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Zusammenfassung

I  ZUSAMMENFASSUNG

Der Erhalt der genomischen Integritat ist fir das Uberleben von Organismen
notwendig, jedoch konnen verschiedene DNA-Lasionen das genetische Material
gefahrden. DNA-Doppelstrangbriche (DSB) stellen dabei eine besonders toxische
DNA-Lasion dar, und schon ein einzelner DSB kann bei ausbleibender oder
fehlerhafter Reparatur zum Absterben der Zelle fuhren. In hoheren Eukaryonten gibt
es zwei Mechanismen fur die Reparatur eines DSB: nicht-homologe
Endverknipfung und homologe Rekombination. Bei der homologen Rekombination
spielt der Rekombinationsfaktor Rad52 eine zentrale Rolle und wurde zu Beginn
dieser Arbeit als ein Substrat fur eine posttranslationale Modifikation mit SUMO
identifiziert. Daraufhin wurde die Regulation von Rad52 durch die Modifikation mit
SUMO untersucht.

So konnte im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden, dass die SUMOylierung
von Rad52 in Saccharomyces cerevisiae hauptsachlich an zwei nicht konservierten
Lysinresten aullerhalb der hoch konservierten Rad52-Domane erfolgt und eng an
Rekombinations- und DNA-Reparaturereignisse gekoppelt ist. So wird die Rad52-
SUMOylierung durch enzymatische DSB wahrend der Meiose und durch chemisch
induzierte DSB in mitotischen Zellen ausgelOst. Hierfur ist der MRX-Komplex
(bestehend aus Mre11, Rad50 und Xrs2) notwendig, der vor Rad52 im
Rekombinationsprozess aktiv ist.

Des Weiteren zeigt die vorliegende Arbeit, dass Zellen mit einer Rad52-
Mutante, die nicht mehr mit SUMO modifiziert werden kann, keine auffalligen
Wachstumsdefekte aufweisen, beispielsweise weder in Gegenwart DNA-
schadigender Agenzien noch in der Meiose. Allerdings hat die SUMOylierung einen
pro-rekombinatorischen Einfluss auf Rad52. Denn zum einen kdnnen Zellen, in
denen zwei der Helikasen Rrm3, Sgs1 oder Srs2 deletiert sind, in Gegenwart von
SUMOylierungsdefizientem Rad52 wachsen, da vermutlich keine toxischen
Rekombinationsintermediate mehr entstehen wie in Gegenwart von Wildtyp Rad52.
Zum anderen weisen Zellen mit SUMOylierungsdefizientem Rad52 Defekte bei
speziellen Rekombinationsreaktionen auf. Die SUMOylierung schutzt Rad52 zudem
vor dem Abbau durch das Proteasom und ist besonders fur die Rad52-Molekile
relevant, die am Rekombinationsgeschehen beteiligt sind. Diese Arbeit zeigt somit,
dass die SUMOylierung von Rad52 die Aktivitat des Rekombinationsfaktors dadurch
reguliert, dass die im Rekombinationsprozess involvierten Rad52-Molekule vor
einem vorzeitigen Abbau geschutzt werden.
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I EINLEITUNG

.1 Proteine der Ubiquitin-Familie

Zu den Regulationsmechanismen, mit deren Hilfe eine Zelle die Funktion von
Proteinen steuert, gehdren posttranslationale Modifikationen. Diese kovalenten
Veranderungen sind reversible, schnelle Mechanismen und werden an einzelnen
oder mehreren Aminosaureresten des Zielproteins vollzogen. Durch die
Abanderung der Substrateigenschaften kdonnen so je nach Modifikation
verschiedene Prozesse wie die Lokalisierung, die Aktivitat, der Abbau oder die
Interaktion mit anderen Proteinen bestimmt werden. So regulieren
Phosphorylierungen, Acetylierungen, Lipidierungen, Glykosylierungen,
Methylierungen oder Modifikationen mit Proteinen der Ubiquitinfamilie verschiedene
zellulare Prozesse wie die DNA-Replikation, den Zellzyklus oder die Genexpression
(Welchman et al., 2005).

Bei Modifikationen mit Ubiquitin-ahnlichen Proteinen (UBL, ubiquitin like)
werden kleine Proteine kovalent mit einem Zielprotein verbunden. Dabei wird eine
fur das jeweilige UBL konservierte Konjugationsmaschinerie eingesetzt, die den C-
Terminus eines UBLs mit einem Lysin des Substrates Uber eine Isopeptidbindung
verknupft. Zudem ist fur die UBLs charakteristisch, dass sie sich trotz einer geringen
Sequenzhomologie in ihrer Raumstruktur (ubiquitin fold) ahneln und innerhalb der
Eukaryonten hoch konserviert sind. Neben dem Namensgeber Ubiquitin gehdren
zur UBL-Familie die Proteine SUMO, Rub1 (NEDDS8), Atg12, Atg8, Urm1, ISG15,
FAT10 und FUB1 (Mdller et al., 2001; Schwartz und Hochstrasser, 2003; Welchman
et al., 2005). Wahrend Ubiquitin und SUMO an eine Reihe von Substraten konju-
giert werden und so eine Vielzahl von Proteinen und Prozessen regulieren (siehe
Abschnitte 11.1.1 und 11.1.3), weisen die anderen UBLs ein wesentlich kleineres

Substratspektrum auf bzw. sind in ihrer Funktion noch nicht charakterisiert.

11.1.1 Das Ubiquitin-Konjugationssystem und Funktionen von
Ubiquitin
Ubiquitin ist ein hoch konserviertes Protein, das aus 76 Aminosauren besteht. In

seiner raumlichen Struktur sind nur die vier C-terminalen Aminosauren exponiert,
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Einleitung II.1 Proteine der Ubiquitin-Familie

darunter ganz am C-Terminus das Doppelglycinmotiv, das fur die Konjugation von
Ubiquitin essenziell ist (Vijay-Kumar et al., 1987). Die Konjugation erfolgt in einer
dreistufigen Enzymkaskade (Abb. 1), wobei als erstes das Ubiquitin-aktivierende
Enzym (E1) Ubiquitin in einer ATP-abhangigen Reaktion aktiviert (Pickart, 2001).
Dabei wird Ubiquitin kovalent mit einem Cysteinrest im aktiven Zentrum des E1 zu
einem Thioester verknupft. Im zweiten Schritt erfolgt der Transfer von Ubiquitin auf
das Cystein im aktiven Zentrum eines Ubiquitin-konjugierenden Enzyms (E2 oder
Ubc), wieder unter Ausbildung eines Thioesters. Schlie3lich katalysiert das E3
(Ubiquitin-ligierendes Enzym) die kovalente Verknupfung von Ubiquitin mit der e-
Aminogruppe eines Lysins. Dabei kann Ubiquitin im Falle von RING E3-Ligasen
direkt auf das Substrat ubertragen werden oder im Falle von HECT E3-Ligasen erst
nach Ausbildung eines zwischenzeitlichen Thioesters mit einem Cystein der
Ubiquitinligase. Wird nur ein einzelner Ubiquitinrest auf das Substrat Ubertragen,
spricht man von Mono-Ubiquitylierung. Die Reaktion kann aber auch mehrfach
durchlaufen werden, wodurch sich Ubiquitinketten ausbilden. In einigen Fallen ist
dieser Kaskade noch die Aktivitat eines Multi-Ubiquitylierungsfaktors (E4)
nachgeschaltet, der zur Verlangerung bereits vorhandener Ubiquitinketten beitragt.
Die groRe Zahl an Ubiquitinligasen, die die Substratspezifitat bewerkstelligen,
ermaoglicht es somit, zahlreiche Proteine mit Ubiquitin zu modifizieren (Pickart und
Eddins, 2004).

Proteine kdnnen mit einem einzelnen Ubiquitin oder mit Ubiquitinketten an
einzelnen oder mehreren Lysinen modifiziert werden. Die Konsequenzen der
Ubiquitylierung hangen dabei von der Lange der Ubiquitinkette ab und davon, Uber
welche internen Lysine mehrere Ubiquitinreste zu einer Kette verknupft sind. Ketten
mit vier oder mehr Ubiquitinresten, die Uber den internen Lysinrest K48 oder K29
verbunden sind, bewirken den Abbau von Substraten (Pickart, 2001). In S.
cerevisiae erkennen und binden Substratrezeptoren wie Dsk2, Rad23, Rpt5 und
Rpn10 solche Substrate und vermitteln deren Interaktion zum 26S Proteasom
(Madura, 2004; Richly et al., 2005; Welchman et al., 2005). Das Proteasom
wiederum ist ein hoch konservierter Proteasekomplex, der fur den eigentlichen
Abbau verantwortlich ist, indem es die Substratproteine entfalten und proteolytisch
verdauen kann, wahrend die Ubiquitinreste recycelt werden (Bochtler et al., 1999;
Voges et al., 1999). Zum einen werden nicht funktionelle, falsch gefaltete Proteine
uber das Proteasom abgebaut, zum anderen kdnnen auch die Aktivitaten
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bestimmter Proteine in Abhangigkeit von Umwelteinflissen oder vom Zellzyklus
durch den gezielten Abbau reguliert werden.

Im Gegensatz dazu haben die Mono-Ubiquitylierung oder die Verknupfung
mit Ubiquitinketten, die Uber K63 verbunden sind, andere Folgen fur ein Substrat
(Pickart und Fushman, 2004). Diese Arten der Ubiquitylierung sind an
verschiedenen Prozessen wie der DNA-Reparatur (Garcia-Higuera et al., 2001;
Hoege et al., 2002), dem Vesikeltransport (Hicke und Dunn, 2003), der Endozytose
(Hicke und Dunn, 2003), der Kontrolle der Transkription (Muratani und Tansey,
2003) und der Aktivierung von Kinasen bei der Entzindungsantwort (Sun und Chen,
2004) beteiligt.

Die Ubiquitylierung ist ein reversibler Prozess, bei dem Ubiquitin mit Hilfe von
deubiquitylierenden Enzymen (DUB) vom Substrat abgespalten wird (Amerik und
Hochstrasser, 2004). Neben dem Recycling von Ubiquitin am Proteasom kdnnen
DUB auch die Aktivitat von Substraten durch die Revertierung der Ubiquitylierung
regulieren. Zudem sind sie fur die Prozessierung der Ubiquitin-Vorlaufer notwendig,
da DUB durch die hydrolytische Spaltung der Vorlaufermolekile die fur die
Konjugation wichtigen Doppelglycinmotive am C-Terminus von Ubiquitin generieren.

Prozessierung Konjugation Funktion
£
2
UBL C-terminale & Aktivierendes Konjugierende Ligierende Substrate
Hydrolasen g Enzym Enzyme Enzyme
= E1 E2 E3

(] (_J {_J
Ubiquitin .l.l.l.l.l_ ) ﬂC)S —> C)S —> .s—> é—»—»é

|
Lo Ubai Ubci-8, viele -Endozytose -Protein-
10,11,13 -Vesikeltransport degradation
-DNA-Reparatur  -Entziindungs-
-Transkription antwort

-DNA-Reparatur

Abb. 1: Ubersicht iiber das Ubiquitin-Konjugationssystem

Die spezifische Modifikation von Proteinen mit Ubiquitin erfolgt Gber das Ubiquitin-
Konjugationssystem. Vor einer Konjugation missen die Vorlauferformen von Ubiquitin am
C-Terminus von einer Hydrolase prozessiert werden. Die Konjugation wird dann in einer
dreistufigen Enzymkaskade aus aktivierenden, konjugierenden und ligierenden Enzymen
vollzogen. Das ,S“ steht fir die Ausbildung eines Thioesters zwischen Enzym und
Ubiquitin. Je nach Beschaffenheit der Modifikation durch Ubiquitin dient die Ubiquitylierung
als Signal fur verschiedene Vorgange.
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11.1.2 Das SUMO-Konjugationssystem

Genau wie Ubiquitin gehoért SUMO zur UBL-Familie und stellt ein in allen
Eukaryonten konserviertes Protein dar. In fast allen Organismen, in denen SUMO
vorkommt, ist das entsprechende Gen essenziell bzw. fur ein normales Wachstum
wichtig. Wahrend es in S. cerevisiae nur ein Gen fur SUMO gibt (SMT3), gibt es im
Menschen vier Isoformen von SUMO (SUMO-1, -2, -3, -4). Diese Isoformen
unterscheiden sich hauptsachlich in ihrer N-terminalen Domane. Ob sie jedoch
unterschiedliche Funktionen erflllen, ist bislang unklar (Muller et al., 2001; Dohmen,
2004; Johnson, 2004).

Wie Ubiquitin wird auch SUMO als Vorlauferprotein synthetisiert, das vor
einer Konjugation erst durch eine SUMO-spezifische Protease (Ulp1) prozessiert
werden muss (Li und Hochstrasser, 1999). Dadurch entsteht ein C-terminales
Doppelglycinmotiv, das anschlieBend an die e-Aminogruppe eines Lysins von
Zielproteinen konjugiert werden kann. Der Konjugationsmechanismus ist dem von
Ubiquitin sehr ahnlich und vollzieht sich ebenfalls in einer dreistufigen
Enzymkaskade (Abb. 2). Zunachst wird maturiertes SUMO in einer ATP-
abhangigen Reaktion von einem SUMO-aktivierenden Enzym aktiviert (E1, ein
Heterodimer aus Aos1 und Uba2). Das E1 bildet dabei einen Thioester zwischen
dem C-terminalen Glycin von SUMO und einem internen Cystein aus (Johnson et
al., 1997). Im darauf folgenden Schritt wird das aktivierte SUMO auf ein Cystein des
SUMO-konjugierenden Enzyms Ubc9 (E2) Ubertragen (Johnson und Blobel, 1997;
Schwarz et al., 1998). Im Gegensatz zu den E2-Enzymen des Ubiquitinsystems
kann Ubc9 Substrate direkt binden, so dass nicht immer eine E3-Aktivitat fur eine
SUMOylierung notwendig ist. Allerdings stimulieren SUMO-ligierende Enzyme (E3)
haufig eine Konjugation. Diese SUMO-Ligasen werden in drei unterschiedliche
Gruppen eingeteilt. So unterscheidet man E3-Ligasen der SP-RING-Familie von
RanBP2 und PC2 (Johnson, 2004). In S. cerevisiae sind drei SUMO-Ligasen der
SP-RING-Familie bekannt: Siz1, Siz2 und Mms21 (Johnson und Gupta, 2001;
Takahashi et al., 2001a; Takahashi et al., 2001b; Zhao und Blobel, 2005). Die
SUMOylierung von Substraten erfolgt haufig an so genannten Konsensusmotiven.
Dabei werden die Lysine mit SUMO modifiziert, die Teil einer 1y KxE-Sequenz sind
(y steht fur eine hydrophobe Aminosaure) (Johnson und Blobel, 1999), welche auch

von Ubc9 erkannt werden kann (Bernier-Villamor et al., 2002). Allerdings erfolgt
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nicht an allen Konsensusmotiven eine SUMOylierung. Zudem gibt es verschiedene
Beispiele fur Akzeptorlysine, die nicht Bestandteil eines solchen Motivs sind. In
diesen Fallen entscheiden offensichtlich andere Faktoren uber die SUMOylierung.
Meist werden Substrate an nur einem Akzeptorlysin mit SUMO modifiziert, in
manchen Fallen wurde jedoch auch die SUMOylierung eines Proteins an mehreren
Lysinresten beschrieben (Hoege et al., 2002; Zhou et al., 2004). Analog zu Ubiquitin
kann auch SUMO Uuber interne Lysine zu Ketten verknupft werden. Dies wurde
sowohl fur Smt3 als auch fur SUMO-2 und SUMO-3 nachgewiesen (Tatham et al.,
2001; Bylebyl et al., 2003). Jedoch ist bislang unklar, ob konjugierte SUMO-Ketten
eine andere Funktion erflllen als ein einzelnes konjugiertes SUMO-Molekul.

Auch die SUMOylierung ist ein reversibler Prozess, der von entsprechenden
SUMO-dekonjugierenden Enzymen revertiert werden kann. In S. cerevisiae sind die
beiden Proteine Ulp1 und Ulp2 fur das Abspalten von SUMO von Substraten
verantwortlich (Li und Hochstrasser, 1999; Li und Hochstrasser, 2000; Schwienhorst
et al., 2000). Beide sind Cysteinproteasen und wie auch die SUMO-
dekonjugierenden Enzyme in hoheren Eukaryonten gehdren sie zur ULP-Familie.
Dennoch unterscheiden sich Ulp1 und Ulp2 durch verschiedene Merkmale. So ist
Ulp1 an der Kernpore, Ulp2 hingegen im Nukleus lokalisiert. AuRerdem ist Ulp1 im
Gegensatz zu Ulp2 fur die Prozessierung des SUMO-Vorlauferproteins

Prozessierung Konjugation Funktion
k)
UBL C-terminale § Aktivierendes Konjugierendes Ligierende Substrate
Hydrolase i Enzym Enzym Enzyme
s E1 E2 E3

1 ATP S. S.
sio. - @ -S> - O ~aE»

Ulp1 Aos1/ Ubc9 Siz1 fuhrt zu folgenden Veranderungen:
Uba2 Siz2 -Lokalisierung
Mms21 -Interaktion

-Aktivitat
-Konformation

Abb. 2: Ubersicht iiber das SUMO-Konjugationssystem

Die spezifische Modifikation von Proteinen mit SUMO erfolgt tUber das SUMO-
Konjugationssystem. Vor einer Konjugation muss die Vorlauferform von SUMO am C-
Terminus von einer Hydrolase prozessiert werden. Die Konjugation wird dann in einer
dreistufigen Enzymkaskade aus aktivierenden, konjugierenden und ligierenden Enzymen
vollzogen. Das ,S* steht fur die Ausbildung eines Thioesters zwischen Enzym und SUMO.
Je nach Beispiel fuhrt die Modifikation mit SUMO zu verschiedenen Veranderungen der
Substrateigenschaften.
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verantwortlich. Darluber hinaus ist das Gen ULP1 fur Hefen essenziell (Li und
Hochstrasser, 1999; Li und Hochstrasser, 2000). Ahnlich wie beim Ubiquitinsystem
lasst sich vermuten, dass auch SUMO-Substrate uUber Konjugation und
Dekonjugation reguliert werden, da Mutationen in ULP1 oder ULP2 zu
ausgepragten Phanotypen und schweren Wachstumsdefekten fuhren. Inwieweit
diese Art der Regulation tatsachlich erfolgt, ist noch nicht geklart.

11.1.3 Funktionen und Substrate von SUMO

Die Modifikation mit SUMO kann sowohl im Zytoplasma als auch im Nukleus
erfolgen, wobei der Groldteil der beschriebenen SUMO-Substrate Kernfunktionen
erflillt. Verschiedene proteomische Ansatze haben in den vergangenen Jahren die
Anzahl der bekannten SUMO-Substrate auf Uber Hundert erhoht (Li et al., 2004;
Panse et al., 2004; Vertegaal et al., 2004; Wohlschlegel et al., 2004; Zhao et al.,
2004; Zhou et al., 2004; Denison et al., 2005; Hannich et al., 2005; Rosas-Acosta et
al., 2005; Wykoff und O'Shea, 2005; Zhou et al., 2005). Generell kann eine
Modifikation mit SUMO bewirken, dass sich Protein-Protein-Interaktionen, die
Aktivitat eines Substrates, die Lokalisierung oder die Stabilitat verandern. Zum Teill
werden diese Folgen durch Proteine vermittelt, die SUMOylierte Proteine und
SUMO mit Hilfe eines SUMO-interagierenden Motivs (SIM) binden (Minty et al.,
2000; Song et al., 2004; Hannich et al., 2005; Pfander et al., 2005). Allerdings
konnte die Funktion von SUMO im biologischen Kontext mit einem Substrat bisher
nur in wenigen Fallen geklart werden. Da dieser Zusammenhang jedoch fur das
Verstandnis der SUMO-Modifikation wichtig ist, wird im Folgenden auf einige
Beispiele eingegangen, anhand derer sich die Funktionen der SUMOylierung am
besten zeigen lassen.

