an Nukleoproteinfilament kann eine Rolle in der Wahl von SDSA oder
DSBR spielen. Je mehr Nukleoproteinfilament entsteht, desto wahrscheinlicher wird die
Invasion von nicht nur einem Strangende, sondern die Bildung einer dHJ fiir den DSBR-
Prozess (Symington et al., 2000). Zusatzlich zu dem MRX-Komplex spielt auch Sae2
eine wichtige Rolle fur die Enden-Degradierung (Zhu et al., 2008). In einer neuen Studie
konnte gezeigt werden, dass die Deletion von Sae2 auf Grund der defizienten
Endenresektion einen Einfluss auf die Wahl von Reparaturwegen hat, und zwar
verschiebt sich das Gleichgewicht von HR hin zu NHEJ (Huertas et al., 2008). Da ohne
Sequenzanalyse mit dem in dieser Arbeit verwendeten experimentellen System keine
Aussage Uber die Verwendung von NHEJ in den MRX-defizienten Zellen gamacht
werden kann, bleibt die Frage, ob der MRX-Komplex Giber die Endenprozessierung einen
ahnlichen Einfluss auf die Verwendung von NHEJ und HR hat, offen. Dartber hinaus
bleibt zu klaren, wie Sgsl und MRX, die beide an der Endenresektion beteiligt sind,
einen gegensatzlichen Einfluss auf die Crossoverfrequenz haben kénnen (Mimitou und
Symington, 2008; Zhu et al., 2008).

Des Weiteren ist der MRX-Komplex fir den Zusammenhalt der homologen Sequenzen
sowie fur das end-bridging der DNA am DSB verantwortlich (Hopfner et al., 2002;
Williams et al., 2007). Auch reduziertes end-bridging in den MRX-Mutanten kdnnte die
reduzierte HR und speziell die reduzierte Crossoverfrequenz erklaren. Moglicherweise
kann durch ein beeintrachtigtes end-bridging keine dHJ mehr gebildet werden, da das
zweite DNA-Ende sich nicht in der Nahe der D-Loop-Struktur befindet, um den
verdrangten Einzelstrang der homologen Sequenz einzufangen. Dieses Szenario wirde
den DSBR-Prozess verhindern, wahrend SDSA weiterhin ermdglicht wird. Verantwortlich
fur das end-bridging sind die Hook-Doméane und die Adenylatkinase-Aktivitat des Rad50-
Proteins (Bhaskara et al., 2007). Daher waren weitere Untersuchungen interessant, die
den Effekt einer rad50 hook-Mutante bzw. einer Inhibition der Adenylatkinase-Aktivitat

auf die Plasmid-Reparatur analysieren, insbesondere da bekannt ist, dass die Hook-
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Doméane von Rad50 in Hefezellen fur die MRX-abhangige DSB-Reparatur gebraucht
wird (Wiltzius et al., 2005).

Werden alle Resultate der DSB-Analyse aus dieser Arbeit und den genannten
Publikationen betrachtet, wird folgendes Modell vorgeschlagen (Abbildung 52), bei dem
beide Prozesse, die reduzierte Endenprozessierung und das beeintrachtigte end-
bridging, zu dem beobachteten Phanotyp der MRX-defizienten Zellen beitragen. Die
Endenprozessierung beinhaltet sowohl die Enden-Degradierung als auch den

Histonverlust in der Nahe des DSB.

ineffiziente effiziente
Endenprozessierung @/ Endenprozessierung
——0 o——= —— 0000 TEET—

—

Ausmal an Nukleoproteinfilament
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Abbildung 52: Modell fiir die Regulation von HR-Wegen

Nach der DSB-Erkennung ist der MRX-Komplex fiir eine effiziente Endenprozessierung verantwortlich.
Dazu zahlen neben der Enden-Degradierung auch das Aufwinden der DNA-Enden und der
Histonverlust. Diese Schritte beeinflussen die Menge an Rad51-Nukleoproteinfilament. Auch Srs2
beeinflusst das Nukleoproteinfilament durch Ablésen von Rad51. Das Ausmall an
Nukleoproteinfilament kdnnte bei der Wahl des HR-Reparaturweges eine Rolle spielen. Zusatzlich
sorgt der MRX-Komplex fir den Zusammenhalt der DNA am DSB. Fehlendes end-bridging fihrt zu
ineffizienter dHJ-Bildung, da das zweite Ende sich nicht in der Nahe der D-Loop-Struktur befindet.
Dies erschwert den DSBR-Prozess, wahrend SDSA weiterhin moglich ist.