Viele der bekannten SUMO-Substrate in Saugetierzellen sind
Transkriptionsfaktoren, die durch die Modifikation mit SUMO in ihrer Aktivitat
reguliert werden. In den meistens Fallen wird die Transkription reprimiert, in einigen
Fallen jedoch auch aktiviert. Die Repression erfolgt auf drei verschiedenen Wegen
(Dohmen, 2004; Gill, 2004; Mduller et al., 2004; Hay, 2005). Erstens scheint die
DNA-Bindung von Transkriptionsfaktoren durch eine SUMOylierung inhibiert werden
zu konnen (Anckar et al., 2006). Zweitens wird durch die SUMOylierung eines

Transkriptionsfaktors die Rekrutierung von weiteren Proteinen ermdglicht
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(Corepressoren), die die Transaktivierung verhindern konnen (Gill, 2004; Muller et
al., 2004; Yang und Sharrocks, 2004). In einigen Fallen spielen hierbei auch
Histondeacetylasen eine Rolle, die das silencing verstarken (Girdwood et al., 2003;
Shiio und Eisenman, 2003). Eine dritte Moglichkeit stellt die Lokalisierung von
Transkriptionsfaktoren infolge ihrer SUMO-Modifikation in spezielle, subnukleare
Bereiche dar (Khan et al., 2001). Diese so genannten nuclear bodies reprimieren
die in ihnen enthaltenen Transkriptionsfaktoren unter Ausbildung von Komplexen
aus Corepressoren und Histondeacetylasen. Diese Bereiche Uberlappen in einigen
Fallen auch mit den PML nuclear bodies, in denen zahlreiche SUMO-Substrate
lokalisiert sind (Gill, 2004; Muller et al., 2004). Zu den Beispielen fur ein Substrat,
bei dem eine Modifikation mit SUMO transkriptionsfordernd ist, zahlt der
Glucocorticoidrezeptor, jedoch ist die Wirkungsweise unbekannt (Le Drean et al.,
2002).

Auch fur den Zellzyklus spielt SUMO eine wichtige Rolle. So arretieren in S.
cerevisiae Mutanten der SUMO-Konjugationsmaschinerie (E1- und E2-Enzyme)
sowie des SUMO-dekonjugierenden Enzyms Ulp1 am Ubergang von der G2-Phase
zur Mitose (Seufert et al., 1995; Johnson und Blobel, 1997; Li und Hochstrasser,
1999). Zudem zeigt eine bestimmte SUMO-Mutante einen Defekt bei der
mitotischen Chromosomensegregation (Biggins ef al., 2001). Auch die durch den
Zellzyklus gesteuerte Chromosomenkohasion unterliegt einer Regulation durch
SUMO (Bachant et al., 2002; Stead et al., 2003). Sowohl die SUMOylierung der
Topoisomerase Il (Top2) als auch des Kohasionsfaktors Pds5 fordern die Auflosung
der Chromosomenkohasion (Bachant et al., 2002; Stead et al., 2003). Zudem wird
in S. cerevisiae die SUMO-Modifikation von PCNA und von den Septinen
zellzyklusspezifisch reguliert (Johnson und Blobel, 1999; Hoege et al., 2002).

Eine weitere Funktion von SUMO zeigt sich beim Transport von Proteinen
zwischen dem Zellkern und dem Zytoplasma. An den Kernporen lokalisieren
Enzyme sowohl der SUMO-Konjugationsmaschinerie als auch der
Dekonjugationsmaschinerie (Takahashi et al., 2000; Pichler et al., 2002; Seeler und
Dejean, 2003). So weisen in S. cerevisiae und Drosophila melanogaster Mutanten
mit Defekten in der SUMO-Konjugation einen gestorten Kernimport von Proteinen
auf (Epps und Tanda, 1998; Stade et al., 2002). Zudem ist in Saugetierzellen das
haufigste SUMO-Substrat die GTPase RanGAP1, die den fur den Import wichtigen
Faktor Ran aktiviert (Matunis et al., 1996; Mahajan et al., 1997). Demnach konnte
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der Transport in den Kern generell durch SUMO reguliert sein. Dartber hinaus gibt
es konkrete Beispiele, bei denen die SUMOylierung von Proteinen entweder den
Transport aus dem Zytoplasma in den Kern oder aber umgekehrt bewirkt (Sobko et
al., 2002; Huang et al., 2003; Lin et al., 2003; Wood et al., 2003).

Eine weitere Funktionsweise von SUMO ergibt sich aus dessen
antagonistischer Rolle gegenuber Ubiquitin. So kann der fir die
Entzindungsantwort wichtige Faktor IkBa an demselben Lysinrest entweder mit
SUMO oder mit Ubiquitin modifiziert werden. Wahrend die Modifikation mit SUMO
loBa vor einer Degradation schutzt, fuhrt die Ubiquitylierung zum Abbau Uber das
Ubiquitin-Proteasom-System (Desterro et al., 1998). Ein ahnlicher Mechanismus
scheint fur Phosducin zu gelten, welches G-Proteine in ihrer Signalgebung reguliert.
Zwar wird in diesem Beispiel nicht dasselbe Lysin mit Ubiquitin und SUMO
modifiziert, aber auch hier schutzt die SUMOylierung vor dem Abbau. Gegenuber
WT (Wildtyp) Phosducin wird eine SUMOylierungsdefiziente Phosducin-Mutante
starker ubiquityliert und ist instabiler (Klenk et al., 2006). Auch der essenzielle
Replikationsfaktor PCNA kann an ein und demselben Lysin mit SUMO und Ubiquitin
modifiziert werden (Hoege et al., 2002). Das fuhrt je nach Modifikation zu
unterschiedlichen Konsequenzen. Bei PCNA bewirkt die Ubiquitylierung anders als
in den vorangegangenen Beispielen nicht den Abbau, sondern reguliert in
Abhangigkeit von der Anzahl der Ubiquitinreste (Ubiquitinkette mit Verknupfung
uber K63 gegenuber Mono-Ubiquitin), wie eine DNA-Lasion wahrend der
Replikation repariert wird (fehlerfrei oder moglicherweise fehlerhaft) (Hoege et al.,
2002). Dagegen verhindert die Modifikation mit SUMO Rekombinationsereignisse
wahrend der S-Phase, indem die Helikase Srs2 rekrutiert wird (Pfander et al., 2005).

Neben PCNA werden noch weitere Proteine mit SUMO modifiziert, die fur die
Genomstabilitat von Bedeutung sind. So werden in menschlichen Zellen der
Tumorsuppressor p53, die Topoisomerasen | und Il, die Helikasen WRN und BLM
sowie der Nukleotid-Exzisions-Reparaturfaktor XPC mit SUMO modifiziert (Gostissa
et al., 1999; Rodriguez et al., 1999; Kawabe et al., 2000; Mao et al., 2000a; Mao et
al., 2000b; Mo et al., 2002; Eladad et al., 2005; Wang et al., 2005). In allen Fallen
erfolgt dabei die SUMOylierung nach Induktion von DNA-Schaden. Die SUMO-
Modifikation kann dabei verschiedene Konsequenzen nach sich ziehen. Bei p53
erhohen sich durch die SUMOylierung die transkriptionsaktivierenden Eigenschaften
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(Gostissa et al.,, 1999; Rodriguez et al., 1999), wahrend bei BLM und der
Topoisomerase | infolge der Modifikation mit SUMO eine Relokalisierung innerhalb
des Zellkerns stattfindet (Mo et al., 2002; Eladad et al., 2005). Ein weiteres Protein,
dessen SUMOylierung wichtig fur die Genomstabilitat ist, ist das DNA-Reparatur-
Enzym Thymin-DNA-Glycosylase (TDG) in Saugetierzellen, das bei der Basen-
Exzisions-Reparatur eine zentrale Rolle spielt. Infolge der SUMOylierung vollzieht
die TDG eine fur den Reparaturprozess wichtige Konformationsanderung
(Hardeland et al., 2002; Baba et al., 2005; Steinacher und Schar, 2005).

.2 DNA-Reparatur

Fir das Uberleben von Organismen ist die Bewahrung der genetischen Integritat
von grofter Bedeutung. Dazu muss das Genom nicht nur fehlerfrei dupliziert und
das genetische Material fehlerfrei an die nachsten Generationen weitergegeben
werden, sondern auch der Erhalt der genetischen Information ist Uberaus wichtig.
Denn das Genom einer jeden lebenden Zelle wird permanent von endogenen,
metabolischen Nebenprodukten sowie von exogenen Einflussen bedroht, die die
DNA als Trager des Erbguts chemisch verandern kdénnen (Hoeijmakers, 2001;
Shiloh, 2003). Aus diesem Grund steht kontinuierlich eine komplexe molekulare
Maschinerie bereit, die zu jeder Zellzyklusphase das genetische Material Gberwacht
und, sofern moglich, einen an der DNA entstandenen Schaden behebt. Die
Detektion von DNA-Schaden und das Anpassen der Zelle an einen Schaden
bewerkstelligen so genannte DNA damage checkpoints, wahrend die Beseitigung
von Schaden von DNA-Reparatur-Proteinen verrichtet wird (Abb. 3).

Angesichts der Fille an moglichen DNA-Lasionen kann ein einzelner
Reparaturmechanismus nicht alle Arten von DNA-Schaden bewaltigen. Stattdessen
hat die Evolution zum Schutz des Genoms ein ausgekligeltes Netz an
verschiedenen miteinander vernetzten Reparatursystemen hervorgebracht, das die
Mehrzahl aller moglichen Schaden reparieren kann. In Saccharomyces cerevisiae
sind mehrere verschiedene, zum Teil Uberlappende Reparaturwege beschrieben:
Nukleotid-Exzisions-Reparatur (NER), Basen-Exzisions-Reparatur (BER), Reparatur
von Fehlpaarungen (mismatch-Reparatur oder MMR), postreplikative Reparatur
(PRR), nicht-homologe Endverknipfung (NHEJ) und homologe Rekombination (HR)
(Hoeijmakers, 2001). Sowohl MMR, NER als auch BER haben gemein, dass diese

-10 -



Einleitung [I.2 DNA-Reparatur

Reparaturwege nur bei Schaden an einem DNA-Strang operieren (Hoeijmakers,
2001; Cline und Hanawalt, 2003). Der geschadigte Bereich wird ausgeschnitten,
und die Neusynthese erfolgt nach Vorlage des unbeschadigten Schwesterstranges.
Je nach Schaden wird dabei entweder MMR, NER oder BER aktiv. Wahrend MMR
auch Exonukleasen einbindet und an die Replikation gekoppelt sein kann (Cline und
Hanawalt, 2003), sind bei NER und BER Endonukleasen aktiv. Dariber hinaus
unterscheiden sich NER und BER bei der Reparatur dadurch, dass die
ausgeschnittenen Abschnitte bei NER etwas langer sind. AuRerdem kann NER
neben den globalen Reparaturaufgaben auch gekoppelt an die Transkription
erfolgen (Hoeijmakers, 2001).

Einige DNA-Lasionen werden jedoch trotz der vorhandenen Mechanismen

bis zur S-Phase nicht repariert, was zu einem Anhalten der Replikationsgabel

Ursache Intrinsisch Chemikalien Strahlung
Replikationsfehler, Endogen Exogen UV-Licht lonisierende
spontane (Sauerstoff- (mutagene Strahlung
Basenmodifikation radikale) Chemikalien

U R YR

A\V/A\V/A\V/A\V/A\V/4 \\L\ﬁf i\{/'\‘{\ﬂff \

g i i
DNA-Schaden Basenpaar- Modifizierung DNA-Addukte, Pyrimidindimere, || abasische Stellen,
Fehlpaarungen, || von Basen, Verknupfung Modifizierung Modifizierung
Insertionen, abasische Stellen, der Strange, von Basen von Basen,
Deletionen, Strangbriiche Strangbriuche Strangbruche
Strangbruche

Art und AusmaB irreparabel

des Schadens und/oder |
V zu umfangreich | |
Zellulare Antwort Aktivierung von E
DNA damage checkpoints !
‘ * \ i Aktivierung der
ungenaue ! Apoptose

Stress- Zellzyklus- | | DNA- _prfr_atﬂ Mutationen, '
antworten kontrolle Reparatur chromosomale | !
¥ * J Veranderungen |

Konsequenzen | Uberleben der Zelle | Absterben : maligne Zelltod

der Zelle I Trans-
. formation

Abb. 3: Zelluldare Antworten auf DNA-Schadigung

Verschiedene Typen von Schadigungen fiihren zu unterschiedlichen Arten von DNA-
Lasionen. Je nach Art und Ausmal® des DNA-Schadens wird daraufhin ein komplexes
Netz aus Kontroll- und Reparaturmechanismen aktiv. Die zellulare Antwort kann so das
Uberleben sicherstellen. Andernfalls stirbt die Zelle ab. In héheren Eukaryonten kénnen
genomische Veranderungen zur Aktivierung der Apoptose oder zu malignen
Transformationen fuhren. (modifiziert nach Shiloh, 2003)
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fuhren kann. Damit es nicht zu einem Zusammenbruch der Replikationsgabel
kommt, muss die blockierende Lasion repariert oder umgangen werden. Das
gewahrleistet der PRR (oder RAD6-Reparaturweg). Zum einen kann vorubergehend
eine so genannte Translasionspolymerase rekrutiert werden, die DNA Uber einen
Schaden hinweg polymerisieren kann. Da dieser Prozess jedoch haufig fehlerhaft
ist, wirkt er oft mutagen. Alternativ kann PRR auch einen Schaden fehlerfrei
beheben, indem die genetische Information des bereits replizierten, aber
unbeschadigten Schwesterchromatids genutzt wird (Ulrich, 2005).

Ein besonders schwerwiegender DNA-Schaden liegt bei einem DNA-
Doppelstrangbruch (DSB) vor, da in diesem Fall beide DNA-Strange betroffen sind.
Fur die Reparatur solcher Lasionen gibt es zwei Mechanismen: homologe
Rekombination und nicht-homologe Endverknupfung (Hoeijmakers, 2001; van Gent
et al., 2001; Krogh und Symington, 2004), auf die im Abschnitt 11.3 genauer
eingegangen wird.

Letztlich gibt es fur einige bestimmte Schaden an der DNA spezielle
Reparaturenzyme, deren Aktivitat keinem der oben genannten Reparaturwege
zuzuordnen ist. Dazu zahlen die O°-Methylguanin-Methyltransferase, die O°-
Methylguanin-Basen repariert, und die Photolyase, die durch UV-Licht entstandene
Pyrimidindimere revertiert.

Bevor es zu einer Reparatur kommen kann, muss in den meisten Fallen die
Lasion zunachst detektiert werden. Fur diese Detektion sowie die zellulare Antwort
auf den Schaden sind die DNA damage checkpoints verantwortlich (Melo und
Toczyski, 2002; Nyberg et al., 2002). Diese Kontrollmechanismen verzégern nicht
nur die entsprechende Zellzyklusphase und raumen der Zelle so Zeit fur die
Behebung des Schadens ein, sondern unterstitzen auch die Reparaturprozesse
und induzieren die Transkription von fur diesen Vorgang wichtigen Genen. Je nach
Organismus, DNA-Schaden und Zellzyklusphase werden verschiedene Wege der
Signaltransduktion unterschieden, die die Antwort eines checkpoints vermitteln. Alle
checkpoint-Mechanismen weisen aber ein grundlegendes Prinzip auf, das den
Ablauf bestimmt: Die DNA-Lasion fungiert als Ausgangssignal, und ein an die
entsprechende Stelle bindendes so genanntes Sensorprotein kann den Schaden
detektieren. Nach der Rekrutierung von Adaptoren leitet der Sensor das Signal an
die Adaptoren weiter. Letztere transduzieren das Signal an Effektorkinasen, die die
eigentliche checkpoint-Antwort auslosen (Melo und Toczyski, 2002; Nyberg et al.,
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2002). Zu den von Effektorkinasen phosphorylierten Effektormolekilen zahlen zum
Beispiel Reparaturproteine wie RPA oder Rad17, Histon H2A, dessen
Phosphorylierung fur die DSB-Reparatur wichtig ist, und die Cdk-aktivierende
Proteinphosphatase Cdc25, die an der Zellzyklusregulation beteiligt ist (Shiloh,
2003; van Attikum und Gasser, 2005). Insgesamt ist ein komplexes System an der
Erkennung von DNA-Schaden beteiligt, das auf unterschiedlichen Wegen der Zelle
eine Reparatur ermoglicht.

.3 Reparatur von DNA-Doppelstrangbrichen

DNA-Doppelstrangbriche bzw. gebrochene Chromosomen stellen eine ernsthafte
Bedrohung fur die Zelle dar, da bei ausbleibender oder fehlerhafter Reparatur
chromosomale Anomalien entstehen konnen, die haufig todlich fur die Zelle sind
(Haber, 2000). Fur die Reparatur eines DSB stehen der Zelle die nicht-homologe
Endverknupfung und die homologe Rekombination zur Verfigung (Hoeijmakers,
2001; van Gent et al., 2001; Krogh und Symington, 2004). Unter Rekombination
versteht man dabei den Transfer genetischen Materials zwischen DNA-Molekulen.
Homologe Rekombination (HR) bezieht sich auf Vorgange, bei denen lange DNA-
Abschnitte perfekter oder fast perfekter Homologie interagieren. Bei der nicht-
homologen Endverknupfung (NHEJ) findet Rekombination nur zwischen DNA-
Enden ohne oder mit nur geringer Homologie statt. Wahrend die in der S- und der
G2-Phase operierende HR zu einer fehlerfreien Reparatur fuhrt, ist die NHEJ, die in
der G1-Phase aktiv ist, haufig fehlerhaft. Neben endogenen und exogenen
Einflussen fuhren auch Vorgange zu einem DSB, die von der Zelle gesteuert
werden. Dazu zahlen die VDJ-Rekombination und der Isotypenwechsel bei der
Variation von Immunglobulinen in Wirbeltieren, der so genannte mating type switch

in S. cerevisiae und die Meiose (van Gent et al., 2001; West, 2003).

11.3.1 Nicht-homologe Endverknlipfung

In Saugetieren kommt der NHEJ eine grof3e Bedeutung bei der Reparatur eines
DSB zu. Die wichtigsten Komponenten dieses Reparaturweges sind die DNA-
abhangige Proteinkinase (DNA-PK), bestehend aus dem Ku-Heterodimer und der
katalytischen Untereinheit der DNA-PK, sowie der Komplex aus DNA-Ligase IV und
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XRCC4 (Krogh und Symington, 2004). Kurzlich wurde zudem ein weiterer Faktor,
XLF, mit struktureller Ahnlichkeit zu XRCC4 beschrieben (Ahnesorg et al., 2006;
Buck et al., 2006). In S. cerevisiae werden beim NHEJ zunachst die DNA-Enden
von dem Ku-Heterodimer aus Ku70 und Ku80 mit Unterstutzung des MRX-
Komplexes aus erkannt und stabilisiert. Nach der Rekrutierung des Komplexes aus
Dnl4 und Lif1 (entsprechen DNA-Ligase IV und XRCC4 in hoheren Eukaryonten)
werden die Enden anschliefend miteinander ligiert (Abb. 4) (Krogh und Symington,
2004). Die NHEJ spielt jedoch gegenuber der HR in S. cerevisiae nur eine
untergeordnete Rolle bei der Reparatur eines DSB.