5.3 Rollevon Xrs2 in der Basenexcisionsreparatur

Die Basenexcisionsreparatur stellt einen wichtigen Mechanismus zum Erhalt
genomischer Stabilitat dar (Maclean et al., 2003; Baute und Depicker, 2008; Degtyareva
et al., 2008). Obwohl Xrs2 in viele verschiedene Prozesse involviert ist, die die Integritat

des Genoms aufrechterhalten, wurde bisher keine Beteiligung des Proteins in der BER
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gezeigt. Der einzige Hinweis in der Literatur auf eine Beteiligung des MRN-Komplexes in
Saugerzellen an der Basenexcisionsreparatur besteht darin, dass rekombinant
exprimiertes Mrell in vitro Lyase-Aktivitat besitzt (Larson et al., 2005). Es ist bekannt,
dass Hefestdamme mit Mutationen in den verschiedenen Genen der RAD52-Gruppe
sensitiv gegenuber basen-schadigenden Agenzien, wie MMS und H,0O,, sind (Chang et
al.,, 2002; Mallory et al., 2003; Letavayova et al., 2006) und dass sie eine hohe
Mutationsfrequenz aufweisen (Alseth et al., 1999; Huang et al., 2003). In dieser Arbeit
konnte die bereits publizierte erhhte MMS-Empfindlichkeit nach Deletion von XRSZ2 und
RADS52 (Chang et al., 2002) bestatigt werden (4.1 / Abbildung 18, 4.4.1 / Abbildung 33).
Uberdies konnte bekréaftigt werden, dass die xrs2-Mutante im Vergleich zum WT eine
erhohte spontane Mutationsfrequenz aufweist (4.4.1/ Abbildung 32, (Huang et al.,
2003)). Zusatzlich wurde gezeigt, dass die xrs2-Mutante auch eine erhohte MMS-

induzierte Mutationsfrequenz besitzt.

Bisher wurde angenommen, dass diese Phanotypen durch die Rolle von Xrs2 und
Rad52 in der RADS52-Gruppe fir die DSB-Reparatur erklart werden kénnen (Vazquez et
al., 2008). Die HR kann als Backup-Mechanismus zur Reparatur von Basenschéden
eingesetzt werden, da auch durch Basenschaden DSB induziert werden kdnnen, wenn
die Replikationsgabel auf unreparierte Schaden oder Intermediate der BER trifft. Aber
auch eine Anhaufung an Basenschaden (clustered DNA damage) kann zu DSB fiihren.
Durch die Prozessierung gegeniberliegender Basenschaden kommt es zu Einschnitten
an beiden Strangen und folglich zu DSB (Hendricks et al., 2002; Lundin et al., 2005;
Letavayova et al., 2006).

Bei der Analyse des Zelliberlebens nach MMS-Behandlung konnten in dieser Arbeit
Unterschiede zwischen der xrs2- und der rad52-Deletionsmutante gezeigt werden
(4.4.1 / Abbildung 33). Wahrend das Uberleben nach Deletion von RAD52 von der
Wachstumsphase abhéngig ist, weist die xrs2-Mutante in der stationaren Phase die
gleiche Sensitivitat wie in der logarithmischen Wachstumsphase auf. Da die HR
hauptsachlich in der logarithmischen Wachstumsphase, in der unreparierte
Basenschdden in DSB umgewandelt werde, Verwendung findet, deutet die
wachstumsphasen-unabhéngige Sensitivitdt der xrs2-Mutante auf eine andere oder
weitere von der HR unabhé&ngige Rolle von Xrs2 in der Reparatur von Basenschaden
hin.
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5.3.1 Xrs2ist direkt in die BER involviert

MMS modifiziert Basen durch Anfiigen von Methylgruppen und induziert dabei vor allem
7-Methylguanin und 3-Methyladenin (Wyatt und Pittman, 2006), die durch die BER
entfernt werden kénnen. Die unreparierten, modifizierten Basen stellen hitze-labile
Stellen dar (Lundin et al., 2005), die in vitro in DSB umgewandelt und durch PFGE-
Analyse der chromosomalen DNA quantifiziert werden kénnen (Ma et al., 2008). Somit
kann mit PFGE die Reparatur von MMS-induzierten, hitze-labilen Stellen in vivo

untersucht werden.