Abb. 4: Doppelstrangbruchreparatur tiber nicht- -
homologe Endverkniupfung in S. cerevisiae

DSB werden durch das Heterodimer aus Ku70 und
Ku80 sowie einen Komplex aus Mre11, Rad50 und
Xrs2 stabilisiert und zusammengehalten.
Anschlielend wird der DNA-Ligase-Komplex aus
Dnl4 und Lif1 rekrutiert, um die freien DNA-Enden
wieder zu verknipfen. (modifiziert nach Krogh und
Symington, 2004)

11.3.2 Homologe Rekombination

Der Prozess der homologen Rekombination ist im Gegensatz zur NHEJ wesentlich
komplexer. Nicht nur die Anzahl der beteiligten Proteine ist gro3er, sondern auch
die der moglichen Verlaufe (Krogh und Symington, 2004). So wurden verschiedene
Modelle vorgeschlagen, um die molekularen Mechanismen der HR zu erklaren. Im
Folgenden werden vier Modelle vorgestellt, die sich am besten von den
vorliegenden genetischen Daten ableiten lassen: Doppelstrangbruch-Reparatur
(double-strand break repair, DSBR), Synthese-abhangige Stranghybridisierung
(synthesis-dependent strand annealing, SDSA), Bruch-induzierte Replikation
(break-induced replication, BIR) und Einzelstrang-Hybridisierung (single strand
annealing, SSA) (Symington, 2002; Sung, 2005).
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a) Doppelstrangbruch- b) Synthese-abhangige c) Bruch-induzierte d) single strand
Reparatur (DSBR) Stranghybridisierung (SDSA) Replikation (BIR) annealing (SSA)
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Abb. 5: Doppelstrangbruchreparatur iiber homologe Rekombination

a, Im DSBR-Modell werden DSB vom 5°-Ende resektiert, so dass Einzelstrange mit 3°-
Ende entstehen. Diese Einzelstrange werden von der Rekombinationsmaschinerie dazu
benutzt, einen homologen DNA-Abschnitt ausreichender Lange (in rot dargestellt) zu
finden. Ein so genannter D-Bogen (displacement loop) zwischen 3 -Uberhang und
homologer DNA bildet sich aus und die DNA-Synthese beginnt. Auch der andere 3’-
Uberhang wird eingebunden. Nach der DNA-Synthese und der Ligation der DNA bilden
sich Holliday-Strukturen aus. Je nach Auflésung der Holliday-Strukturen entstehen
dabei Produkte mit oder ohne crossover. b, Im SDSA-Modell werden DSB vom 5°-Ende
resektiert, so dass Einzelstrange mit 3'-Ende entstehen. Nach Findung homologer
DNA-Abschnitte und Ausbildung des D-Bogens beginnt die DNA-Synthese, die sich
weiter fortsetzt. Statt aber wie im DSBR-Modell den zweiten losen 3"-Uberhang in eine
Rekombinationsstruktur einzubinden, 16st sich der eingedrungene Strang aus dem D-
Bogen und hybridisiert mit dem anderen 3’-Uberhang. Nach weiterer DNA-Synthese
erfolgt die Ligation der DNA. ¢, Die ersten Schritte im BIR-Modell entsprechen denen
des SDSA-Modells. Allerdings setzt sich im D-Bogen die DNA-Synthese des
eingedrungenen Stranges bis zum Ende des DNA-Molekils fort. Dieser Strang dient
dann als Vorlage fir die Synthese seines Gegenstranges. d, Beim SSA-Modell wird ein
DSB zwischen zwei gleich orientierten, homologen DNA-Abschnitten (direct repeats, in
blau) nach denselben Mechanismen wie in den anderen Modellen resektiert und Iasst
Einzelstrange mit 3'-Ende entstehen. Werden bei fortgeschrittener Resektion
komplementare Bereiche von homologen Sequenzen freilegt, die urspringlich den DSB
flankierten, kdnnen die Einzelstrange miteinander hybridisieren. Die 3 -Uberhange, die
nicht hybridisieren, werden entfernt und die DNA wird ligiert. Beim SSA wird ein direct
repeat sowie die Sequenz zwischen den direct repeats deletiert. (modifiziert nach
Symington, 2002, und Sung, 2005)
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Allen Modellen ist gemein, dass sie einen DSB prozessieren, indem sie vom
DSB aus die 5 -Enden resektieren und so Einzelstrange mit 3°-Enden entstehen
(Abb. 5). Bei DSBR, SDSA und BIR muss zunachst ein Einzelstrang einen
homologen DNA-Abschnitt ausreichender Lange gefunden und einen so genannten
D-Bogen ausgebildet haben (Symington, 2002; Sung, 2005) (Abb. 5). Wenn auch
das zweite, lose DNA-Ende mit in den D-Bogen eingebunden wird, folgt der weitere
Ablauf nach dem DSBR-Modell. Die entstandenen Holliday-Strukturen konnen
entweder unter Ausbildung eines crossovers oder auch ohne crossover aufgelost
werden (Abb. 5). Beim SDSA-Modell bleibt das Einbinden des zweiten, losen DNA-
Endes aus. Stattdessen bindet der eingedrungene Strang an den anderen 3'-
Uberhang der anfanglichen Einzelstrangresektion. (Abb. 5). Auch bei BIR wird das
zweite, lose DNA-Ende nicht eingebunden. Allerdings erfolgt hier keine
Hybridisierung an den anderen 3’-Uberhang. Vielmehr setzt sich am
eingedrungenen Strang die DNA-Replikation bis zum Ende des Chromosoms fort.
Sequenzen, die anfanglich distal zum DSB lagen, gehen dabei verloren (Abb. 5).
Beim SSA werden komplementare Bereiche von homologen Sequenzen freigelegt,
die ursprunglich den DSB flankierten und sich nun aneinander lagern konnen. Dabei
ist zu beachten, dass beim SSA immer eine Deletion entsteht (Abb. 5). Fir SSA
reichen bereits homologe Sequenzen von nur 30 Basen aus, wobei das Optimum
bei 200 bis 400 Basen liegt (Sugawara et al., 2000).

Von zentraler Bedeutung fur den Prozess der homologen Rekombination
sind die Gene der RADS2-Epistasisgruppe (RAD50, RAD51, RAD52, RAD54,
RDH54, RAD55, RAD57, RAD59, MRE11 (RAD58), XRS2) (Symington, 2002). Die
meisten dieser Gene wurden auf der Suche nach Deletionen identifiziert, die zu
Sensitivitat gegenuber ionisierender Strahlung fuhren (radiation sensitive). Wahrend
Mre11, Rad50 und Xrs2 auch Funktionen bei der nicht-homologen Endverknipfung
und beim DNA damage checkpoint Ubernehmen, sind die Ubrigen Proteine nur an
der homologen Rekombination beteiligt. Dabei sind Rad51, Rad52, Rad54, Rad55
und Rad57 fur die konservative DSB-Reparatur (DSBR und SDSA) essenziell.
Rad52 und Rad59 spielen zusatzlich bei den nicht konservativen DSB-
Reparaturwegen BIR und SSA eine Rolle. Die Beteiligung von Rad52 an allen Arten
der homologen Rekombination in S. cerevisiae erklart auch, dass die Deletion von
RADS52 den starksten Phanotyp innerhalb der RAD52-Epistasisgruppe zeigt. Wie
grold die Bedeutung von Rad52 in Saugetierzellen ist, ist noch unklar. Zwar weisen
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Rad52-defiziente Zellen keine solch ausgepragten Phanotypen auf, jedoch
kompensieren vermutlich andere Faktoren diesen Defekt.

Verschiedene genetische, mikroskopische und biochemische Analysen
haben geholfen, die molekularen Ablaufe der homologen Rekombination auf
molekularer Ebene zu verstehen (Sugawara et al., 2003; Wolner et al., 2003; Krogh
und Symington, 2004; Lisby et al., 2004; Miyazaki et al., 2004). So lokalisiert der
MRX-Komplex aus Mre11, Rad50 und Xrs2 als erste Komponente der homologen
Rekombination an einen DSB (Lisby und Rothstein, 2005). Der MRX-Komplex
besteht aus der 3°-5" Exonuklease Mre11, dem coiled-coil Protein Rad50 und Xrs2
und verknupft Uber Rad50 die beiden losen DNA-Enden, um diese in unmittelbarer
Nachbarschaft beieinander zu halten (Krogh und Symington, 2004; Moreno-Herrero
et al., 2005). Auch fur die effiziente, nun folgende Einzelstrangresektion in 3’-
Richtung ist der MRX-Komplex essenziell. Hierbei wird der Exonuklease Mre11 nur
eine unterstutzende Funktion zugeschrieben, denn die eigentliche Exonuklease mit
5°-3" Aktivitat ist noch unbekannt (Abb. 6) (Krogh und Symington, 2004). Infolge der
Freilegung eines einzelstrangigen 3’ -DNA-Endes lagert sich das heterotrimere RPA,
bestehend aus Rfa1, Rfa2 und Rfa3, an die Einzelstrang-DNA an (Abb. 6) (Alani et
al., 1992; Krogh und Symington, 2004). RPA erflllt dabei zwei Funktionen: Zum
einem stabilisiert es den Einzelstrang, indem es mogliche Sekundarstrukturen
auflost, und zum anderen fungiert es auch in der checkpoint-Antwort (Lisby et al.,
2004).

Im folgenden Schritt des Rekombinationsvorgangs wird RPA durch die
Rekombinase Rad51 ausgetauscht, die homolog zum bakteriellen RecA-Protein ist
(Abb. 6). Fur diesen Vorgang sind so genannte Mediatoren verantwortlich, deren
zentrale Rolle in S. cerevisiae von Rad52 ubernommen wird (Sung, 1997b; Hays et
al., 1998; New et al., 1998; Song und Sung, 2000). Rad52 liegt als grol3es
ringformiges Homooligomer in Zellen vor, das uber eine Furche einzelstrangige
DNA binden kann (Stasiak et al., 2000; Kagawa et al., 2002; Singleton et al., 2002).
Fur die Oligomerisierung ist die N-terminale Rad52-Domane verantwortlich,
wahrend die Bindung an RPA und Rad51 uber den C-Terminus erfolgt (Jackson et
al., 2002; Kagawa et al., 2002; Krejci et al., 2002; Singleton et al., 2002). Nach der
Bildung des Rad51-Nukleoproteinfilaments dehnt sich dieses bei zunehmender
Einzelstrangresektion weiter aus, wobei das Filament von den Rad51-Homologen
Rad55 und Rad57 stabilisiert wird (Abb. 6) (Sung, 1997a).
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Einleitung I1.3 Reparatur von DNA-Doppelstrangbriichen

Abb. 6: Modell der molekularen
Ablaufe wahrend der Stranginvasion
bei der homologen Rekombination
Dargestellt ist eine Seite eines DSB. 1)
Einzelstrangige DNA mit 3'-Ende wird
mit Hilfe des MRX-Komplexes (Mre11,
Rad50, Xrs2) und einer 5°-3°
Exonuklease generiert. 2) Das
heterotrimere Protein RPA bindet an die
freien einzelstrangigen 3’-Enden und
eliminiert Sekundarstrukturen. 3) Rad52
rekrutiert Rad51 zum RPA-DNA-
Komplex und bewirkt den Austausch
von RPA zugunsten von Rad51. 4) Das
Rad51-Nukleoproteinfilament dehnt sich
weiter aus und wird von Rad55 und
Rad57 stabilisiert. 5) Das Rad51-
Nukleoproteinfilament macht eine
homologe Donorsequenz ausfindig. 6)
Rad54 interagiert mit Rad51 und sorgt
fir eine Umstrukturierung des
Chromatins, das Aufwinden der DNA
Bl und das Annealing homologer
Sequenzen zwischen Donor-DNA und
Rad51-Nukleoproteinfilament. (nach

> 3\' X Krogh und Symington, 2004)

(7
-

Pae ]
e (S

Anschliefiend sucht das Rad51-Nukleoproteinfilament nach einer homologen
Sequenz im unbeschadigten Schwesterchromatid oder Schwesterchromosom. Bei
einer erfolgreichen Suche dringt das Filament in die DNA unter Ausbildung eines D-
Bogens ein, worauf mit der Hilfe von Rad54, das zur Familie der Snf2/Swi2 DNA-
ATPasen gehort und fur Umstrukturierung des Chromatins notwendig ist, die DNA-
Synthese einsetzt (Abb. 6) (Alexeev et al., 2003; Krogh und Symington, 2004). Je
nach Ablauf des Rekombinationsvorgangs werden nach Abschluss der DNA-
Synthese die DNA-Enden miteinander ligiert und eventuelle Holliday-Strukturen
aufgeldst (Abb. 5). Dieser komplexe Mechanismus gewahrleistet die fehlerfreie
Reparatur eines DSB.

Die Reparatur eines meiotischen DSB folgt denselben Prinzipien wie in
mitotischen Zellen. Es werden jedoch zahlreiche zusatzliche Proteine mit in den
Prozess einbezogen, die nur in der Meiose eine Funktion erfullen. Zu diesen
Proteinen gehdren die Endonuklease Spo11, die an bis zu 200 Stellen innerhalb

des Genoms einen DSB verursacht, das zu RecA homologe Protein Dmc1, das
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Einleitung I1.4 Zielsetzung

Dimer Mnd1-Hop2, das fur eine akkurate Chromosomenpaarung notwendig ist,
sowie die Proteine Red1 und Hop1, die daflur sorgen, dass die Rekombination Uber
einen Dmc1-abhangigen Rekombinationsweg zwischen homologen Chromosomen
erfolgt (Keeney, 2001; Krogh und Symington, 2004; Gerton und Hawley, 2005).
Rekombination in der Meiose wird durch einen DSB im Leptotan der ersten
meiotischen Teilung initiiert. Die eigentlichen Rekombinationsvorgange erfolgen
jedoch erst im Pachytan, dem dritten Abschnitt der Prophase. In der zweiten
meiotischen Teilung findet keine Rekombination statt.

Auch bei der homologen Rekombination scheint die Modifikation mit SUMO
eine Rolle zu spielen. So wird in Schizosaccharomyces pombe der
Rekombinationsfaktor Rad22, der homolog zu Rad52 ist, mit SUMO modifiziert (Ho
et al., 2001), und auch in Saugetierzellen kdnnte Rad52 mit SUMO modifiziert
werden, da humanes Rad52 sowohl mit SUMO als auch mit Ubc9 interagiert (Shen
et al.,, 1996a; Shen et al., 1996b). AuRerdem scheint SUMO in humanen Zellen die
homologe Rekombination auf noch unbekannte Weise zu regulieren, wie
Uberexpressionsstudien gezeigt haben (Li et al., 2000). Dariiber hinaus wird in S.
cerevisiae das SUMO-konjugierende Enzym Ubc9 fur eine effiziente Rekombination
zwischen Chromosomen nach DNA-Schadigung in diploiden Zellen bendtigt (Maeda
et al., 2004).

.4 Zielsetzung

Nach der Entdeckung der Ubiquitin- und SUMO-Modifikation von PCNA im
Zusammenhang mit der DNA-Reparatur (Hoege et al.,, 2002) war es Ziel dieser
Arbeit, weitere SUMO-Substrate zu identifizieren, die bei der DNA-Reparatur eine
Rolle spielen. Nachdem zu Beginn dieser Arbeit mit Rad52 ein zentraler Faktor fur
die Reparatur von DNA-Doppelstrangbrichen gefunden worden war, sollte
anschlielBend untersucht werden, wie die SUMOylierung von Rad52 reguliert wird
und von welchen Faktoren die Modifikation abhangt. Zudem sollte eine
SUMOylierungsdefiziente Rad52-Mutante hergestellt werden. Mit Hilfe dieser
Mutante sollte ferner Uberpruft werden, ob und inwieweit die Modifikation von Rad52
mit SUMO fur die DNA-Reparatur und fur den Vorgang der homologen
Rekombination von Bedeutung ist.
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Ergebnisse 1.1 Rad52 als SUMO-Substrat

I ERGEBNISSE
1.1 Rad52 als SUMO-Substrat

I11.1.1  Aufreinigung von SUMO-Substraten aus S. cerevisiae

Auf der Suche nach SUMO-Substraten wurde in Zusammenarbeit mit Carsten
Hoege versucht, SUMO-Konjugate aus spezifischen Zellzyklusphasen
aufzureinigen. Dazu wurde der Hefestamm SK1 benutzt, bei dem sich der
Sporulationsvorgang, der mit den meiotischen Teilungen einhergeht, sehr effizient
und synchron induzieren lasst. Fur die Aufreinigungsexperimente war der SK1
Stamm in diesem Fall aber homozygot fur das zu RecA homologe Protein Dmc1
deletiert, so dass der Sporulationsvorgang wahrend des Pachytans der meiotischen
Prophase | abbricht (Bishop et al., 1992). Zudem war in das Genom dieses
Stammes ein mit sieben Histidinen markiertes SUMO-Konstrukt (*SUMO) integriert
worden, das unter der Kontrolle des konstitutiven, starken Promotors des ADH17-
Gens stand. Die Hefezellen wurden in eine synchrone Sporulation gefuhrt und nach
sieben Stunden geerntet. AnschlieRend erfolgte eine Aufreinigung von SUMO-
Substraten des Pachytans in zwei Schritten. Zunachst wurden die Zellen
aufgeschlossen und die "®*SUMO-Substrate iiber NiNTA-Agarose angereichert. In
einem zweiten Schritt wurden die eluierten Proteine in einer anti-SUMO-
Immunprazipitation weiter aufgereinigt. Nach Elution und elektrophoretischer

Auftrennung der aufgereinigten Proteine war in der Coomassie-Farbung neben

Ni- 1gG Anti-
NTA Kontr. SUMO
kDa
220
120 ' Abb. 7: Aufreinigung von Rad52 als SUMO-Substrat

100 — Durch denaturierende NiNTA-Chromatographie wurden

80 et | — £ 4o HSSUMO-Substrate aus sporulierenden Zellen von S.
gg — cerevisiae angereichert, die aufgrund ihrer dmc1/dmc1
50 - Mutation im Pachytan-Stadium der ersten meiotischen

Teilung arretierten. Die angereicherten Proteine wurden
anschlieRend uber eine anti-SUMO-Immunprazipitation
aufgereinigt. Als Kontrolle fungierten in einer Kontroll-
Immunprazipitation unspezifische Immunglobuline G
20 (IlgG). Nach Coomassie-Farbung wurden Proteine uber
~  — e —SUMO \assenspektroskopie identifiziert, darunter der
Rekombinationsfaktor Rad52 bei 60, 70, 85 und 105 kDa.

Coomassie
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Ergebnisse 1.1 Rad52 als SUMO-Substrat

nicht-konjugiertem "*SUMO eine Reihe spezifischer SUMO-Substrate nachweisbar,
die nicht in der Kontroll-immunprazipitation auszumachen waren. Uber
Massenspektroskopie konnten folgende Proteine identifiziert werden: Rad52, Nog2,
Ccp1, Ecm11 und Inh1, wobei Rad52 in insgesamt vier Banden nachgewiesen
wurde (bei 60, 70, 85 und 105 kDa) (Abb. 7). Da fur Rad52 ein Laufverhalten bei
circa 62 kDa publiziert ist (Sung, 1997b), handelte es sich bei den Banden bei 85
und 105 kDa vermutlich um einfach bzw. zweifach SUMOyliertes Rad52, wahrend

die beiden anderen Banden wahrscheinlich Degradationsfragmente darstellten.

111.1.2 Das SUMO-Substrat Rad52 in S. cerevisiae

Um zu bestatigen, dass es sich bei Rad52 tatsachlich um ein SUMO-Substrat
handelt, das auch in sich teilenden mitotischen Zellen modifiziert wird, wurde in
einem haploiden WT (Wildtyp) Stamm "*SUMO exprimiert. Nach Anreicherung der
SUMO-Substrate aus logarithmischen Zellen wiesen zwei Banden in einem anti-
Rad52 Westernblot Immunreaktivitat auf, und zwar auf der Hohe von einfach bzw.
zweifach SUMOyliertem Rad52 (Abb. 8a). Des Weiteren zeigte sich bei
Zellextrakten in einem anti-Rad52 Westernblot eine Antikorper-spezifische Bande
mit einem groReren Molekulargewicht als Rad52. Wenn ein mit Histidinen oder mit
dem myc-Epitop markiertes SUMO Uberexprimiert wurde, verzdgerte sich die
Laufgeschwindigkeit dieser Bande entsprechend der Grof3e des fusionierten
Epitops (Abb. 8b). Folglich wurde ein Teil der Rad52-Molekile mit SUMO

HisSUMO b Uberexpression
rad5N? RADﬁ? von SUMO-Fusionen
i- i- “6His 3mve
Input NTA Input NTA - 6His 3myc
|1(gg —Rad52-m"Y°SUMO
_iHi — Rad52-HisSUMO
100 #» Rad52 dll SSUMO —Rad52-SUMO
" Rad52-HisSUMO
70 . Rads2 —Rad52
60

Anti-Rad52 Anti-Rad52

Abb. 8: Verifizierung von Rad52 als SUMO-Substrat

a, Anreicherung von "*SUMO-Substraten uber denaturierende NiNTA-Chromatographie
aus sich teilenden mitotischen Zellen, die "*SUMO (berexprimierten und die entweder
WT waren oder in denen RAD52 deletiert war. b, Uberexpression von SUMO-Fusionen
verzogerte das Laufverhalten der Rad52-Konjugate im Vergleich zu Rad52, das mit
endogenem SUMO modifiziert war. a-b, Rad52 und modifiziertes Rad52 wurden in
einem anti-Rad52 Westernblot detektiert.
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Ergebnisse 1.1 Rad52 als SUMO-Substrat

modifiziert, und demzufolge handelte es sich bei Rad52 sowohl in meiotischen als
auch in mitotischen Zellen um ein SUMO-Substrat.