PFGE-Analysen der chromosomalen DNA nach MMS-Behandlung zeigten, dass die
xrs2-Mutante bei der Reparatur von hitze-labilen Stellen im Vergleich zum WT eine
erhohte Menge an Restschaden aufweist. Die Deletion von RAD52 hat jedoch keinen
Einfluss auf die Reparatur hitze-labiler Stellen (4.4.2 / Abbildung 36). Auch Ma et al.
konnten mit dieser Methode zeigen, dass sich Rad52 nicht an der Reparatur von hitze-
labilen Stellen beteiligt (Ma et al., 2008). Xrs2 besitzt somit eine Funktion bei der

Reparatur von MMS-induzierten Schaden in vivo, die vermutlich mittels BER erfolgt.

Um eine Beteiligung des Xrs2-Proteins in der BER zu bestatigen und Einzelschritte der
BER zu untersuchen, wurde ein in vitro-BER-Assay, modifiziert nach Harrigan et al.
(Harrigan et al., 2006), durchgefuhrt (4.4.3 / Abbildung 38 und Abbildung 39). Dabei
wurde in Proteinextrakten des WT, der xrs2- sowie der rad52-Mutante die Reparatur
eines 35 bp langen dsDNA-Oligonukleotids, das an Position 15 ein Uracil aufweist,
untersucht. Mit diesem Versuchsansatz kénnen short patch- und long patch-Reparatur
voneinander unterschieden werden. Dabei bestatigte sich, dass der Hauptweg der BER
in Hefe die long patch-Reparatur ist (Boiteux und Guillet, 2004), da zur Detektion der
short patch-Produkte langere Belichtungszeiten notwendig waren. Zum ersten Mal
konnte in vitro gezeigt werden, dass Xrs2 direkt an der BER beteiligt ist. Nach 20 min
Reparaturzeit zeigt die xrs2-Mutante im Gegensatz zum WT nur ca. 65%
Reparaturkapazitat. Passend zu den in vivo-Ergebnissen weist die rad52-Mutante
hingegen kaum eine Beeintrachtigung der BER auf (4.4.3 / Abbildung 40). Somit konnte,
wie vor kurzem fur das Saugerhomolog Nbs1 publiziert (Sagan et al., 2009), auch fir
Xrs2 eine direkte Beteiligung an der BER in vitro gezeigt werden, wahrend Rad52 keine

Rolle in diesem Reparaturweg spielt.
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5.3.2 Xrs2 aktiviert die BER downstream von Ntgl und Ntg2

Mit Hilfe des in vitro-BER-Assays konnte gezeigt werden, dass beide Unterwege der
BER, der short patch- und der long patch-Weg, durch die Deletion von XRS2
gleichermal3en betroffen sind. Daher sollte Xrs2 entweder vor der Auftrennung der
Unterwege eine Rolle spielen oder eine Funktion tbernehmen, die fir beide Wege
notwendig ist. Da sich der Einfluss von Xrs2 jedoch unabhangig vom Schadenstyp
(Uracil und 8-oxoG, 4.4.3/ Abbildung 38) zeigt, sollte die Schadenserkennung in der

Mutante nicht gestort sein.

Um naher eingrenzen zu kdnnen, welche Funktion Xrs2 in der BER ausubt, wurde der
in vitro-Assay modifiziert, so dass einzelne Schritte der BER, wie der Einschnitt des
Zucker-Phosphatriickgrats (/ncision) und die Strang-Elongation, n&her analysiert werden
konnten. Der Incision-Assay zeigte, dass der Einschnitt des Zucker-Phosphatrickgrats in
der xrs2-Mutante so effizient wie im WT ablaufen kann. Somit ist weder die Erkennung
des Uracils als Basenschaden, noch die Endonuklease-Aktivitat bzw. Lyase-Aktivitat in
der Mutante gestort. Als Kontrolle lieR die Deletion von APN1, dem Gen fir die
wichtigste AP-Endonuklease in Hefezellen, eine starke Einschrénkung des Incision-
Schrittes erkennen (4.4.6.1, Abbildung 46). Auch in einer neuen Studie Uber Nbsl in
Saugerzellen konnte gezeigt werden, dass das Protein keinen Einfluss auf den Incision-
Schritt der BER hat (Sagan et al., 2008). Um die Strang-Elongation zu untersuchen,
wurde ein Primer-extension-Assay durchgefuhrt. Hierbei zeigt die xrs2-Mutante eine
reduzierte Fahigkeit, das Substrat aufzufillen. Allerdings ist unklar, ob fur das Auffillen
des gegebenen Substrats die gleichen Polymerasen genutzt werden wie fir die BER.
Um die BER zu simulieren, wurde deshalb zusatzlich ein Gap-filling-Assay durchgefihrt,
bei dem das Substrat einem BER-Intermediat des Jong patch-Weges gleicht
(4.4.6.2 / Abbildung 48). Auch in diesem Versuch zeigt die xrs2-Mutante einen Defekt fur
das Anfugen von Nukleotiden. Die Mutante weist somit eine eingeschrankte Aktivitat der
DNA-Synthese auf. Die verringerte DNA-Synthese konnte auch fur die reduzierte
Intermediatmenge des in vitro-BER-Assays (4.4.3 / Abbildung 39) verantwortlich sein.
Xrs2 besitzt zwar selbst keine Polymerase-Aktivitat, konnte aber diese stimulieren oder