Zudem zeigte Rad52 im two hybrid assay eine Interaktion mit Komponenten
der SUMO-Konjugationsmaschinerie. So interagierte Rad52 nicht nur mit dem
SUMO-konjugierenden Enzym Ubc9, sondern auch mit Fragmenten der SUMO-
Ligase Siz2 (Abb. 9a). Zugleich war in Zellextrakten von siz2 bzw. ubc9-ts die durch
Zugabe von Methyl-Methansulfonat (MMS) induzierte SUMOylierung von Rad52
stark reduziert, wahrend dagegen Mutationen in S/Z1 oder MMS21 keinen Einfluss
auf die Modifizierung von Rad52 mit SUMO zeigten (Abb. 9b,c). Auch ohne MMS-
Behandlung, dafur nach Anreicherung von SUMO-Substraten aus Stammen, die
HSSUMO exprimierten, war in siz2 Zellen gegeniiber WT Zellen eine Reduktion der

© ©
a 35 b c
ag
AD @ - & wT s21
a N NN D & mm.
BD\ S & oo & S 9\1' E 0,3% MMS o e 0,3% MMS
Rad52(+33) Kontrolle ':';Z Rad52-diSUMO
leer 100 Rad52-diSUMO Rad52-SUMO
Rad52(+33) . gg Rad52-SUMO Rad52
o -His o Rad52 Anti-Rad52
Anti-Rad52
d Input  Ni-NTA e
TSN . aw
_ 8 | Rad52(+33)-diSUMO
w | Rads2-ditsSUMO
w ¥ |, Rad52-"*SUMO Rad52(+33)-SUMO
*Rad52
Anti-Rad52 Rad52(+33)
Anti-Rad52

Abb. 9: Die an der SUMOylierung von Rad52 beteiligten Enzyme

a, Spezifische Interaktion von Rad52(+33), das fur die 33 Aminosauren vor dem
eigentlichen Start-Codon sowie den Leserahmen von Rad52 kodierte, mit Ubc9 und
Siz2, nachgewiesen durch einen two hybrid assay. b-c, WT und die Hefemutanten
ubc9-ts, siz1, siz2 und mms21 wurden mit 0,3% MMS behandelt, um die Rad52-
SUMOylierung zu induzieren. Rad52 und modifiziertes Rad52 wurden in einem anti-
Rad52 Westernblot visualisiert. In ubc9-ts zeigte sich keine, in siz2 eine verringerte
Modifikation von Rad52 mit SUMO. d, Durch denaturierende NiNTA-Chromatographie
wurden aus WT Zellen oder aus der siz2 Hefemutante, die "*SUMO Uberexprimierten,
HSSUMO-Substrate angereichert. Rad52 und modifiziertes Rad52 wurden in einem anti-
Rad52 Westernblot nachgewiesen. Die Sterne kennzeichnen kreuzreaktive Proteine. e,
In vitro SUMOylierung von Rad52(+33), das fir die 33 Aminosauren vor dem
eigentlichen Start-Codon sowie den Leserahmen von Rad52 kodierte, mit
rekombinanten, aufgereinigten Proteinen. Dazu reichten neben Rad52(+33) und SUMO
bereits das SUMO-aktivierende Heterodimer Aos1/Uba2 sowie das SUMO-
konjugierende Enzym Ubc9 in Abhangigkeit von ATP aus.
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Ergebnisse 1.1 Rad52 als SUMO-Substrat

Modifikation mit SUMO zu beobachten (Abb. 9d). Folglich ist Ubc9 absolut
notwendig fur die SUMOylierung, wahrend Siz2 die Modifikation nur zu stimulieren
scheint. Auch in vitro reichte fur die SUMOylierung von Rad52 bereits Ubc9 in
Abhangigkeit von ATP aus (Abb. 9e).

111.1.3  Die Akzeptorlysine in S. cerevisiae

Die Modifizierung von Rad52 wurde zu Beginn dieser Arbeit in Zellen des
Pachytans gefunden (Abb. 7). Da wahrend des Pachytans Rekombinations-
vorgange stattfinden, stellte sich die Frage, ob die SUMOylierung von Rad52
moglicherweise den Prozess der homologen Rekombination beeinflusst. Um einen
naheren Einblick in diese mogliche Funktion zu gewinnen, sollte zunachst ein
Rad52-Protein generiert werden, das nicht mehr mit SUMO modifizierbar war. Eine
Sequenzanalyse von Rad52 ergab, dass das Rad52-Molekul insgesamt 40 Lysine
aufweist, die als potenzielle Akzeptorstelle fur eine SUMOylierung fungieren
konnen, darunter das Lysin K220, das in einem Konsensusmotiv fur eine
SUMOylierung liegt. K220 ist allerdings im Gegensatz zu einigen Lysinen der hoch
konservierten Rad52-Domane in anderen Spezies nicht konserviert.

Zunachst wurde K220 neben Lysinen der Rad52-Domane individuell durch
Arginin ersetzt, und die SUMOylierung von Rad52 durch Zugabe von 0,3% MMS
induziert. In einem anti-Rad52 Westernblot zeigten die Mutantenproteine jedoch
gegenuber WT Rad52 zunachst keine offensichtlichen Abweichungen in der
Mobilitat der Rad52-Banden. Daher wurden verschiedene Gelsysteme getestet, um
die Einzelbande der Mono-SUMOylierung als Doppelbande (modgliche Mono-
SUMOylierung an zwei verschiedenen Lysinen) detektieren zu konnen. In der Tat
stellte sich die Bande der Mono-SUMOylierung in einem 8-12%igen Tris-Acetat-Gel
(Gel gepuffert mit Tris und Essigsaure, Tricin-Puffer als Laufpuffer) als Doppelbande
dar (Abb. 10a). Dieses Tris-Acetat-System wurde bei der weiteren Suche nach den
Akzeptorlysinen der Rad52-SUMOylierung verwendet (siehe Mutationsstrategie in
V.2.2).

Die Analyse potenzieller Akzeptorlysine ergab, dass Rad52 an den Lysinen
K10, K11 und K220 mit SUMO modifiziert werden kann (Abb. 10a). Im Vergleich
der K10, K11 und K220 Einzel-, Doppel- und Dreifachmutanten zeigte sich, dass
K11 und K220 als Haupt-SUMOylierungsstellen fungieren. K10 spielte nur dann
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Ergebnisse 1.1 Rad52 als SUMO-Substrat

eine Rolle, wenn K11 als Akzeptor ausfiel (Abb. 10a). AuRerdem waren die SUMO-
Modifikationen an K10/11 und K220 voneinander unabhangig. Diese Ergebnisse
wurden durch die Anreicherung von SUMO-Substraten aus Zellen bestatigt, die
nicht mit MMS behandelt worden waren, sondern "*SUMO (iberexprimierten und
deren Rad52-Deletion mit WT Rad52 bzw. Lysinmutanten komplementiert war
(Abb. 10b). Die Akzeptorlysine liegen um die konservierte, fur die Homo-
Oligomerisierung wichtige Rad52-Domane (lyer et al., 2002; Kagawa et al., 2002;
Singleton et al., 2002) herum (Abb. 10c). Deshalb war davon auszugehen, dass die
SUMO-Modifikation von Rad52 die Oligomerisierung nicht beeinflusst.

o
S
rad52 % g S
% o N N a)
e N «c S N N -
x Sss N = 8 s = =
- NN~
5 STSSsSr-s 8 & & §& g 9
]
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slagdgggds
I TTT T TT TS In- Ni- In- Ni- In- Ni- In- Ni- In- Ni- In- Ni-
Jac 888 8 88 83 03%MMS put NTA put NTA put NTA put NTA put NTA put NTA
"o Rad52-diSUMO Rad52-di"*SUMO

— e ey beld
70 p——— T L Rad52-SUMO — v - Rad52-HisSUMO

50 | == e e S D S5 S e - *
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Abb. 10: Die Akzeptorlysine der Rad52-SUMOylierung

a, ldentifizierung der Akzeptorlysine. Zellen, in denen RAD52 deletiert war, exprimierten
von Plasmiden entweder WT Rad52 oder die angezeigten Lysinmutanten. Um die
Rad52-SUMOylierung zu induzieren, waren die Zellen mit 0,3% MMS behandelt
worden. Die Proteine wurden entweder auf einem 4-12% Bis-Tris-Gel (oben) oder auf
einem 8-12% Tris-Acetat-Gel (unten) elektrophoretisch aufgetrennt. Rad52 und
modifiziertes Rad52 wurden in einem anti-Rad52 Westernblot detektiert. Der Stern
kennzeichnet ein kreuzreaktives Protein. b, Bestatigung der Akzeptorlysine. Zellen, in
denen RADS2 deletiert war, exprimierten von Plasmiden entweder WT Rad52 oder die
angezeigten Lysinmutanten, zugleich Uberexprimierten sie HSSUMO. Nach
Anreicherung der "SUMO-Substrate durch denaturierende NiNTA-Chromatographie
wurden Rad52 und modifiziertes Rad52 in einem anti-Rad52 Westernblot visualisiert. c,
Schema von Rad52, das die konservierte Rad52-Domane, den Abschnitt zur Bindung
von Rad51 und die Position der Akzeptorlysine anzeigt. Die unterstrichene Sequenz bei
K220 stellt die yKxD/E Konsensussequenz der SUMOylierung dar. a-c, Die Nummern
der Aminosauren (aa) beziehen sich auf die Zuordnung der SGD-Datenbank
(http://www.yeastgenome.org).
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Ergebnisse [11.1 Rad52 als SUMO-Substrat

Da in Extrakten aus Zellen, die nur das SUMOylierungsdefiziente Protein
rad52-K10,11,220R exprimierten, immer noch eine schwache SUMOylierung zu
erkennen war (Abb. 10a,b), scheint die verbleibende SUMOylierung an einem
alternierenden Lysin zu erfolgen (siehe Mutationsstrategie in V.2.2). Alternativ
konnte die verbleibende Akzeptorstelle ein Lysin sein, das eine Strukturveranderung
nach sich zieht, wenn es durch ein Arginin ersetzt wird. So wurden bei der
systematischen Analyse drei Lysine gefunden, die unabhangig von weiteren
Mutationen Uberhaupt keine SUMOylierung mehr zeigten (Abb. 11a). Da jedoch
rad52-K126R, rad52-K134R und radb2-K200R im Gegensatz zu den
SUMOylierungsdefizienten Proteinen bei der Komplementation von rad52 Zellen in
Gegenwart von MMS einen Nullphanotyp aufwiesen (Abb. 11b, 19), handelt es sich
bei ihnen vermutlich um Mutanten, die zu einer Fehlfaltung des Proteins fuhren, und

nicht um Mutanten, die spezifisch der SUMOylierung entgehen.

a rad52 b
r T«
5 8 8 8
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Abb. 11: Lysinmutanten von Rad52, die vermutlich zu einer Fehlfaltung fiihren

a, Lysinmutanten, die nicht mehr mit SUMO modifiziert werden. Zellen, in denen RAD52
deletiert war, exprimierten von Plasmiden entweder WT Rad52 oder die angezeigten
Mutanten. Um die Rad52-SUMOylierung zu induzieren, waren die Zellen mit 0,3% MMS
behandelt worden. Rad52 und modifiziertes Rad52 wurden in einem anti-Rad52
Westernblot visualisiert. Der Stern kennzeichnet ein kreuzreaktives Protein. b, Zellen
mit einer RAD52 Deletion trugen entweder einen Leervektor oder die angegebenen
Allele von RAD52. Serielle Verdinnungen dieser Stamme wurden auf Platten mit
unterschiedlichen Konzentrationen von MMS getipfelt und zwei Tage bei 30°C
inkubiert. Mutationen der Lysinreste 126, 134 oder 200 zu einem Argininrest fuhrten zu
einer erhdhten Sensitivitdt gegenuber MMS.
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.1.4  Das SUMO-Substrat Rad52 in Homo sapiens

Ho et al. hatten bereits 2001 berichtet, dass auch in Schizosaccharomyces pombe
Rad52 (Rad22 genannt) mit SUMO modifiziert wird. Da es sich bei Rad52 um ein in
Eukaryonten konserviertes Protein handelt, stellte sich die Frage, ob auch Rad52 in
anderen Eukaryonten mit SUMO modifiziert wird. Daher wurden menschliche
Nierenzellen (HEK293T-Zellen) mit humanem Rad52 (hRad52), an das N-terminal
ein myc-Epitop fusioniert war, sowie mit SUMO1 bzw. mit einem mit sechs
Histidinen markierten SUMO-1-Konstrukt ("*SUMO-1) transfiziert. Nach
Anreicherung der humanen SUMO-Substrate Uber NiNTA-Agarose zeigten sich
zwei Banden unterschiedlicher Mobilitat in einem anti-myc Westernblot, die hdhere
Molekulargewichte aufwiesen als unmodifiziertes hRad52 (Abb. 12). Da hRad52
eine Molare Masse von 55 kDa besitzt, handelte es sich bei den Banden bei 75 und
95 kDa vermutlich um einfach bzw. zweifach SUMOyliertes hRad52. Demzufolge
wird auch in menschlichen Zellen Rad52 mit SUMO modifiziert.
Abb. 12: SUMOylierung von

Input Ni-NTA humanem Rad52
° ® SUMO-1 Humane HEK293T Zellen wurden

His

KDa ® ® SUMO-1 mit humanem Rad52 (hRad52),
100 . das mit einem myc-Epitop markiert
% ™°hRad52-di"*SUMO-1  war (™°hRad52), sowie mit SUMO-
_ 1 oder "*SUMO-1 transfiziert. Nach

70 & | "°hRad52-"*SUMO-1 Anreicherung der "SUMO-1-
60 Substrate durch denaturierende
.. ~ ¥ | "°hRad52 NiNTA-Chromatographie wurden

50 hRad52 und modifiziertes hRad52

Anti in einem anti-myc Westernblot
nii-mye detektiert.

lll.2 Regulation der Rad52-SUMOylierung

11.2.1  Regulation der Rad52-SUMOylierung in meiotischen Zellen

Aufgrund der Identifizierung von Rad52 als meiotisches SUMO-Substrat stellte sich
die Frage, ob die Modifikation mit SUMO in der Meiose einer bestimmten Regulation
unterliegt. Die meiotischen Teilungen sind in S. cerevisiae sehr gut charakterisiert,
so dass sich viele Prozesse unter Zuhilfenahme bekannter Mutanten genau
beschreiben lassen. Fur die Analyse der meiotischen Prozesse wurde der
Hefestamm SK1 verwendet, da dieser sehr effizient sporuliert.
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Zunachst wurde der WT Stamm mittels synchroner Sporulation untersucht.
Dabei war im anti-Rad52 Westernblot zu beobachten, dass die SUMOylierung in
der Meiose induziert wird und nach circa funf bis sechs Stunden ein Maximum
erreicht (Abb. 13). Daher wurden im Folgenden Hefemutanten analysiert, die zu
verschiedenen Zeitpunkten wahrend der meiotischen Teilungen arretieren, um so
die Ereignisse zu identifizieren, die fur die Rad52-SUMOylierung wichtig sind. In
einem Stamm, in dem SPO11 deletiert war, blieb die Induktion der SUMOylierung
vollkommen aus (Abb. 13). Da SPO171 fur die Nuklease kodiert, die die Meiose-
spezifischen Doppelstrangbriche (DSB) setzt, ist die Rad52-SUMOylierung
offensichtlich mit der Entstehung eines DSB verknupft oder an spatere DNA-
Transaktionen wie die Einzelstrangresektion gekoppelt. Bestatigt wurde diese
Annahme durch die Untersuchung der rad50 Mutante, in der durch die Deletion von
RADS50 die Funktionen des MRX-Komplexes deaktiviert waren und keine
Einzelstrangresektion oder DSB-Stabilisierung mehr erfolgen konnte. Auch im rad50
Stamm erfolgte keine Induktion der SUMOylierung. Vielmehr war nur eine basale,
gleich bleibende SUMOylierung zu beobachten (Abb. 13).

Als nachstes wurden dmc1 und rad51 Hefemutanten untersucht, die im
Pachytan der meiotischen Prophase | arretieren und ubermalig resektierte DNA-
Einzelstrange akkumulieren (Bishop et al., 1992). (Die Proteine Dmc1 und Rad51
erfullen ihre Funktion nach der des MRX-Komplexes (Krogh und Symington, 2004)).
In beiden Stammen war bereits nach vier Stunden synchroner Sporulation eine
Induktion der Rad52-SUMOylierung in einem anti-Rad52 Westernblot erkennbar,
die bis zum Ende des Beobachtungszeitraumes (24 Stunden nach Beginn der
Sporulation) weiter zunahm (Abb. 13 bzw. Daten nicht gezeigt). Bei der
SUMOylierung von Rad52 in dmc1 Mutanten spielte jedoch der 9-1-1 Komplex (aus
Rad17, Ddc1, Mec3), der den Pachytan-checkpoint reguliert (Roeder und Bailis
2000), keine Rolle, da die SUMOylierung in dmc1 rad17 Doppelmutanten ebenso
stark induziert war wie in dmc1 alleine (Abb. 13). Das heil’t, dass die Rad52-
SUMOylierung nicht durch einen checkpoint induziert war. Dass in der Meiose
dieselben Lysine SUMOyliert werden wie in mitotischen Zellen, konnte durch das
Einbringen der SUMOylierungsdefizienten Rad52-Mutante in einen dmc71 Stamm
bestatigt werden, da in diesem Fall die SUMOylierung deutlich abgeschwacht war
(Daten nicht gezeigt).
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Um die Regulation der SUMOylierung wahrend des Pachytans genauer zu
verstehen, wurden Mutanten untersucht, die auch im Pachytan oder am Ubergang
von der ersten zur zweiten meiotischen Teilung arretieren. Deletionen in PCH2,
RED1, ZIP1, RAD17, SGS1, NDT80 und SPO13 flhrten nicht zu einer Induktion der
Rad52-SUMOylierung. (Die leichte Induktion zu frihen Zeitpunkten in rad17 Zellen
ist wahrscheinlich auf checkpoint-Defekte zurlckzufuhren, zumal zu spaten
Zeitpunkten keine Akkumulation der SUMOylierung vorlag.) Dagegen war in Zellen,
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Abb. 13: Regulation der SUMOylierung von Rad52 in der Meiose

wT ) hop2 Rad52-diSUMO
23322 sumo Rad52-SUMO

m a Rad52

P - - *

T Rad52-diSUMO
Rad52-SUMO

m Rad52 Rad52

Seoeoeee- *
Rad52-diSUMO

d2

1 Rad52-SUMO i Rad52-SUMO

m Rad52 Rad52

PR W - - - - *

dmc1 Rad52-diSUMO

Rad52

dmc1radiZ oy g  (Rad52-diSUMO rad17
- w»» |Rad52-SUMO Rad52-SUMO
.-..“. Rads2 WSS Rads2
- * — } & *
dmc1 red1 pch2

Rad52

Synchrone Sporulation von homozygoten, diploiden SK1-Stdmmen von S. cerevisiae, in
denen die angegebenen Gene deletiert waren. Zellextrakte von verschiedenen
Zeitpunkten wurden in anti-Rad52 Westernblots analysiert. Der Stern kennzeichnet ein
kreuzreaktives Protein. Effiziente Sporulation von WT Zellen wurde mikroskopisch
verifiziert.

-28 -



Ergebnisse [11.2 Regulation der Rad52-SUMOylierung

in denen MND1, MND2 oder HOPZ2 deletiert war, die Rad52-SUMOylierung
induziert (Abb. 13 bzw. Daten nicht gezeigt). Interessanterweise weisen auch
mnd1, mnd2 und hop2 Zellen Ubermalig resektierte DNA-Einzelstrange auf (Leu et
al., 1998; Gerton und DeRisi, 2002; Penkner et al., 2005), im Gegensatz zu
Deletionsmutanten von PCH2, RED1, ZIP1, RAD17, SGS1, NDT80 und SPO13
(Schwacha und Kleckner, 1997; San-Segundo und Roeder, 1999; Roeder und
Bailis, 2000; Allers und Lichten, 2001; Rockmill et al., 2003). Zudem bilden Mnd1
und Hop2 ein Heterodimer, das Dmc1 in dessen rekombinatorischer Funktion
unterstutzt (Chen et al., 2004).

Diese Daten lassen vermuten, dass durch den MRX-Komplex prozessierte
DSB Ausloser fur die SUMOylierung waren. Zudem schien die SUMOylierung durch
ubermalig resektierte DNA induziert zu werden. Hierflr sprach auch, dass in einer
dmc1 red1 Doppelmutante keine Induktion der SUMOylierung mehr zu sehen war
(Abb. 13). Im Gegensatz zu dmc1 Zellen ist in der dmc1 red1 Doppelmutante
namlich Rekombination moglich (und somit akkumuliert keine einzelstrangige DNA),
da aufgrund der RED1 Deletion wahrend der ersten meiotischen Teilung eine
Dmc1-unabhangige Rekombination zwischen Schwesterchromatiden erfolgen kann
(Schwacha und Kleckner, 1997).

11.2.2  Regulation der Rad52-SUMOylierung in mitotischen Zellen

Da offenbar in meiotischen Zellen prozessierte DSB der Ausldser fur die
SUMOylierung von Rad52 sind, wurde anschlieend untersucht, ob auch in
mitotischen Zellen eine ahnliche Regulation stattfindet. Zunachst wurde die Rad52-
SUMOylierung nach DNA-Schadigung getestet. Logarithmisch wachsende Zellen
wurden mit der alkylierenden Substanz MMS inkubiert und die SUMOylierung im
anti-Rad52 Westernblot untersucht. Dabei war eine Dosis-abhangige SUMOylierung
von Rad52 zu beobachten, die besonders bei todlichen MMS-Konzentrationen
(=0,15% MMS) sehr stark induziert war (Abb. 14a). Zudem erfolgte die Induktion
sehr rasch, da in Gegenwart von 0,3% MMS bereits nach 60 Minuten eine nahezu
maximale Induktion auszumachen war (Abb. 14a). Ebenso zog die Behandlung
logarithmisch wachsender Zellen mit dem UV-Mimetikum 4-Nitroquinolin-1-oxid (4-
NQO) eine Dosis-abhangige SUMOylierung von Rad52 nach sich (Abb. 14a). Da
vor allem MMS ein breites Spektrum an DNA-Schadigungen verursacht, wurde im
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Folgenden der Einfluss von Réntgenstrahlung und von Zeocin untersucht, denn
diese Behandlungen verursachen fast ausschlieRlich DSB. Bei der Behandlung von
logarithmisch wachsenden Zellen mit Rontgenstrahlung war eine Dosis-abhangige
SUMOylierung von Rad52 zu beobachten (Abb. 14b). Gleiches galt fur Zeocin, und
auch hier zeigte sich bereits nach 60 Minuten eine nahezu maximale Induktion der
Rad52-SUMOylierung (Abb. 14b). Folglich besteht eine Korrelation zwischen der
Anzahl (und Reparatur) von DSB und dem Ausmal der Modifikation von Rad52 mit
SUMO.

a
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Abb. 14: Induktion der SUMOylierung von Rad52 durch genotoxische Agenzien

a, Modifikation von Rad52 mit SUMO nach Behandlung mit MMS oder 4-NQO
veranderte sich in Abhangigkeit von der Konzentration (MMS, 4-NQO; Inkubation fir 2
h) oder in Abhangigkeit von der Inkubationszeit (0,3% MMS). b, Rad52-SUMOylierung
nach Behandlung mit Rontgenstrahlen (links) sowie mit Zeocin (Mitte und rechts). a-b,
Rad52 und modifiziertes Rad52 wurden in anti-Rad52 Westernblots nachgewiesen. Der
Stern kennzeichnet ein kreuzreaktives Protein.

Um diese Korrelation zu bestatigen, wurden anschliefend Mutanten
untersucht, die per se eine erhohte Rekombinationsrate aufweisen. Dazu wurde
eine Mutante des RAD6-DNA-Reparaturweges naher betrachtet (Deletion von

-30 -



Ergebnisse [11.2 Regulation der Rad52-SUMOylierung

RADG6), in der der RAD52-DNA-Reparaturweg hoch reguliert ist (Schiestl et al.,
1990). Radb6 ist ein Ubiquitin-konjugierendes Enzym und mafgeblich an allen
Funktionen des RADG6-DNA-Reparaturweges beteiligt (Ulrich, 2005). Fur den
experimentellen Ansatz wurden logarithmisch wachsende Zellen mit MMS inkubiert
und die SUMOylierung im anti-Rad52 Westernblot untersucht. Sowohl die basale
SUMOylierung (ohne Zugabe von MMS) als auch die durch MMS induzierte
SUMOylierung von Rad52 war in rad6 Hefemutanten gegenuber WT Zellen erhoht
(Abb. 15). Demzufolge ergibt sich auch hier eine Korrelation von einer hoch
regulierten Rekombinationsaktivitat und der SUMOylierung von Rad52.

Abb. 15: SUMOylierung von Rad52 in

WT radé rad6 Hefemutanten
- - MMS WT Zellen im Vergleich zu rad6
et s [Rad52-diSUMO Hefemutanten bei der Induktion der
- » »= 8 Rad52-SUMO Rad52 SUMOylierung infolge einer

Rad52 Behandlung mit MMS (0%, 0,02%, 0,08%,

0,3% MMS). Rad52 und modifiziertes
Anti-Rad52 Rad52 wurden in einem anti-Rad52
Westernblot detektiert.

Wie in meiotischen Zellen so spielte auch in mitotischen Zellen der MRX-
Komplex eine wichtige Rolle fur die SUMOylierung von Rad52. Bei der Analyse der
SUMOylierung in logarithmisch wachsenden Zellen der Hefemutanten rad50, xrs2
oder mre11 mit Hilfe eines anti-Rad52 Westernblots war in allen drei Mutanten des
MRX-Komplexes in Gegenwart von MMS die Induktion der SUMOylierung stark
eingeschrankt bzw. blieb komplett aus (Abb. 16). Dies bestatigte die Vermutung,
dass durch den MRX-Komplex prozessierte DSB der Ausloser fur die
SUMOylierung von Rad52 waren bzw. dass die Prasenz eines intakten MRX-
Komplexes fur eine effiziente Modifikation wichtig war.

Dass auch ohne MMS-Zugabe in den Extrakten aus den Mutanten rad50,
xrs2 bzw. mre11 eine leichte SUMOylierung von Rad52 zu beobachten war (wie
auch in den meiotischen rad50 Zellen) (Abb. 13, 16), lasst sich mit der
Akkumulation von DNA-Schaden in diesen Zellen erklaren. Denn wenn der MRX-
Komplex als Sensor von DNA-Schadigungen ausfallt, haufen sich unreparierte
DNA-Schaden an, die teilweise Rad52-abhangig repariert werden (Grenon et al.,
2001; D'Amours und Jackson, 2002; Lee et al., 2003; Lisby et al., 2004).
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Abb. 16: Notwendigkeit des MRX-Komplexes fiir eine effiziente SUMOylierung von
Rad52 nach DNA-Schadigung

SUMOylierung von Rad52 nach Inkubation mit MMS. Proteine aus WT Zellen sowie aus
den Hefemutanten rad50, mre11 und xrs2 wurden in anti-Rad52 Westernblots
analysiert. Die verwendeten MMS-Konzentrationen waren dabei 0%, 0,07% und 0,3%
MMS. Der Stern kennzeichnet ein kreuzreaktives Protein.

Da viele DNA-Reparaturereignisse uber checkpoint-Mechanismen reguliert
werden, wurde im Folgenden der Einfluss von checkpoint-Kinasen auf eine
effiziente Modifikation von Rad52 mit SUMO untersucht. Da jedoch in den
entsprechenden Hefemutanten der Sensorkinasen Mec1 und Tel1 die
SUMOylierung nach DNA-Schadigung im selben Malle (oder leicht starker)
induzierbar war als in den isogenen WT Stammen, scheint die Rad52-
SUMOylierung unabhangig von checkpoint-Mechanismen zu erfolgen (Abb. 17).

b
WT mec1-1 WT tell WT meci1-1 WT tell
® [ ) [ ) e MMS ® () ® ® Zeocin
Rad52-diSUMO Rad52-diSUMO
— | Rad52-SUMO = Rad52-SUMO
(WA 0 0 ) RI52 Wt ot o | RadI52
Anti-Rad52 Anti-Rad52

Abb. 17: Beteiligung von checkpoint-Kinasen an der Rad52 SUMOylierung

Die Sensorkinasen Mec1 und Tel1 (homolog zu ATR bzw. ATM) werden nicht fur eine
effiziente SUMOylierung von Rad52 nach DNA-Schadigung bendétigt. a-b, Proteine aus
den Hefemutanten mec7-1 und te/1 sowie den isogenen WT Stdmmen wurden in anti-
Rad52 Westernblots analysiert. Der Stern kennzeichnet ein kreuzreaktives Protein. a,
Die verwendeten MMS-Konzentrationen waren 0% und 0,3% (®) MMS. b, Die
verwendeten Zeocin-Konzentrationen betrugen 0 und 0,3 (@) mg/ml.
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.3 Rolle der Rad52-SUMOylierung in DNA-Reparatur und

Rekombination

111.3.1  SUMOylierungsdefiziente Radb2-Mutanten in der DNA-

Reparatur

Um die Relevanz der Rad52-SUMOylierung bei der Reparatur von DNA-Schaden
zu untersuchen, wurden rad52 Zellen mit verschiedenen RADS2-Allelen
komplementiert, die entweder WT Rad52 exprimierten oder Varianten, in denen die
Akzeptorlysine fur die SUMOylierung durch Arginine ersetzt waren. Bei der
phanotypischen Untersuchung zeigte sich, dass die Einzelmutanten von K10, K11
und K220 sowie deren Doppel- und Dreifachmutanten die Hypersensitivitat von
rad52 Zellen gegenuber DNA-Schaden durch MMS oder Rontgenstrahlen
vollstandig komplementierten (Abb. 18 bzw. Daten nicht gezeigt).

Auch sonst wiesen SUMOylierungsdefiziente Rad52-Mutanten keine
detektierbaren mitotischen Wachstumsdefekte auf, auch nicht in diploiden Zellen
(Daten nicht gezeigt). Um die Bedeutung der Rad52-SUMOylierung fur die Meiose
zu untersuchen, wurden sporulierende Zellen analysiert, die entweder WT Rad52
exprimierten oder die Rad52-Mutante, die nicht mehr mit SUMO modifiziert werden
konnte. Jedoch war weder bei der Sporulationseffizienz noch bei der
Uberlebensrate der Sporen ein Unterschied zwischen den beiden Allelen
feststellbar (Daten nicht gezeigt). Daher scheinen SUMOylierungsdefiziente Rad52-
Mutanten in ihrer Funktion weder bei der DNA-Reparatur noch bei meiotischen

Rekombination eingeschrankt zu sein.

111.3.2  SUMOylierung von Rad52 ist pro-rekombinatorisch

Da Rad52 an verschiedenen Rekombinationsprozessen beteiligt ist, wurde im
Folgenden untersucht, wie sich Defekte in der SUMOylierung von Rad52 auf die
Rekombination auswirken. Dazu wurde auf verschiedene Hefestamme

zuruckgegriffen, die artifizielle Substrate fur eine Rekombination anbieten.
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Abb. 18: Hefemutanten mit SUMOylierungsdefizientem Rad52 sind nicht
hypersensitiv gegeniiber MMS

a, Die verwendeten Stdmme waren entweder WT oder rad52 Hefemutanten. Zellen mit
einer RAD52 Deletion wurden entweder nicht komplementiert oder exprimierten WT
RAD52 oder die rad52-K10,11,220R-Mutante vom Genom auf endogenem Niveau.
Serielle Verdinnungen dieser Stdmme wurden auf Platten mit unterschiedlichen
Konzentrationen von MMS getupfelt. Platten ohne MMS oder mit 0,0003% MMS wurden
zwei Tage bei 30°C inkubiert, Platten mit 0,04% MMS fur drei Tage und Platten mit
0,06% MMS fir vier Tage. b, rad52 Hefemutanten waren entweder mit einem
Leervektor transformiert worden oder exprimierten von Plasmiden die angegebenen
Allele von RADS2. Serielle Verdinnungen dieser Stdmme wurden auf Platten ohne oder
mit MMS (0,005%) getlpfelt und zwei Tage bei 30°C inkubiert.

Zunachst wurde ein diploider Hefestamm verwendet, bei dem die
interchromosomale Rekombination zwischen zwei Heteroallelen des HIS7-Gens
untersucht werden konnte. Hier zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen
Rad52 WT und rad52-K10,11,220R (Abb. 19a).

Im zweiten Testsystems, in dem die intrachromosomale Rekombination
zwischen zwei gegenlaufig orientierten ADEZ2-Heteroallelen erfolgen konnte, wies
die SUMOylierungsdefiziente Rad52-Mutante dagegen leicht geringere
Rekombinationsraten gegenuber Rad52 WT auf (Abb. 19b).

Als drittes Testsystem wurde ein Hefestamm gewahlt, bei dem die
intrachromosomale Rekombination zwischen zwei gleich orientierten LEU2-

Heteroallelen analysiert werden konnte (direct repeat assay). Das Besondere an
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diesem System ist, dass es mehrere Rekombinationsereignisse zwischen den
Substraten ermdglicht. So kann es entweder zu Genkonversionen (Leu” Ura®-
Ereignisse) oder aber zu Gendeletionen (Ura™-Ereignisse) fuhren (Abb. 20a). Im
Hinblick auf die Anzahl aller Rekombinationsereignisse (Leu*-Zellen, schwarz)
zeigte sich eine signifikante Abnahme im Vergleich von WT Rad52 zu rad52-
K10,11,220R (Abb. 20b). Allerdings war bei den Rekombinationsereignissen, die
mit Gendeletionen verbunden sind (Leu® Ura™-Zellen, dunkelgrau), der
Rekombinationsdefekt der SUMOylierungsdefizienten Rad52-Mutante gegenuber
Rad52 WT noch starker ausgepragt (Abb. 20b). Dieser Defekt ging mit einer
hoheren Rekombinationsrate der rad52-K10,11,220R-Mutante bei den
Genkonversionen (Leu” Ura® Ereignisse, hellgrau) einher.

a Interchromosomale Rekombination b Intrachromosomale Rekombination
(his1-1/his1-7) (ade2-5°A::TRP1::ade2-n)

Cisi7 >

16

12

Rekombinationsrate (x10-6)
=Y

Rekombinationsrate (x10-3)
(-]

ol
WT rad52 rad52 WT rad52 rad52
RAD52 rad52-K10,11,220R RAD52 rad52-K10,11,220R

Abb. 19: Einfluss der Rad52-SUMOylierung auf interchromosomale
Rekombination und intrachromosomale Rekombination (inverted repeat-System)
Die Rekombination wurde in den abgebildeten Systemen untersucht. Rekombination
zwischen zwei nicht funktionalen Allelen eines Auxotrophiemarkers erlaubt das
Wachstum auf einem entsprechenden Selektionsmedium. Mit Hilfe einer
Fluktuationsanalyse wurden die Rekombinationsraten bestimmt. Dargestellt sind die
Mittelwerte aus vier bis dreizehn unabhangigen Fluktuationstests inklusive der
Standardabweichung. In den schematischen Darstellungen reprasentieren die Pfeile die
im Experiment untersuchten Gene. Die weillen Flachen markieren die zwischen den
beiden Allelen homologen Sequenzbereiche. a, Rekombination in diploiden Zellen
zwischen den Heteroallelen his1-1 und his1-7, die auf homologen Chromosomen
liegen. b, Intrachromosomale Rekombination zwischen zwei gegenlaufig orientierten
ADE2-Allelen (inverted repeat-System). a-b, Die verwendeten Stdmme waren entweder
WT oder rad52 Hefemutanten. Zellen mit einer RAD52 Deletion exprimierten WT
RAD52 oder die rad52-K10,11,220R-Mutante vom Genom auf endogenem Niveau.

-35-



Ergebnisse [11.3 Rolle der Rad52-SUMOylierung in DNA-Reparatur und Rekombination

Die spezifisch geringere Rekombinationsrate der rad52-K10,11,220R-
Mutante bei den Gendeletionen im direct repeat assay konnte also entweder einen
Defekt in einem Rad51-unabhangigen Rekombinationsweg wie SSA (single strand

annealing) widerspiegeln oder neben anderen Mdglichkeiten bedeuten, dass die
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Abb. 20: Einfluss der Rad52-SUMOylierung auf intrachromosomale
Rekombination (direct repeat-System)

a, Ubersicht tGber die verschiedenen Rekombinationsmdglichkeiten des direct repeat-
Systems (leu2-112::URA3::leu2-k), die zu Leu” Ura’-Ereignissen oder zu Ura™-
Ereignissen fuhren. (nach Symington, 2002) b, Intrachromosomale Rekombination
zwischen zwei gleich orientierten LEUZ2-Allelen (direct repeat-System). Rekombination
zwischen den zwei nicht funktionalen Allelen erlaubt das Wachstum auf einem
Selektionsmedium ohne Leucin. Mit Hilfe einer Fluktuationsanalyse wurden die
Rekombinationsraten bestimmt. Dargestellt sind Mittelwerte aus drei unabhangigen
Fluktuationstests inklusive der Standardabweichung. In den schematischen
Darstellungen représentieren die Pfeile die im Experiment untersuchten Gene, und die
weillen Flachen geben die zwischen den beiden Allelen homologen Sequenzbereiche
an. Dargestellt sind Rekombinationsereignisse insgesamt (Leu+; schwarz),
Deletionsereignisse (Leu+, Ura-; dunkelgrau) und Konversionsereignisse (Leu+, Ura+;
hellgrau). Die verwendeten Stdmme waren entweder WT oder rad52 Hefemutanten.
Zellen mit einer RAD52 Deletion wurden entweder nicht komplementiert oder
exprimierten WT RAD52 oder die rad52-K10,11,220R-Mutante vom Genom auf
endogenem Niveau.
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SUMOylierung von Rad52 die Entscheidung von Genkonversion gegenuber
crossover beeinflusst (Abb. 20a).

Daher wurde im Folgenden getestet, wie sich die SUMOylierungsdefiziente
Rad52-Mutante in einem SSA-Assay verhalt, bei dem ein induzierbarer DSB von
gleich orientierten Abschnitten des URA3-Promotors flankiert wurde. Zugleich wurde
in diesem Assay das epistatische Verhaltnis zu dem zu Rad52 homologen
Rekombinationsfaktor Rad59 uberpruft, da Rad59 eine wichtige Rolle bei SSA spielt
(Bai und Symington, 1996). Anscheinend erfullt die SUMOylierung von Rad52
jedoch keine Funktion bei SSA. Denn sowohl in Gegenwart von Rad59 als auch in
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Abb. 21: Rad52-SUMOylierung wird nicht fiir single stand annealing (SSA)
benétigt

a, Schema des SSA-Experiments. Durch Zugabe von Galaktose konnte die Expression
der HO-Endonuklease induziert werden, welche dann an der Schnittstelle fur die HO-
Endonuklease einen DSB verursachte. Die Schnittstelle wurde von zwei gleich
orientierten, 205 bp langen Abschnitten des URA3-Promotors flankiert (schwarze
Rechtecke). Ein DSB initiierte das single strand annealing (SSA), was zu einem
Deletionsereignis fuhrte. Die mit 1, 2 und 3 gekennzeichneten Primer wurden zur
Analyse der SSA-Ereignisse 0, 0,5, 2 oder 5 Stunden nach der Zugabe von Galaktose
verwendet. b, SSA wurde in WT Zellen sowie in den Hefemutanten rad52, rad59 und
rad52 rad59 analysiert. Zellen mit einer RAD52 Deletion waren entweder mit einem
Leervektor transformiert worden oder exprimierten WT RAD52 oder die rad52-
K10,11,220R-Mutante von Plasmiden. Die Expression von Plasmiden wurde durch
Westernblots Uberprift und war vergleichbar mit der Expression der entsprechenden
RAD52-Stamme. WT Zellen und die Hefemutante rad59 waren mit einem Leervektor
transformiert worden. Beispiele fur die PCR-Produkte vom Edukt (Primer 1 und 2), vom
SSA-Produkt (Primer 1 und 3) und einer Kontrolle (ARG5/6) fur die vier angegebenen
Stadmme. Die Stunden geben die Zeit nach SSA-Initiierung durch Galaktose-Zugabe an.
¢, Zur Quantifizierung der SSA-Produkte wurde eine RealTime-PCR durchgefihrt. Die
Graphen zeigen die Quantifizierung eines einzelnen Experiments. Die Ergebnisse von
drei unabhangigen Experimenten waren vergleichbar.
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Stammen mit einer RAD59-Deletion verhielt sich die rad52-K10,11,220R-Mutante
wie WT Rad52 bei der Reparatur eines DSB, der nur Uber SSA repariert werden
konnte (Abb. 21). Insgesamt scheint die SUMOylierung von Rad52 also nur ganz
bestimmte Rekombinationsprozesse zu beeinflussen (Abb. 20b) und in diesen

Fallen pro-rekombinatorisch zu wirken.