an der Rekrutierung von Polymerasen an die Reparaturstelle beteiligt sein.

Um Xrs2 dem AP-Endonuklease- oder AP-Lyaseweg zuordnen zu konnen, wurden
Epistasisanalysen der xrs2-Deletionsmutante zu anderen BER-defizienten Mutanten mit
Hilfe des in vitro-BER-Versuches durchgefuhrt (4.4.5). Die Eliminierung einer

geschadigten Base durch N-Glykosylasen oder durch spontane Dissoziation fihrt zur
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Bildung einer AP-Stelle. Das Zucker-Phosphatriickgrat kann anschlieend durch Apnl,
der wichtigsten Endonuklease in Hefezellen, 5° der AP-Stelle eingeschnitten werden
(Hanna et al., 2004). Da das dabei entstehende 5-dRP-Ende kein Substrat fur Ligasen
darstellt, wird Uber die Schadensstelle hinwegsynthetisiert und der verdrangte Uberhang
mit Hilfe der Rad27 Flap-Endonuklease entfernt (Boiteux und Guillet, 2004). Somit
werden in dem so genannten /ong patch-Reparaturweg mehrere Nukleotide im
geschadigten Strang ersetzt. Die AP-Lyasen Ntgl und Ntg2 hingegen schneiden das
Zucker-Phosphatriickgrat 3" der AP-Stelle ein. Das blockierte 3"-dRP-Ende wird
anschlieBend entfernt. In der Literatur wird davon ausgegangen, dass hierbei nur die
geschadigte Base ausgetauscht wird (short patch-Reparatur) (Boiteux und Guillet, 2004).
Allerdings konnte hier auch die Mdglichkeit bestehen, dass mehrere Nukleotide neu
synthetisiert werden (long patch-Reparatur). Nach dem Einschnitt Uber AP-Lyasen
existiert ein weiterer, bisher wenig verstandener Reparaturweg Uber die Offnung der
Doppelhelix mittels Helikase-Aktivitdt (Boiteux und Guillet, 2004), der mit dem
verwendeten Assay nicht untersucht werden kann. Um den Einfluss von Xrs2 auf diese
beiden Unterwege nadher zu analysieren, wurde die Deletion von XRS2 einerseits mit
einer APN1-Deletion, anderseits mit der Deletion der beiden Gene NTG7 und NTG2
kombiniert. Zusétzlich wurde der Einfluss von Xrs2 in einer apnintgintg2-

Dreifachmutante untersucht.

Nach dem derzeitigen Verstandnis der BER in Hefe (Boiteux und Guillet, 2004) sollte die
Deletion von APN1 fir einen Defekt in der long patch-Reparatur sorgen, wahrend der
short patch-Weg unbeeinflusst bleibt, da hier Apn2 als effiziente 3"-Phosphodiesterase
arbeiten kann. Diese Erwartung konnte in der vorliegenden Arbeit bestatigt werden
(4.4.5.2 / Abbildung 44 / Abbildung 53). Zusatzlich zeigt die apn1-Mutante eine auffallig
geringe Menge an Intermediat. Dies kann dadurch erklart werden, dass der
geschwindigkeits-limitierende Schritt in der Mutante der Einschnitt des Zucker-
Phosphatriickgrats vor der Produktion des Intermediats ist. Das Intermediat kann sofort
nach seiner Herstellung in short patch-Produkt umgewandelt werden. In der xrs2-
Mutante hingegen kann eine relativ hohe Menge an Intermediat produziert werden. Der
geschwindigkeits-limitierende Schritt sollte fur die Erzeugung aller drei Produkte eine
Rolle spielen. Wird davon ausgegangen, dass nach dem Einschnitt des Zucker-
Phosphatrickgrats Uber AP-Lyasen short patch- und long patch-Reparatur moglich ist,
sollte die Deletion von NTG71 und NTG2, deren Genprodukte den Nebenweg der BER
einleiten, beide Wege leicht beeinflussen. Die ntg1ntg2-Mutante zeigt jedoch im