.4 Rad52-SUMOylierung beeinflusst die Proteinaktivitat und die

Proteinstabilitat

111.4.1  Rad52-SUMOylierung ist toxisch in Helikasemutanten

Wie zuvor gezeigt schien die SUMOylierung von Rad52, eine pro-
rekombinatorische Rolle zu spielen. Daher wurde nachfolgend analysiert, wie sich
Defekte in der SUMOylierung von Rad52 auf das Zellwachstum auswirken, wenn
Rad52 schadlich fiir das Uberleben ist. Eine solche Situationen liegt vor, wenn zwei
der drei folgenden Helikasen deletiert sind: Srs2, Sgs1, Rrm3 (Gangloff et al., 2000;
Ooi et al., 2003; Schmidt und Kolodner, 2004; Torres et al., 2004b). Wahrend Rrm3
fur die Replikation durch Telomer- und rDNA-Regionen notwendig ist (Ilvessa et al.,
2002; Torres et al., 2004a), regulieren Sgs1 und Srs2 die Rekombination im
Allgemeinen negativ (lra et al., 2003). Fur alle drei Helikasen ist dabei
charakteristisch, dass ihre Deletion zu einem Phanotyp mit erhdhten
Rekombinationsraten fuhrt. Zudem werden Helikasedoppelmutanten, wie z.B. rrm3
srs2, in ihren Phanotypen durch Mutationen in fruihen Faktoren der homologen
Rekombination wie Rad51, Rad52, Rad55 und Rad57 gerettet (Gangloff et al.,
2000; Schmidt und Kolodner, 2004; Torres et al., 2004b). Nach diesen Daten fuhrt
in den Helikasedoppelmutanten eine fehlerhaft regulierte Rekombination zu
toxischen Rekombinationsintermediaten, an deren Entstehung auch Rad52 beteiligt
ist.

Fur die Analyse wurden Helikasedoppelmutanten generiert, die eine Helikase
von einem URAS3-Plasmid exprimierten, gegen das mittels 5-Fluor-Orotsaure (5-
FOA) selektiert werden konnte. AuRerdem war das RADS52 Gen deletiert, und die
Zellen trugen entweder noch einen Leervektor oder die RAD52 Deletion wurde
durch die Expression von WT Rad52 bzw. rad52-K10,11,220R komplementiert.
Beim Ausbringen auf 5-FOA-haltigem Medium wurde so eine
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Helikasedoppelmutante erzeugt, in der man die Auswirkung von den verschiedenen
Rad52-Allelen untersuchen konnte. Wie erwartet zeigten Zellen mit WT RADS2 kein
Wachstum auf 5-FOA-haltigem Medium, wahrend Rad52-defiziente Zellen mit
Leervektor wuchsen (Abb. 22a). Uberraschenderweise (berlebten auch die rad52-
K10,11,220R-Mutanten die 5-FOA-Selektion (Abb. 22a). Diese Rettung von
Helikasedoppelmutanten war besonders in rrm3 srs2 Zellen ausgepragt. Das
Wachstum war hier fast so gut wie in Zellen ohne Rad52, wahrend in sgs7 srs2 die

Rettung nur gering ausfiel (Abb. 22a).
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Abb. 22: Einfluss der Rad52-SUMOylierung auf das Uberleben von Hefemutanten,
in denen zwei Helikasen deletiert sind

a, Analyse von WT Rad52 und der rad52-K10,11,220R-Mutante beim Wachstum von
Hefemutanten, in denen zwei der Helikasen Srs2, Sgs1 oder Rrm3 sowie Rad52
deletiert waren. (Wenn die Helikasen paarweise deletiert sind, sterben die Zellen, sofern
WT Rad52 noch présent ist.) Durch Ausbringen auf 5-FOA-haltigem Medium wurden die
Zellen dazu gebracht, gegen URA3-Plasmide (“URA3”) zu selektieren, welche die
angegebene Helikase exprimierten. Dadurch wurden reine Helikasedoppelmutanten
generiert. Zusatzlich waren die Zellen entweder mit einem Leervektor transformiert
worden oder sie exprimierten WT RADS2 oder die rad52-K10,11,220R-Mutante von
Plasmiden. Wéahrend Zellen in Gegenwart von WT Rad52 das Ausbringen auf 5-FOA
nicht Uberlebten, wurden Zellen mit der rad52-K10,11,220R-Mutante teilweise gerettet.
Serielle Verdinnungen der Stamme wurden auf Kontrollplatten oder auf 5-FOA-haltiges
Medium getipfelt und bei 30°C inkubiert. b, Beteiligung der einzelnen Akzeptorlysine
der Rad52-SUMOylierung an der Rettung der rrm3 srs2 Helikasedoppelmutante. Der
Versuchsaufbau ist identisch zu dem Versuchsaufbau in a.
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Mit dem oben beschriebenen Ansatz wurde nun analysiert, inwieweit die
einzelnen Akzeptorlysine der Rad52-SUMOylierung bei der Rettung von
Helikasedoppelmutanten involviert sind. Wahrend die Rad52-Einzelmutanten kaum
zur Rettung beitrugen, supprimierten die rad52-K10,711R und die rad52-
K10,11,220R-Mutanten am besten (Abb. 22b). Demzufolge ist die SUMOylierung
an allen drei Akzeptorlysinen fur eine Suppression wichtig, wobei der SUMOylierung
an K10/11 eine besonders groRe Bedeutung zukommt. AuRerdem lie3en diese
Ergebnisse die Schlussfolgerung zu, dass durch die ausbleibende SUMOylierung
(direkt oder indirekt) ein ansonsten toxisches Rekombinationsintermediat nicht mehr
entsteht. Mit anderen Worten tragt die SUMOylierung von Rad52 zu dessen
Aktivitat beim Rekombinationsprozess bei.

Auch fur die Untersuchung, ob die SUMOylierung von Rad52 im SSA-
Prozess eine Rolle spielt, wurde der oben beschriebene 5-FOA-Selektionsansatz
herangezogen und das epistatische Verhaltnis von Rad59 und Rad52-
SUMOylierung analysiert (Abb. 21). Dabei war festzustellen, dass sich bei der
Rettung von Helikasedoppelmutanten rad59 und rad52-K10,11,220R additiv
zueinander verhalten (Abb. 23). Dies wiederum bestatigte das schon
vorangegangene Ergebnis, dass die SUMOylierung von Rad52 nicht zum SSA
beitragt (Abb. 21).

rrm3 srs2 rad52

RRM3 (URA3)
rad59
% % Abb. 23: Bei der Rettung der rrm3 srs2
T 0 Helikasedoppelmutante verhalt sich die SUMOylierungs-
s & ¢ defiziente Rad52-Mutante additiv zur RAD59-Deletion
§ N ﬁ S ﬁ Wachstum von Zellen, in denen die zwei Helikasen Srs2 und
g E g E l‘é Rrm3 sowie Rad52 deletiert waren. (Wenn diese Helikasen
'YY X paarweise deletiert sind, sterben die Zellen, sofern WT Rad52
0000 noch prasent ist.) Durch Ausbringen auf 5-FOA-haltigem
0000 Medium wurden die Zellen dazu gebracht, gegen URAS3-
00 e Plasmide (“URA3”) zu selektieren, welche Rrm3 exprimierten.
P Y L T Kontrolle Dadurch wurden reine rrm3 srs2 Helikasedoppelmutanten
SRS generiert. Zusatzlich waren die Zellen entweder mit einem
¥, 4 o Leervektor transformiert worden oder sie exprimierten WT
% RADS52 oder die rad52-K10,11,220R-Mutante von Plasmiden.

AuRerdem war RAD59 deletiert (sofern angegeben). Wahrend
Zellen in Gegenwart von WT Rad52 das Ausbringen auf 5-FOA
nicht Uberlebten, wurden Zellen mit der rad52-K10,11,220R-
Mutante oder einer RAD59-Deletion teilweise gerettet. Serielle
Verdunnungen der Stdmme wurden auf Kontrollplatten oder auf
5-FOA-haltiges Medium getupfelt und bei 30°C inkubiert.
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111.4.2  SUMOylierung von Rad52 erhéht die Proteinstabilitét

Es stellte sich die Frage, wie die SUMOylierung die Aktivitat von Rad52
beeinflussen konnte. Da SUMO sich positiv auf die Stabilitdt eines Proteins

auswirken kann (siehe 11.1.3), wurde im Folgenden die Stabilitdt von Rad52
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Abb. 24: Einfluss der Rad52-SUMOylierung sowie von Helikasemutationen auf die
Proteinstabilitat von Rad52

a, Mit Hilfe eines anti-Rad52 Westernblots wurde der steady state-Level des Rad52 WT
Proteins und des rad52-K10,11,220R-Proteins in Helikase-WT-Zellen (“rad52”), in der
srs2 Helikaseeinzelmutante (“srs2 rad52”) und in der rrm3 srs2 Helikasedoppelmutante
(“rrm3 srs2 rad52”) visualisiert. Der Effekt, dass durch die Deletion von Helikasen der
Proteinlevel von Rad52 abnahm (WT gegeniber Helikaseeinzelmutante gegeniber
Helikasedoppelmutante), wurde durch eine zusatzliche Mutation in RAD51 teilweise
revertiert (die sieben rechten Spuren im Westernblot). Die Quantifizierung der
Proteinlevel des Rad52 WT Proteins (schwarz) und des rad52-K10,11,220R-Proteins
(dunkelgrau), normalisiert gegen das kreuzreaktive Protein (*), ist im unteren Teil der
Abbildung dargestellt. b, steady state-Level des Rad52 WT Proteins und des rad52-
K10,11,220R-Proteins in Helikasedoppelmutanten. Hefemutanten, in denen zwei der
Helikasen Srs2, Sgs1 oder Rrm3 sowie Rad52 deletiert waren, wurden durch eine 5-
FOA-Selektion dazu gebracht, gegen URA3-Plasmide (“URA3”) zu selektieren, welche
die angegebene Helikase exprimierten. Zellen vor der 5-FOA-Selektion waren
Helikaseeinzelmutanten, Zellen nach der 5-FOA-Selektion Helikasedoppelmutanten.
Zusatzlich waren die Zellen entweder mit einem Leervektor transformiert worden oder
sie exprimierten WT RADS2 oder die rad52-K10,11,220R-Mutante von Plasmiden. Der
Proteinlevel des rad52-K10,11,220R-Proteins wurde in Duplikaten analysiert. Der
untere Teil der Abbildung zeigt die Quantifizierung der Rad52-Proteinlevel, normalisiert
gegen das kreuzreaktive Protein (*).
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eingehend untersucht. In Extrakten aus mitotischen Zellen zeigte sich ein etwas
geringerer Level des rad52-K10,11,220R-Proteins im Vergleich zum Rad52 WT
Protein (Abb. 24a). Dieser Unterschied war auch in srs2 Hefemutanten zu
beobachten; in diesen Zellen war aber zusatzlich der steady state-Level der Rad52-
Proteine niedriger (Abb. 24a). Der grof3te Unterschied zu WT Zellen war in der rrm3
srs2 Helikasedoppelmutante zu beobachten. Hier sank der steady state-Level der
rad52-K10,11,220R-Mutante auf circa 30% im Vergleich zu WT Rad52 aus WT
Zellen. Derselbe Effekt zeigte sich auch in den Helikasedoppelmutanten rrm3 sgs1
und sgs? srs2 (Abb. 24b). Diese Beobachtung impliziert zum einen, dass rad52-
K10,11,220R instabiler ist als WT Rad52, was moglicherweise zur Rettung der
Helikasedoppelmutanten beitragt. Zum anderen werden in Helikasemutanten
offenbar mehr Rad52-Molekule abgebaut als in WT Zellen. Interessanterweise
wurden diese destabilisierenden Effekte in Helikasemutanten durch die Deletion des
Rekombinationsfaktors Rad51, das ein Substrat des Rad52-Proteins ist, teilweise
revertiert (Abb. 24a).

Um den Befund der unterschiedlichen Stabilitat von
SUMOylierungsdefizienten und -profizienten Proteinen zu bestatigen, wurden
expression shut-off Experimente in der srs2 Helikasemutante durchgefihrt. Dabei
zeigte das rad52-K10,11,220R-Protein mit circa 95 Minuten eine ungefahr halb so
lange Halbwertszeit wie WT Rad52 (drei Stunden Halbwertszeit) (Abb. 25a).
Demnach wird das SUMOylierungsdefiziente Mutantenprotein doppelt so schnell
abgebaut wie das WT Protein. Zudem vermittelt das Proteasom den Abbau von
Rad52. Denn in einer temperatursensitiven Proteasommutante, in der zusatzlich die
Helikase RRM3 deletiert war, waren die Proteinlevel von Rad52 WT und
Mutantenprotein deutlich erhoht. Im Fall des Mutantenproteins war dieser Effekt
sogar so ausgepragt, dass fast das Niveau von WT Rad52 erreicht wurde (Abb.
25b). Insgesamt bedeutet dies, dass die SUMOylierung Rad52 vor beschleunigtem
proteasomalen Abbau schitzt und dieser Abbau anscheinend besonders die
Molekule betrifft, die aktiv an Rekombinationsprozessen beteiligt sind,

beispielsweise in Helikasemutanten.
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Abb. 25: Einfluss der Rad52-SUMOylierung auf die Halbwertszeit von Rad52 sowie
Beteiligung des Proteasoms

a, Analyse des Proteinabbaus des Rad52 WT Proteins und des rad52-K10,11,220R-
Proteins in srs2 Hefemutanten mit Hilfe von expression shut-off Experimenten. Durch
Zugabe von Cycloheximid wurde ab dem Zeitpunkt 0 Minuten jegliche
Proteinbiosynthese inhibiert. Die Quantifizierung der Proteinlevel des Rad52 WT
Proteins und des rad52-K10,11,220R-Proteins von vier unabhangigen Experimenten,
normalisiert gegen das kreuzreaktive Protein (*), ist im rechten Teil der Abbildung
dargestellt. b, Sowohl das Rad52 WT Protein als auch das rad52-K10,11,220R-Protein
wurden in einer Proteasommutante stabilisiert. Die angegebenen RADS52-Allele wurden
in rrm3 rad52 Hefemutanten exprimiert. In Bezug auf die Untereinheit des Proteasoms
Cim3 exprimierten die verwendeten Stdmme entweder das WT Allel (C/IM3) oder ein
temperatursensitives Allel (cim3-1). Der rechte Teil der Abbildung zeigt die
Quantifizierung der Rad52-Proteinlevel, normalisiert gegen die Ladekontrolle Pgk1.
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IV DISKUSSION

Rad52 spielt eine zentrale Rolle bei der Reparatur von DNA-Doppelstrangbrichen
(DSB). In der vorliegenden Arbeit wurde Rad52 als ein Substrat fur eine
posttranslationale Modifikation mit SUMO identifiziert und festgestellt, dass die
Modifikation mit SUMO Rad52 in seiner Aktivitat reguliert. Dabei unterliegen nur die
Rad52-Molekule einer SUMOylierung, die aktiv am Reparaturgeschehen Uber die
homologe Rekombination beteiligt sind. Die Modifikation mit SUMO erfordert die
Prozessierung der DSB mit Hilfe des MRX-Komplexes und hat zur Folge, dass die
im Rekombinationsprozess involvierten Rad52-Molekule vor einem vorzeitigen

Abbau durch das Proteasom geschutzt werden.

IV.1 Rad52-SUMOylierung wird reguliert

Jeder Organismus muss in der Lage sein, sein Erbgut fehlerfrei an die nachste
Generation weiterzugeben. Hierfur muss jedoch die genetische Information vor
einem Schaden bewahrt werden. Deshalb wird das genetische Material permanent
uberwacht, damit, falls Schaden auftreten, diese detektiert und behoben werden
konnen. Bruche in der DNA-Doppelhelix stellen dabei einen besonders
schwerwiegenden Schaden dar, der bei ausbleibender oder fehlerhafter Reparatur
das Uberleben der Zelle gefahrdet. In Eukaryonten werden DSB entweder Uber die
nicht-homologe Endverknupfung oder Uber die HR (homologe Rekombination)
repariert. Besonders in S. cerevisiae ist Rad52 als ein fruher Faktor fur den Prozess
der HR wichtig, da es als einziges Protein der RAD52-Epistasisgruppe an allen
Rekombinationsprozessen (HR, break-induced replication, single strand annealing)
beteiligt ist.

Bei der Reparatur von DNA-Schaden werden Proteine auf verschiedenen
Ebenen reguliert. Dazu werden sowohl checkpoint-Proteine als auch
Reparaturproteine posttranslational modifiziert, beispielsweise durch eine
Phosphorylierung oder durch eine Modifikation mit Ubiquitin oder SUMO (Shiloh,
2003; Huang und D'Andrea, 2006). Diese Modifikationen dienen der
Feinabstimmung zahlreicher Faktoren, die an einer Reparatur beteiligt sind. Haufig
ist die Modifikation kurzzeitig und hat nur so lange Bestand, bis der Schaden
repariert ist. Auf diese Weise werden enzymatische Aktivitaten verandert, die
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Effizienz einer Reparatur moduliert, Reparaturfaktoren rekrutiert und der Zellzyklus
reguliert (Huang und D'Andrea, 2006). Da Rad52 eine wichtige Rolle als friher
Mediator bei der homologen Rekombination einnimmt, ist zu erwarten, dass auch
Rad52 einer speziellen Regulation unterliegt.

In dieser Arbeit ist Rad52 als SUMO-Substrat sowohl in Hefe als auch in
menschlichen Zellen identifiziert worden (siehe 111.1). Die Rad52-SUMOylierung
scheint also ein in Eukaryonten konservierter Vorgang zu sein.
Bemerkenswerterweise sind jedoch die Akzeptorlysine in dem Protein aus S.
cerevisiae nicht im humanen Protein konserviert. Dies konnte daran liegen, dass
diese Lysine aulRerhalb der konservierten Rad52-Domane liegen. Zudem gibt es mit
K10/11 bzw. K220 zwei Stellen im Protein, die SUMOyliert werden und die sich in
ihren Funktionen erganzen. Hieraus lasst sich schlieRen, dass fur die Regulation
von Rad52 vermutlich das Ereignis der SUMOylierung wichtiger ist als die exakte
Position der Modifikation.

Wie in der vorliegenden Arbeit gezeigt worden ist, erfolgt die
posttranslationale Modifikation von Rad52 mit SUMO nur an einem Teil aller Rad52-
Molekule (siehe 1ll.1 und 111.2). Zudem korreliert die SUMOylierung mit der Anzahl
(und der Reparatur) von DNA-Schaden, so dass vermutlich nur der Teil von Rad52
durch SUMO reguliert wird, der an einem Rekombinationsvorgang beteiligt ist. Fur
diese Uberlegung spricht auch, dass die durch MMS oder Zeocin induzierte Rad52-
SUMOylierung nach bereits circa 60 Minuten fast das maximale Niveau erreicht.
Diese Beobachtung korreliert mit den Daten anderer Studien, die gezeigt haben,
dass etwa eine Stunde nach der Induktion eines DSB Uber die HO-Endonuklease
die Rekrutierung von Rad52 zum DSB beginnt (Wolner et al., 2003; Miyazaki et al.,
2004). Folglich lasst sich die Rad52-SUMOylierung genau dann nachweisen, wenn
das Rad52-Molekul seine Reparaturaufgaben erfullt.

Zudem scheinen bestimmte Ablaufe bei der Rekombination fur die Rad52-
SUMOylierung wichtig zu sein. Fur eine solche Abhangigkeit spricht, dass die
Modifikation von Rad52 mit SUMO offensichtlich nicht Uber checkpoint-
Mechanismen reguliert wird, da die SUMOylierung unabhangig von checkpoint-
Kinasen erfolgt. Demzufolge ist fur die SUMOylierung nicht das Aufspuren eines
DNA-Schadens entscheidend, sondern bestimmte Reparaturereignisse oder andere
Reparaturfaktoren.
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Diese Vermutung erwies sich als zutreffend, da tatsachlich ein sehr fruher
Faktor der DSB-Reparatur bei der Rad52-SUMOylierung eine wichtige Rolle spielt,
denn ohne den MRX-Komplex ist die SUMOylierung kaum mehr induzierbar. Der
MRX-Komplex ist eines der ersten Molekule, die sich an einem DSB einfinden, und
Uubernimmt als checkpoint-Sensor, als Stabilisator eines DSB und bei den initialen
Rekombinationsschritten eine wichtige Funktion. Somit erscheint es nahe liegend,
dass eine Regulation von Rad52, das erst nach dem MRX-Komplex aktiv wird, an
Funktionen des MRX-Komplexes gekoppelt ist.

Beispielsweise konnte die SUMO-Konjugationsmaschinerie an den MRX-
Komplex binden, damit gezielt die Rad52-Molekule modifiziert werden, die sich
schon in der Nahe eines DSB befinden. So ist es moglich, dass Ubc9 als SUMO-
konjugierendes Enzym oder Siz2 als SUMO-ligierendes Enzym oder beide
gleichzeitig mit einer Untereinheit des MRX-Komplexes interagieren. Diese
Interaktion konnte per se existieren oder erst unter Reparaturbedingungen
entstehen bzw. sich verstarken. Auf diese Weise konnten die Rad52-Molekile mit
Hilfe einer SUMOylierung auf ihre Reparaturaufgabe vorbereitet werden. Wie der
MRX-Komplex die Rad52-SUMOylierung stimuliert, ist jedoch noch unklar.

Fur die Abhangigkeit der Rad52-SUMOylierung vom MRX-Komplex und
gegen eine Abhangigkeit von spateren Rekombinationsfaktoren oder -vorgangen
spricht, dass in sae2 Zellen die SUMOylierung noch induzierbar ist (Daten nicht
gezeigt). Sae2 ist ein Regulator des MRX-Komplexes, und in der Meiose werden in
sae2 Zellen keine DSB mehr resektiert (Keeney und Kleckner, 1995; Prinz et al.,
1997). Folglich ist der MRX-Komplex der entscheidende Faktor bei der
SUMOylierung und vermutlich nicht die Resektion. Alternativ ist auch folgender
Vorgang denkbar: Der MRX-Komplex resektiert die DNA an einem DSB und
ermoglicht so die Bindung des heterotrimeren RPA-Proteins an die einzelstrangige
DNA. Die SUMO-Konjugationsmaschinerie bindet anschlieRend an RPA, um Rad52
zu SUMOylieren. Interessanterweise sind auch die Untereinheiten von RPA (Rfa1,
Rfa2, Rfa3) SUMO-Substrate (Daten nicht gezeigt), so dass sich mit RPA und
Rad52 die Substrate in Nachbarschaft zu einander befinden und so ihre
SUMOylierung gekoppelt sein kdonnte. Zudem ist in Extrakten aus meiotischen
Zellen die SUMOylierung maximal, wenn die DNA UbermaRig resektiert ist, z.B. in
einer dmc1-Mutante, wenn also lange Nukleoproteinfilamente mit RPA vorliegen. In
beiden Fallen hangt jedoch die SUMOylierung von einer intakten Funktion des
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MRX-Komplexes ab. Moglicherweise haben auch beide Alternativen Bestand, das
heil3t, der MRX-Komplex und RPA regulieren die Rad52-SUMOylierung.

IV.2 Modifikation mit SUMO reguliert die Aktivitat von Rad52

Die Daten der vorliegenden Arbeit zeigen, dass die Modifikation mit SUMO einen
pro-rekombinatorischen Einfluss auf die Aktivitat von Rad52 hat. Allerdings konnte
dieser Effekt nur fur einen der Reparaturwege spezifisch sein, an denen Rad52
beteiligt ist. Hierflir spricht, dass SUMOylierungsdefiziente Rad52-Mutanten in
Gegenwart von MMS oder in der Meiose keinen Phanotyp zeigen. AulRerdem
konnte in der vorliegenden Arbeit nur bei einem bestimmten Rekombinations-
Experiment ein Unterschied zwischen WT (Wildtyp) Rad52 und der Rad52-Mutante
beobachtet werden (Abb. 20). Bei dem direct repeat assay wurde die
intrachromosomale Rekombination zwischen zwei gleich orientierten LEU2-
Heteroallelen analysiert. Dabei wies die SUMOylierungsdefiziente Rad52-Mutante
besonders bei den Rekombinationsereignissen Defekte auf, die mit Gendeletion
verbunden sind. Warum sich gerade in diesem assay diese Differenzen zeigen, ist
bislang unklar. Die Rad52-SUMOylierung ist jedoch nicht am SSA (single strand
annealing) beteiligt, konnte aber alternativ die Entscheidung von Genkonversion
gegenuber crossover beeinflussen. Zudem ist es moglich, dass die Modifikation von
Rad52 mit SUMO bei allen Rekombinationsvorgangen involviert ist und in allen
Fallen pro-rekombinatorisch wirkt, aber nur bei bestimmten Prozessen notwendig
ist.

Neben dem direct repeat assay sieht man den deutlichsten Unterschied
zwischen WT Rad52 und der SUMOylierungsdefizienten Mutante bei der Rettung
der Uberlebensfahigkeit von Helikasedoppelmutanten. Diese Daten lassen den
Schluss zu, dass die SUMOylierung von Rad52 zu dessen Aktivitat beim
Rekombinationsprozess beitragt und dass SUMOyliertes Rad52 an der Entstehung
der Rekombinationsintermediate beteiligt ist, die in Helikasedoppelmutanten toxisch
sind. Dass die Rettung der Doppelmutanten am starksten ist, wenn RRM3 deletiert
ist, kdbnnte daran liegen, dass Rrm3 moglicherweise mehr als Sgs1 und Srs2 zu der
Entstehung von toxischen, Rad52-abhangigen Zwischenprodukten bei der
Rekombination beitragt. Das heif’t, dass ohne die Aktivitat von Rrm3 besonders

viele Strukturen entstehen, die in Abhangigkeit von Rad52 bzw. der Rad52-
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SUMOylierung in schadliche Intermediate umgewandelt werden. Diese Vermutung
ist insofern interessant, als die Helikase Rrm3 fur die Replikation durch die rDNA-
Regionen wichtig ist, in denen haufig Rekombination stattfindet, und als
entsprechende rrm3 Hefemutanten erhohte Rekombinationsraten in diesen
Regionen zeigen (Keil und McWilliams, 1993; Park et al., 1999; Ivessa et al., 2000).
Zudem ahnelt die prinzipielle Anordnung der homologen Sequenzen in diesen
Regionen der Anordnung im direct repeat assay, bei dem wie oben beschrieben bei
der SUMOylierungsdefizienten Mutante starke Rekombinationsdefekte zu
beobachten sind. Folglich konnte die Rad52-SUMOylierung besonders bei der
Rekombination der rDNA eine wichtige Rolle spielen.

Die drei Helikasen Rrm3, Sgs1 und Srs2 sind alle wahrend der S-Phase
aktiv. So verhindern beispielsweise Sgs1 und Srs2 ungewollte
Rekombinationsprozesse an der Replikationsgabel. In diesem Zusammenhang ist
interessant, dass die durch MMS induzierte SUMOylierung von Rad52 fast
ausschlieBlich in der S-Phase erfolgt (Daten nicht gezeigt). Folglich entstehen durch
MMS Schaden an der DNA, die uber Rad52 in der S-Phase behoben werden.
Zudem konnen auch durch 4-NQO entstandene Schaden in der S-Phase repariert
werden, da sie in einigen Fallen zu einem Anhalten der Replikationsgabel flhren.
Auch durch Zeocin entstandene Schaden werden mit Hilfe von Rad52 in der S-
Phase und zusatzlich in der G2-Phase repariert (Daten nicht gezeigt). Da MMS, 4-
NQO und Zeocin eine Dosis-abhangige Modifikation von Rad52 mit SUMO
induzieren, lasst sich folgern, dass Rad52 einen Groldteil seiner Funktionen in der
S-Phase erfullt. Dieses gilt offensichtlich sowohl fur Helikasemutanten (rrm3, sgs1,
srs2) als auch fur induzierte DNA-Schaden (MMS, 4-NQO, Zeocin). Im Falle von
MMS und 4-NQO werden die DNA-Lasionen vermutlich erst wahrend der S-Phase
zu einem Substrat fur Rad52, und zwar offenbar erst im Zusammenhang mit der
Replikation.

Dass die SUMOylierung von Rad52 nur in der S- und in der G2-Phase mit
Zeocin bzw. MMS induzierbar ist, passt auch zu der Art und Weise, wie ein DSB
uber die homologe Rekombination repariert wird. Denn dazu ist in haploiden Zellen
immer die Information des Schwesterchromatids notwendig. Zudem findet in der
G1-Phase die Reparatur eines DSB nur Uber die nicht-homologe Endverknlipfung
statt, wahrend in der S- und in der G2-Phase die homologe Rekombination fur die
fehlerfreie Reparatur zustandig ist (Lisby und Rothstein, 2005).
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Daruber hinaus ist berichtet worden, dass wahrend der S-Phase so genannte
Rad52-Foci entstehen. Diese Foci spiegeln eine Ansammlung von Rad52-
Molekulen wider, die an der Reparatur eines DSB beteiligt sind (Lisby ef al., 2001,
Lisby et al., 2003). Interessanterweise konnen diese Strukturen durch
Rontgenstrahlung induziert werden, aber auch ohne Behandlung weisen WT Zellen
wahrend der S-Phase spontan solche Reparaturstrukturen auf. Dies deutet
wiederum darauf hin, dass Rad52 wahrend der S-Phase die Reparatur von
Lasionen ubernimmt, die erst im Zusammenhang mit der Replikation entstehen.
Auch der MRX-Komplex bildet in der S-Phase Foci aus, die entweder spontan
entstehen oder durch DNA-Schadigung induziert sein konnen (Lisby et al., 2004;
Robison et al., 2004; Robison et al., 2005). Da wie oben gezeigt der MRX-Komplex
bei der Rad52-SUMOylierung eine wichtige Rolle spielt, konnte demnach in der S-
Phase der MRX-Komplex einen Rekombinationsvorgang initiieren und die
Modifikation von Rad52 mit SUMO regulieren. Zudem konnte die Rad52-
SUMOylierung die Entstehung solcher Rad52-Foci beeinflussen. In diesem
Zusammenhang ist der Hinweis auf andere Proteine wie beispielsweise PML
interessant, bei denen die Modifikation mit SUMO die Lokalisierung reguliert und
sich so verschiedene SUMO-Substrate raumlich konzentrieren (Zhong et al., 2000).
PML fungiert als Gerust fur die Entstehung der PML nuclear bodies, die bei der
Regulation der Transkription und der DNA-Reparatur eine Rolle spielen. PML muss
selbst erst mit SUMO modifiziert werden, damit sich die PML nuclear bodies bilden
und andere SUMO-Substrate dort lokalisieren (Zhong et al., 2000). Im Falle von
Rad52 konnte demnach die SUMOylierung die gezielte Bildung von Reparatur-Foci
beeinflussen und somit dafur sorgen, dass sich mehrere an der Reparatur eines
DSB beteiligte SUMO-Substrate (wie RPA oder Rad51; Daten nicht gezeigt) zu

einem Reparaturzentrum koordiniert zusammenfinden.

IV.3 Zusammenspiel von Ubiquitin und SUMO bei der Regulation
von Rad52

Wie die vorliegende Arbeit beschreibt, reguliert die SUMOylierung die Stabilitat von
Rad52 und schitzt Rad52 vor einem vorzeitigen Abbau durch das Ubiquitin-

Proteasom-System. In Ubereinstimmung zu den vorangegangenen Uberlegungen
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werden dabei nur solche Rad52-Molekule geschutzt, die aktiv am
Rekombinationsprozess beteiligt sind. Hierfur sprechen zwei Indizien: Zum einen
sinkt die Proteinmenge von Rad52 in der Zelle umso mehr, je mehr Rekombination
stattfindet. Dies liel3 aus Experimenten mit Helikasemutanten hergeleiten. Denn je
mehr Helikasen deletiert sind, desto grol3er ist die Anzahl der Rad52-Molekule, die
im Rekombinationsgeschehen involviert sind, und umso mehr Rad52 wird
abgebaut. Besonders ausgepragt ist dieser Effekt jedoch bei der
SUMOylierungsdefizienten Rad52-Mutante. Zum anderen kann dieser verstarkte
Abbau in Helikasemutanten fast komplett revertiert werden, wenn man RADS1
deletiert. Da Rad51 als Rekombinase die katalytische Aktivitdt der Rekombination
ist und erst nach Rad52 aktiv wird, geschieht demzufolge die Proteolyse von Rad52
erst, nachdem das Protein seine Mediator-Aufgaben bei der Reparatur eines DSB
erfillt hat. In diesem Zusammenhang ist bemerkenswert, dass das Proteasom an
DSB lokalisiert und wichtige Funktionen bei deren Reparatur ibernimmt (Krogan et
al., 2004). Folglich ist Rad52 immer dann besonders durch einen Abbau Uber das
Proteasom gefahrdet, wenn sich in Zellen Rekombinationssubstrate anhaufen, wie
beispielsweise in Helikasemutanten. In diesen Situationen wird der schitzende
Einfluss der SUMOylierung besonders wichtig.

Hinsichtlich der Art und Weise, wie eine SUMOylierungsdefiziente Rad52-
Mutante Helikasedoppelmutanten rettet, lassen die Ergebnisse dieser Arbeit
folgende Schlussfolgerung zu: Aufgrund der erhohten Instabilitat des Rad52-
Molekuls, besonders in Helikasedoppelmutanten, werden vermutlich zahlreiche
Molekule aus dem aktiven Pool so frihzeitig abgebaut, dass die Aktivitat von Rad52
drastisch reduziert und damit die Entstehung toxischer Rekombinationsintermediate
deutlich eingeschrankt wird. Darlber hinaus konnte die SUMOylierung wie oben
beschrieben noch Uber weitere Moglichkeiten die Aktivitat von Rad52 stimulieren,
beispielsweise durch die koordinierte Lokalisierung von Rad52 allein oder
zusammen mit anderen Reparaturfaktoren. In jedem Fall deutet die spezifische
Relevanz der Rad52-SUMOylierung darauf hin, dass unter bestimmten Umstanden
die lokalen Proteinkonzentrationen oder die Lokalisierung von Rad52 entscheidend
sind.

Dass auch andere Proteine vor einem vorzeitigen Abbau Uber das Ubiquitin-
Proteasom-System durch eine Modifikation mit SUMO geschutzt werden, ist bereits
fur IkBa und Phosducin beschrieben (Desterro et al., 1998; Klenk et al., 2006; siehe
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11.1.3). Wahrend bei lkBa die Modifikation mit SUMO oder Ubiquitin an demselben
Lysin erfolgt, werden bei Phosducin unterschiedliche Lysine modifiziert. Dies
scheint auch fir Rad52 zu gelten, da WT Rad52 ebenso wie die
SUMOylierungsdefiziente Mutante noch ubiquityliert werden kann (Daten nicht
gezeigt). Das heil’t, dass die beiden Modifikationen nicht um denselben Lysinrest
konkurrieren.

Wie die SUMOylierung Rad52 vor der Proteolyse durch das Proteasom
schutzt, ist bislang unklar. Es sind jedoch verschiedene Wirkungsweisen denkbar.
Einerseits konnte die Modifikation mit SUMO einem Ubiquitin-ligierenden Enzym
(E3-Ligase) direkt den Zugang zu Rad52 blockieren, und damit wurde dem
Proteasom das Abbausignal fehlen. Andererseits konnte die Rad52-SUMOylierung
bewirken, dass ein weiteres Protein mit einem SUMO-interagierenden Motiv (SIM)
SUMOyliertes Rad52 bindet und so als Schutzschild vor einer E3-Ligase oder dem
Proteasom fungiert. Des Weiteren konnte die SUMOylierung ein deubiquitylierendes
Enzym rekrutieren, das eine Modifikation mit Ubiquitin revertiert. Eine weitere
Moglichkeit ist, dass durch die SUMOylierung die Interaktion von Rad52 zu einem
der direkten Partner bei der Rekombination wie RPA oder Rad51 verstarkt und
einer E3-Ligase so der Zugriff auf Rad52 erschwert wird. So interagiert
beispielsweise die SUMOylierungsdefiziente Rad52-Mutante im two hybrid-System
weniger stark mit Rad51 als WT Rad52 (Daten nicht gezeigt). Da jedoch das
Expressionsniveau der Fusionen von einer Gal4-Domane mit der Mutante geringer
ausfallt als mit WT Rad52, lassen sich daraus keine eindeutigen Schlisse ziehen.
Das Heranfuhren eines abschirmenden Proteins mit einem SIM ist insofern
interessant, als bereits bei anderen DNA-Reparaturproteinen die SUMOylierung zu
einer Rekrutierung eines weiteren Proteins fuhrt. So rekrutiert beispielsweise
SUMOyliertes PCNA die Helikase Srs2, um wahrend der S-Phase
Rekombinationsereignisse zu verhindern (Pfander et al., 2005). Alternativ zu den
oben angefiihrten Uberlegungen eines direkten oder indirekten Schutzes kénnte
Rad52 infolge einer ausbleibenden SUMOylierung falsch oder fehlerhaft
lokalisieren. Dadurch wirde fur eine E3-Ligase der Zugang zu Rad52 leichter, und
das Proteasom konnte den Rekombinationsfaktor abbauen. Auferdem ist denkbar,
dass SUMOylierungsdefizientes Rad52 beim Rekombinationsprozess zu
unproduktiv ist oder fehlerhaft arbeitet und daher abgebaut werden muss.
Letztendlich wird durch die SUMOylierung von Rad52 ein Zwischenschritt bei der
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Rekombination geschutzt und verhindert Uber noch unbekannte Mechanismen die
Proteolyse.