Gegensatz zum erwarteten Ergebnis keinen Reparaturdefekt (4.4.5.2 / Abbildung 44/
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Abbildung 53). Vermutlich kann die Reparatur Uber redundante AP-Lyasen (z.B. Oggl)
noch durchgefihrt werden. In der BER-defizienten Mutante apn1ntg1ntg2 konnten kaum
Reparaturprodukte detektiert werden, da sowohl der Hauptweg als auch der Nebenweg
der BER unterbrochen ist.

(A) AP-Stelle
Einschnitt 5” der AP-Stelle Einschnitt 3" der AP-Stelle
AP-Endonuklease Apnl/ \;O\P-Lyasen Ntgl, Ntg2

long patch-Reparatur }{2

Offnen der o Entfernung des 3"-dRP-Endes
Doppelhelix .* AP-Endonukleasen Apnl, Apn2
»
nicht detektierbar short patch-Reparatur l
im in-vitro Assay +
long patch-Reparatur l

(B)
AP-Stelle Ntg1 AP-Stelle Ntg1
- Ntg2 Ntg2
2 : / \ Xrs2 }4‘1/ }{2
long patch- Reparatur short patch-Reparatur B8 | |ong patch- Reparatur short patch-Reparaturl
+ +
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Abbildung 53: Einfluss von Xrs2 und weiterer BER-Proteine auf den long patch- und den
short patch-Weg der BER

Die Abbildung zeigt das in dieser Arbeit angenommene Modell. Dabei kann nach dem Einschnitt Giber
AP-Lyasen sowohl short patch- als auch long patch-Reparatur stattfinden. Xrs2 arbeitet nach dieser
Vorstellung downstream von Ntgl und Ntg2.

(A) Xrs2 beeinflusst die long patch- und short patch-Reparatur gleichermal3en. Der alternative
Reparaturweg nach dem Einschnitt Gber AP-Lyasen ist wenig verstanden und mit dem hier
verwendeten in vitro-Assay nicht detektierbar.

(B) Deletion von APN1 fihrt zu einer Reduktion der long patch-Reparatur. Durch zusétzliche Deletion
von XRS2 im apn1-Hintergrund tritt in der short patch-Reparatur der xrs2-Phénotyp in Erscheinung,
wahrend die beiden Proteine einen additiven Effekt in der long patch-Reparatur zeigen. Die Deletion
von NTG1 und NTG2 hat keinen Einfluss auf die Reparatureffizienz. Im xrs2-Hintergrund wird durch
die Deletion der beiden AP-Lyasen der xrs2-Phanotyp supprimiert.

Rote Pfeile geben an, wie stark die Reparaturkapazitat des long patch- bzw. des short patch-Weges in
den einzelnen Mutanten im Vergleich zum WT herabgesetzt ist. Grine Balken stehen fiir eine
unveranderte Effizienz des jeweiligen BER-Unterweges.
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Mit dem hier prasentierten Modell, dass durch AP-Lyasen short patch- und long patch-
Reparatur stattfinden kann, wahrend nach AP-Endonuklease-Aktivitat nur long patch-
Reparatur durchgefuhrt wird, lassen sich auch die Ergebnisse der in vitro-Versuche gut
mit einer Funktion von Xrs2 downstream von Ntgl und Ntg2 erklaren. In diesem Modell
waéren somit durch die Deletion von XRS2 beide Reparaturwege, short patch- und
long patch-Reparatur betroffen (Abbildung 53 A), wie in dieser Arbeit auch gezeigt
werden konnte (4.4.3 / Abbildung 39). Eine gemeinsame Deletion von XRS2 und APN1
zeigt im short patch-Weg den xrs2-Phanotyp. Fur den /long patch-Weg weist die
Doppelmutante einen additiven Effekt auf. Die Deletion von NTG7 und NTG2 im xrs2-
Hintergrund beeinflusst long patch- und short patch-Reparatur nicht (4.4.5.2 / Abbildung
44 | Abbildung 53 B). Diese Unterdriickung des xrs2-Phanotpys ist nur mit einer Funktion
von Xrs2 downstream von Ntgl und Ntg2 zu erklaren. Sind die beiden AP-Lyasen nicht
aktiv, so hat die Deletion von XRS2 keinen Effekt mehr auf die BER. Mdéglicherweise
wird hier ein weiterer Reparaturweg, z. B. Gber Oggl, eingesetzt, der Xrs2-unabhangig

arbeiten kann.

Auch die Analyse der MMS-Sensitivitat (4.4.5.1 / Abbildung 43) zeigt fur die Gene APN1
und XRS2 einen additiven Effekt, wahrend die Deletion der beiden Gene NTG7 und
NTG2 den xrs2-Phanotyp unterdriickt. Diese Analyse zeigte zusatzlich, dass die xrs2-
Mutante eine hohere MMS-Empfindlichkeit aufweist als die BER-defizienten Mutanten,
da neben der BER selbst auch die HR als Backup-Weg beeintrachtigt ist. Allerdings
bleibt zu klaren, weshalb der xrs2-Phanotyp durch die Deletion von NTG7 und NTG2 fast
komplett supprimiert werden kann, wenn Xrs2 eine weitere Funktion neben der BER

besitzt.

5.3.3 Xrs2 arbeitet in der BER zusammen mit seinen Komplexpartnern

Eine Analyse der BER-Kapazitat von mre11- und rad50-Mutanten zeigte, dass es sich
nicht um eine individuelle Funktion des Xrs2-Proteins handelt, sondern dass der
gesamte MRX-Komplex an der BER beteiligt ist. Die MMS-Sensitivitdt sowie die in vitro-
Reparatureffizienz sind in allen drei Mutanten gleichermal3en  betroffen
(4.4.4.2 ] Abbildung 42). Zusatzlich wurden xrs2-Mutanten untersucht, bei denen
einerseits die Mrell-Bindestelle am C-Terminus deletiert wurde, anderseits der gesamte
N-Terminus inklusive FHA- und BRCT-Domane fehlt. Diese Experimente zeigten, dass
wiederum, wie fur die Funktion in der DSB-Reparatur, nur die Mrell-Bindestelle von

Xrs2 fur die Rolle in der BER essentiell ist.
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5.3.4 Fordert der MRX-Komplex die BER uber die Rekrutierung weiterer
Reparaturfaktoren?

Mehrere potentielle Funktionen des MRX-Komplexes in der BER sind denkbar. Ein
positiver Einfluss des Komplexes auf die Expression verschiedener BER-Gene kdnnte
die Reparatur begunstigen. Bisher sind in S. cerevisiae jedoch keine MRX-abhangigen
Expressionsanderungen bekannt. Wie fur die DSB-Reparatur kénnte der Komplex auch
in der BER eine Rolle im Umbau der Chromatinstruktur (Chromatin Remodelling) spielen
und somit den Zugang weiterer Proteine an die geschadigte Stelle gewahrleisten. Da der
MRX-Komplex auf Grund der Ergebnisse der Epistasisanalysen downstream der AP-
Lyasen zu arbeiten scheint, kdnnte er auch eine Funktion an der Prozessierung des von
Ntgl und Ntg2 produzierten Intermediats besitzen. Die 3'-5"-Exonukleaseaktivitat des
Komplexes kdnnte moglicherweise an der Entfernung des blockierten 3"dRP-Endes
beteiligt sein, wodurch auch die Synthese neuer Nukleotide gestért wird. Dies wirde die
verminderte Polymerase-Aktivitdt der xrs2-Mutante erklaren. Dagegen spricht jedoch,
dass die im Primer-extension-Assay sowie im Gap-filling-Assay angebotenen Substrate

keine blockierten Enden aufwiesen.

Wie fiur die HR konnte der MRX-Komplex auch in der BER mittels Kerntransport
und / oder Bindung fur die Rekrutierung weiterer BER-Faktoren, vor allem DNA-
Polymerasen, verantwortlich sein. In Saugerzellen konnte gezeigt werden, dass das
WRN-Protein, ein Mitglied der RecQ-Helikase-Familie, die BER durch Interaktionen mit
Schlisselenzymen dieses Reparaturweges aktiviert (Opresko et al., 2003). Mutationen
im WRN-Protein verursachen das Werner Syndrom (WS), das, wie das Nijmegen
Breakage Syndrom, chromosomale Instabilitat aufweist. Durch Assoziation von WRN mit
dem Rad27-Homolog Fenl und der Glykosylase Neill werden deren Aktivitaten
stimuliert (Brosh et al., 2001; Das et al., 2007). Des Weiteren kooperiert WRN mit der
Polymerase B, die in Saugerzellen Lyase-Aktivitdt besitzt und im short patch- und im
long patch-Weg das erste Nukleotid einfigt (Fortini und Dogliotti, 2007). Wahrend die
Helikase-Aktivitat von WRN Polp stimuliert (Harrigan et al.,, 2003), tGbernimmt die
Exonuklease-Aktivitat die fehlende Proofreading-Aktivitat der Polymerase (Harrigan et
al., 2006). Zusatzlich ist der MRN-Komplex in Séugerzellen mit den RecQ-Helikasen
BLM und WRN in grof3en Komplexen, so genannten Superkomplexen, assoziiert (Wang
et al., 2000; Cheng et al., 2004). Es stellte sich heraus, dass die Verbindung zwischen
dem MRN-Komplex und WRN durch Nbsl1 vermittelt wird (Cheng et al., 2004). Passend
zu diesen Befunden konnte kiirzlich auch fir Nbsl eine Beteiligung an der BER gezeigt
werden (Sagan et al.,, 2009). Die Autoren vermuten wie fur WRN auch fur Nbsl eine
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Rolle im Rekrutierungsschritt weiterer Reparaturfaktoren, unter anderem DNA-

Polymerasen flr die Reparatursynthese.

In Hefezellen bildet der MRX-Komplex nach Checkpoint-Aktivierung durch MMS-
Behandlung ebenfalls einen Komplex mit der RecQ-Helikase Sgs1 (Chiolo et al., 2005).
Dies lasst vermuten, dass in Hefezellen, wie in Saugerzellen, nach Basenschadigung ein
grol3er Komplex, bestehend aus dem MRX-Komplex, Sgsl1 und weiteren BER-Faktoren,
wichtig fur die Aktivierung der Reparatur ist (Abbildung 54). Speziell die Rekrutierung
essentieller Polymerasen konnte von grof3er Bedeutung sein. Bisher ist fir Hefen im
Gegensatz zu Saugern noch nicht komplett geklart, welche Polymerasen in der BER
arbeiten. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass Pol4, die die hdchste
Sequenzhomologie zu Polp in Séugerzellen aufweist, an der Reparatur von MMS-

induzierten Schaden beteiligt ist (Sterling und Sweasy, 2006).

Saugerzellen Hefezellen

Abbildung 54: Modell zur Bildung von BER-Superkomplexen

In Séugerzellen konnte gezeigt werden, dass die RecQ-Helikase WRN Uber Interaktionen mit
Schlisselenzymen des BER-Prozesses die Reparatur von Basenschaden stimuliert. Zusatzlich konnte
eine neue Studie eine Beteiligung von Nbs1 an der BER nachweisen. Dieses vermittelt die Assoziation
des MRN-Komplexes mit dem WRN-Protein. Daher wird vermutet, dass ein Superkomplex aus all
diesen Proteinen eine Rolle in der BER hat. Auch in Hefezellen kénnte ein solcher Komplex die BER
aktivieren. Nach Behandlung mit MMS konnte bereits die Bildung von Sgs1l-Mrell Subkomplexen
nachgewiesen werden. Wie fiir Saugerzellen, liegt auch hier die Vermutung nahe, dass der MRX-
Komplex flr die Rekrutierung wichtiger Polymerasen flir die BER verantwortlich ist.

In dieser Arbeit konnte zum ersten Mal eine direkte Beteiligung des MRX-Komplexes an
der BER gezeigt werden. Dabei beeinflusst der Komplex sowohl die short patch- als
auch die Jlong patch-Reparatur downstream der AP-Lyasen Ntgl und Ntg2.
Maglicherweise rekrutieren die MRX-Proteine weitere BER-Proteine, die vor allem fir die

Polymerase-Aktivitat notwendig sind.
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