Die beschriebenen Daten deuten darauf hin, dass bei Rad52 ein gezielter
Abbau zu einem definierten Zeitpunkt stattfindet. Im Zusammenhang mit der DNA-
Reparatur gibt es weitere Beispiele, bei denen das Ubiquitin-Proteasom-System
Reparaturfaktoren durch einen gezielten Abbau reguliert. Dies bietet der Zelle die
Moglichkeit, Reparaturvorgange feiner zu regulieren. So bewirken beispielsweise
verschiedene DNA-Schaden bei der humanen Effektorkinase Chk1 den
proteasomalen Abbau (Zhang et al., 2005). Eigentlich wird diese Kinase durch die
checkpoint-Kinase ATR aktiviert, um den Zellzyklus zu regulieren und verschiedene
Reparaturereignisse zu steuern. Dauert die checkpoint-Kontrolle jedoch zu lange,
wird Chk1 polyubiquityliert und proteasomal abgebaut. Dies dient vermutlich dem
Zweck, in nur leicht geschadigten Zellen die Dauer des checkpoints zu begrenzen
und soo zu verhindern, dass nicht zu viele Replikationsgabeln unnétig aufgehalten
werden (Zhang et al., 2005). Ist der Schaden jedoch zu umfangreich, hat die
Wiederaufnahme des Zellzyklus vermutlich zur Folge, dass die Replikationsgabeln
irreparabel geschadigt werden und die Zellen sterben (Zhang et al., 2005). Auch bei
der Nukleotid-Exzisions-Reparatur (NER) (siehe 11.2) reguliert die Modifikation mit
Ubiquitin den Reparaturvorgang (Huang und D'Andrea, 2006). Nach einem DNA-
Schaden durch UV-Licht wird der DDB E3-Ligase-Komplex aus DDB1, DDB2,
CUL4A und ROC1 infolge der Bindung an die DNA aktiviert. AnschlieRend rekrutiert
dieser Komplex ein Proteindimer aus XPC und HR23B zur geschadigten DNA, und
XPC, CUL4A und DDB2 werden ubiquityliert, jeweils mit unterschiedlichen Folgen.
Wahrend die Ubiquitylierung von XPC dessen Bindung an die DNA und somit
dessen NER-Aktivitat verstarkt, wird das ubiquitylierte DDB2 hingegen uber das
Proteasom abgebaut (Sugasawa et al., 2005). Der verbleibende DDB E3-Ligase-
Komplex (DDB1, CUL4A, ROC1), bei dem CUL4A ubiquityliert ist, dissoziiert wieder
von der geschadigten DNA und steht einem neuen Reparaturzyklus zur Verfigung
(Sugasawa et al., 2005). Auch die RNA-Polymerase Il (RNAPII) wird Uber eine
Ubiquitylierung und das Proteasom reguliert (Somesh et al., 2005). Bei der
Transkription betrifft dieser Abbau die Molekile, die bei der Elongation zu lange
arretierten. Wenn bei einem DNA-Schaden die Reparatur mit Hilfe der so
genannten Transkription-gekoppelten NER (TC-NER, transcription coupled NER),
an der auch RNAPII beteiligt ist, nicht in einem angemessenen Zeitraum erfolgt,
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wird RNAPII ebenfalls ubiquityliert und Uber das Proteasom abgebaut (Somesh et
al., 2005). Der verbleibende Schaden wird dann uber die regulare NER repariert.
Die drei genannten Beispiele haben gemeinsam, dass gezielt und zu definierten
Zeitpunkten bestimmte Proteine abgebaut werden. Eigentlich waren diese Proteine
noch funktionsfahig, doch unter den beschriebenen Begleitumstanden werden sie
deaktiviert, um anderen Proteinen die Ubernahme von Aufgaben zu ermdglichen.
Solch eine Vorgehensweise ist auch im Zusammenhang mit Rad52 denkbar. So
konnte der proteasomale Abbau dem Zweck dienen, nach einer Reparatur die
Rad52-Molekile von der DNA zu entfernen, die nicht mehr gebraucht werden und
die moglicherweise andere Reparaturfaktoren bei DNA-Transaktionen behindern.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit lassen sich zusammen mit den oben
genannten Uberlegungen in dem folgenden Modell zusammenfassen (Abb. 26):
Nachdem ein DSB aufgetreten ist (spontan, enzymatisch, in der Meiose, durch
Chemikalien oder durch Strahlung), erkennt der MRX-Komplex den DSB als
solchen, stabilisiert die losen DNA-Enden und vollzieht die Einzelstrangresektion, so
dass sich RPA an die einzelstrangige DNA anlagern kann. Bevor Rad52 den
Austausch von RPA zugunsten von Rad51 vermittelt, wird es mit SUMO modifiziert.
Hierbei ist der MRX-Komplex fir eine effiziente SUMOylierung essenziell.
Maoglicherweise ist die Modifizierung mit dem MRX-Komplex gekoppelt oder mit
anderen Reparaturproteinen wie RPA, welche erst nach dem MRX-Komplex ins
Geschehen eingreifen. (Beispielsweise konnte die SUMO-Konjugationsmaschinerie
an einen dieser Faktoren binden. Zusatzlich ware es maoglich, dass das Ausmal} der
Rad52-SUMOylierung durch RPA stimuliert wird.) Die SUMOylierung schutzt dabei
genau die Rad52-Molekule, die aktiv am Rekombinationsprozess beteiligt sind.
Dieser Schutz gilt fur die Zeit, in der Rad52 aktiv im Rekombinationsgeschehen
involviert ist. Zwar liegen hierzu noch keine Daten vor, doch nach einem
erfolgreichen Rekombinationsprozess wird SUMO vermutlich mit Hilfe von SUMO-
dekonjugierenden Enzymen von Rad52 abgespalten. Diese nun unmodifizierten
Rad52-Molekule konnten anschlieend ubiquityliert und vom Proteasom abgebaut
werden (Abb. 26). Demnach reguliert ein definiertes Zusammenspiel aus SUMO
und Ubiquitin das Schicksal von Rad52: Nach einem kurzzeitigen Schutz durch eine
SUMOylierung resultiert die Ubiquitylierung im Abbau von Rad52.

Als weiterfuhrende Untersuchung im Zusammenhang mit der Regulation von

Rad52 und dem Zusammenspiel von Ubiquitin und SUMO bietet sich an zu
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Abb. 26: Modell fur die Funktion der Rad52-SUMOylierung

Dargestellt sind die Reparatur eines DSB und der Einfluss der SUMOylierung auf
Rad52. Nach Auftreten eines DSB wird der MRX-Komplex rekrutiert, der fur eine
effiziente Modifikation von Rad52 mit SUMO essenziell ist. Die SUMOylierung schutzt
genau die Subpopulation der Rad52-Molekule vor einem Abbau, die aktiv am
Rekombinationsprozess beteiligt ist und den Austausch von RPA zugunsten von Rad51
vermittelt. Von den Rad52-Molekulen, die nach verrichteter Arbeit nicht mehr am
Rekombinationsgeschehen beteiligt sind, wird SUMO abgespalten, und anschlieBend
werden diese Molekule ubiquityliert und vom Proteasom abgebaut. (Fur weitere
Erklarungen siehe Text.)

analysieren, ob von den SUMOylierten Rad52-Molekulen tatsachlich zunachst
SUMO abgespalten wird, bevor die Ubiquitylierung erfolgt. Daruber hinaus ware es
interessant zu erfahren, welche Enzyme fur die Ubiquitylierung und die
vermeintliche Dekonjugation von SUMO verantwortlich sind und wie diese Prozesse
reguliert werden. Gleiches gilt fur die SUMOylierung, denn noch ist unklar, welche
molekularen Begebenheiten nach einem DSB fur die Modifikation mit SUMO
verantwortlich sind und welche Rolle der MRX-Komplex in diesem Zusammenhang
genau spielt. Ferner konnte die Lokalisierung von Rad52 unter verschiedenen
Bedingungen untersucht und dabei das Verhalten von WT Rad52 und der
SUMOylierungsdefiziente Mutante verglichen werden. So koénnte man
beispielsweise live cell imaging-Experimente durchfihren, bei denen man
Rekombinationsereignisse durch Behandlung der Zellen mit Rdntgenstrahlen
induziert oder das Proteasom und seine proteolytischen Funktionen inhibiert.
Folglich scheint auch eine weiterfuhrende Untersuchung der molekularen
Mechanismen bei der Rad52-SUMOylierung interessant zu sein.
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V MATERIAL UND METHODEN

Die nachfolgenden mikrobiologischen, molekularbiologischen und biochemischen
Methoden richten sich im Wesentlichen nach Standardprotokollen (Sambrock et al.,
1989; Ausubel et al., 1994) und nach den Angaben der Hersteller.

Soweit nicht anders vermerkt, wurden analysenreine Chemikalien und
Reagenzien der Firmen Amersham Pharmacia, Applied Biosystems, Biomol, Biorad,
Difco, Fluka, Invitrogen, Kodak, Merck, New England Biolabs, Promega, Roth,
Roche, Riedel de Haen, Serva oder Sigma verwendet.

In fast allen der unten beschriebenen Methoden wurden entionisiertes,
steriles Wasser, sterile Losungen und sterile Gefale eingesetzt.

V.1 Computeranalysen

Datenbankrecherchen (Sequenzsuche, Sequenzvergleiche und Literatur-
recherchen) wurden mit Hilfe des National Center for Biotechnology Information
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) und der Saccharomyces Genome Database
(http://www.yeastgenome.org) durchgefuhrt. Fir Sequenzanalysen (Erstellen von
Restriktionskarten, Auswertung von DNA-Sequenzierungen, Vergleiche von DNA-
und Proteinsequenzen und Design von Primern) wurde das Programmpaket
DNAStar (DNA-Star Inc.) verwendet.

Filme von Westernblots wurden mit einem AGFA Scanner (Arcus II)
digitalisiert und mit dem Programm Adobe Photoshop (Adobe Systems Inc.)
bearbeitet. Alternativ wurden die Westernblots mit einer CCD-Kamera (LAS,
Fujifilm) detektiert und die Daten mit den Softwareprogrammen Image Reader LAS
1000 (Fujifilm), Image Gauge (Fujifilm) und Adobe Photoshop (Adobe Systems Inc.)
prozessiert. Die Erstellung von Texten, Tabellen, Graphiken und Abbildungen sowie
die Auswertung von Messdaten erfolgte mit Hilfe des Microsoft Office Pakets
(Microsoft Corp.) und mit Hilfe von Kaleidagraph (Synergy Software).

V.2 Mikrobiologische und genetische Techniken

V.2.1 Arbeitstechniken flir Escherichia coli

E. coli Stamme

TG1: supE thi-1 A(lac-proAB) A(mcrB-hsdSM)5 (rg- mg-)
[F’ traD36 proAB lacl®ZAM15] (Stratagene)

XL1-Blue: hsdR17 recA1 endA1 gyrA46 thi-1 supE44 relA1 lac
[F' proAB lacl®ZAM15 Tn10(Tet")] (Stratagene)

XL10-Gold: Tet” A(mcrA)183 A(mcrB-hsdSMR-mrr)173 endA1

supE44 thi-1 recA1 gyrA96 relA1 lac Hte

[F’ proAB lacl®ZAM15 Tn10(Tet’) Amy Cam']a (Stratagene)
BL21(DE3)/RIL: B F ompT hsdS(rB mB’) dcm Tet' galr (DE3)

EndA Hte [argU ileY leuW Cam'] (Stratagene)
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E. coli Vektoren

pET28b,c (Novagen)
pQE9 (Qiagen)
pQE32 (Qiagen)

E. coli Plasmidkonstrukte

Expressionskonstrukte fur Pol30, Ubc9 und Smt3 entstammen friheren Studien der
Arbeitsgruppe. Fur die Reinigung von Rad52 als His-Fusionsprotein wurden die
entsprechenden Sequenzen aus two hybrid-Konstrukten (siehe V.2.2) subkloniert.
Die zwei verwendeten Konstrukte waren pET28c-Rad52(+33), das fur die 33
Aminosauren vor dem eigentlichen Start-Codon sowie den eigentlichen
Leserahmen von Rad52 kodierte (insgesamt 504 Aminosauren), und pET28b-
Rad52AN294, das nur fur die Aminosauren 295 bis 471 von Rad52 kodierte.

Kultivierung und Lagerung von E. coli

Flassigkulturen in LB-Medium (1% Trypton, 0,5% Hefeextrakt, 1% NaCl; sterilisiert
durch Autoklavieren) wurden bei 37°C geschduttelt (200rpm) und Agarplatten (LB-
Medium mit 1,5% Agar) bei 37°C inkubiert. Fur die Selektion von transformierten
Bakterien wurden dem Medium Antibiotika in einer Konzentration von 50ug/mi
(Ampicillin), 30pg/ml (Kanamycin), 34ug/ml (Chloramphenicol) bzw. 10pg/mi
(Tetracyclin) zugefugt. Die Dichte von E. coli Kulturen wurde photometrisch bei
einer Wellenlange von 600 nm (ODego) bestimmt. Kurzfristig wurden Bakterien als
Ausstriche auf Agarplatten fur circa eine Woche bei 4°C aufbewahrt. Fir die
langfristige Lagerung wurden stationare Flussigkulturen mit Glycerin versetzt
(Endkonzentration 20%) und bei —80°C eingefroren.

Herstellung kompetenter Bakterien

Es wurden sowohl chemisch-kompetente als auch elektro-kompetente Zellen
verwendet. In beiden Fallen wurde aus einer Einzelkolonie des entsprechenden E.
coli Stammes eine Ubernachtkultur in Flissigmedium angeimpft. Mit 10ml dieser
Kultur wurde 11 LB-Medium inokuliert und bis zu einer ODggo von 0,4 bis 0,6 bei
37°C inkubiert. Nach Abkuhlung der Kultur in Eiswasser (1 h) wurden die Zellen
durch Zentrifugation (5 min, 5000g, 4°C) geerntet. Alle weiteren Schritte wurden im
Kdhlraum unter Verwendung von zuvor gekuhlten sterilen Materialien und Losungen
durchgefuhrt.

FuUr die Herstellung chemisch-kompetenter Zellen wurde das Zellsediment in
25ml einer kalten CaCl,-Losung (60mM CaCl,, 15% Glycerin, 10mM PIPES
(Piperazin-N,N’-bis(2-Ethansulfonsaure)) [pH 7,0]) vorsichtig resuspendiert, erneut
zentrifugiert und in 25ml kalter CaCl,-Losung fur 1 h in Eiswasser inkubiert. Nach
einer weiteren Zentrifugation wurden die Zellen in 5ml CaCl,-Losung aufgenommen,
wieder in Eiswasser (1 h) inkubiert und schliel3lich in Aliquots zu 100yl bei -80°C
gelagert.

Fur die Herstellung von elektro-kompetenten Zellen wurde das Zellpellet in 1l
Wasser resuspendiert und 1 h auf Eis inkubiert. Die Zellen wurden erneut
zentrifugiert und der Waschschritt mit 0,51 Glycerin (10% v/v) wiederholt. Die Zellen
wurden in 20ml Glycerin (10% v/v) resuspendiert und nach einer Inkubation (30
min) in Eiswasser erneut durch Zentrifugation geerntet. SchlieRlich wurden die
Zellen in 3ml Glycerin (10% v/v) resuspendiert und in Aliquots zu 50ul bei -80°C
gelagert.
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Transformation von Plasmid-DNA in Bakterienzellen
Kurz vor einer Transformation wurden die kompetenten Zellen auf Eis aufgetaut.
FUr eine chemische Transformation wurden 30pl der kompetenten Zellen, die kurz
zuvor auf Eis aufgetaut worden waren, mit circa 10ng Plasmid gemischt und fur 30
min auf Eis inkubiert. Nach einem Hitzeschock von 45 sek bei 42°C und einer
anschlieBenden Abkuhlung fur 1 min auf Eis wurden die Bakterien in 1ml LB-
Medium (ohne Antibiotika) aufgenommen. Nach einer Inkubation von 60 min bei
37°C wurde die Zellsuspension auf Selektionsplatten ausgestrichen.
FuUr eine Elektroporation wurden circa 10ng Plasmid bzw. 2ul eines gegen Wasser
dialysierten Ligationsansatzes mit 25ul der elektrokompetenten Zellen gemischt. Die
Suspension wurde in eine Elektroporationskuvette (0,1cm Spaltbreite) mit einem
Puls von 1,8kV und 25uF bei einem Widerstand von 200Q elektroporiert.
Unmittelbar nach dem elektrischen Puls wurden die Zellen in 1ml LB-Medium (ohne
Antibiotika) aufgenommen, in ein Eppendorfgefall transferiert und nach einer
Inkubation fur 1 h bei 37°C auf Selektionsplatten ausgebracht.

Im Anschluss an eine Transformation wurden Zellen auf den
Selektionsplatten in der Regel Uber Nacht bei 37°C inkubiert.

Expression von Proteinen in E. coli

Far die Expression rekombinanter Proteine wurde der E. coli Stamm BL21(DE3)/RIL
verwendet. In der Regel wurden Kulturen mit einem Volumen von 2| benutzt, fur
Expressiontests Kulturen mit einem Volumen von 10ml. Die Inokulation erfolgte
jeweils mit einer 1:100 Verdinnung aus einer Ubernachtkultur. Bei einer ODgg von
circa 0,6 wurde die Expression durch Zugabe von IPTG (1mM Endkonzentration)
bei RT (Raumtemperatur) oder 30°C induziert. Die IPTG-Induktion erfolgte in der
Regel fur 2 bis 4 h. Es wurden Proben vor oder nach der Induktion entnommen, um
die Expression zu Uberprufen. Die Zellen, aus denen spater die rekombinanten
Proteine aufgereinigt werden sollten, wurden abzentrifugiert (5 min, 5000g, 4°C),
einmal in PBS (137mM NacCl, 2,7mM KCI, 8mM Na,HPOsM, 1,4mM KH>PO,4 [pH
7,4]) gewaschen und nach Schockfrieren in flussigem Stickstoff bei —80°C gelagert.

V.2.2  Arbeitstechniken flir Saccharomyces cerevisiae

S. cerevisiae Vektoren

pYCplac33, pYCplac22, pYCplac111, pYiplac204, pYiplac211, pYiplac128 (Gietz
und Sugino, 1988)

pGAD-C, pGBD-C (James et al., 1996)

S. cerevisiae Stamme

Name Genotyp Referenz
DF5 trp1-1 ura3-52 his3A200 leu2-3,11 lys2-801 (Finley et al., 1987)
YMS244 LEU2::pYI-ADH-""SMT3 rad52::URA3 diese Arbeit
Y1094 SMT3::pYI-ADH-""SMT3::URA3 diese Arbeit
YMS665 SMT3::pYI-ADH-""SMT3::URA3 siz2::HIS3MX6 diese Arbeit
Y0762 smt3::HIS3MX6 URA3::GAL-"SMT3 diese Arbeit
Y0764 smt3::HIS3MX6 URA3::GAL-""*SMT3 diese Arbeit
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Name Genotyp Referenz
Y0233 ubc9::TRP1 ubc9-1::LEU2 bar1::HIS3 (Seufert et al.,
1995)
YBP249 Siz1::HIS3MX6 (Pfander et al.,
2005)
Y1136 Siz2::HIS3MX6 diese Arbeit
Y1860 mms21::HIS3MX6 diese Arbeit
YMS258 rad52::kanMX6 diese Arbeit
Y0018 rad6::HIS3MX6 (Ulrich und Jentsch,
2000)
YMS628 rad52::kanMX6 TRP1::pYI-RAD52 diese Arbeit
YMS629 rad52::kanMX6 TRP1::pYl-rad52-K10,11,220R diese Arbeit
YMS279 srs2::HISSMX6 sgs1::HISSMX6 rad52::kanMX6 diese Arbeit
YMS358 srs2::HIS3MX6 rrm3::kanMX6 rad52::kanMX6 diese Arbeit
YMS427 $gs1::HIS3MX6 rrm3::kanMX6 rad52::kanMX6 diese Arbeit
YMS657 srs2::HIS3MX6 rrm3::kanMX6 rad52::kanMX6 diese Arbeit
rad59::natNT2 pYC33-RRM3 pYC111-RAD52
YMS660 srs2::HIS3MX6 rrm3::kanMX6 rad52::kanMX6 diese Arbeit
rad59::natNT2 pYC33-RRM3 pYC111-rad52-K10,11,220R
YMS272 srs2::HIS3MX6 rad52::kanMX6 diese Arbeit
YMS270 rad52::kanMX6 rad51::HIS3MX6 diese Arbeit
YMS647 srs2::natNT2 rad52::kanMX6 rad51::HIS3MX6 diese Arbeit
YMS642 rrm3::kanMXG6 srs2::natNT2 rad52::kanMX6 diese Arbeit
rad51::HIS3MX6
Y1096* ho::LYS2/ho::LYS2 lys2/lys2 ura3/ura3 diese Arbeit
leu2::hisG/leu2::hisG arg4-nsp/arg4-bgl
his4X::LEU2(Bam)-URAS3/his4B::LEU2
dmc1::LEU2/dmc1::LEU2
SMT3::pYI-ADH-""SMT3::kanMX6
Y1083* ho::hisG/ho::hisG lys2/lys2 ura3/ura3 leu2/leu2 his3/his3 (Huang et al., 2005)
(LH177) trp1AFA/trp 1AFA
Y1087* ho::LYS2/ho::LYS2 lys2/lys2 ura3/ura3 (Gasior et al., 1998)
(DKB490) leu2::hisG/leu2::hisG ade2::LK/ade2::LK
his4XB/his4B::ADE2-his4X
spo11::hisG-URA3-hisG/spo11::hisG-URA3-hisG
YMS433* ho::hisG/ho::hisG lys2/lys2 ura3/ura3 leu2/leu2 his3/his3 diese Arbeit
trp1AFA/trp1AFA
rad50::kanMX6/rad50::kanMX6
Y1085* ho::LYS2/ho::LYS2 lys2/lys2 ura3/ura3 (Gasior et al., 1998)
(ASY103) leu2::hisG/leu2::hisG arg4-Nspl/arg4-Bglll
his4X::LEU2-BamHI-URA3/his4B::.LEU2
dmc1::LEU2/dmc1::LEU2
Y1084* ho::LYS2/ho::LYS2 lys2/lys2 ura3/ura3 (Gasior et al., 1998)
(ASY102) leu2::hisG/leu2::hisG arg4-Nspl/arg4-Bglll
his4X::LEU2-BamHI-URA3/his4B::.LEU2
rad51::hisG-URA3-hisG/rad51::hisG-URA3-hisG
YMS345* ho::hisG/ho::hisG lys2/lys2 ura3/ura3 leu2/leu2 his3/his3 diese Arbeit
trp1AFA/trp1AFA
dmc1::HIS3MX6/dmc1::HIS3MX6
rad17::kanMX6/rad17::kanMX6
YMS346* ho::hisG/ho::hisG lys2/lys2 ura3/ura3 leu2/leu2 his3/his3 diese Arbeit

trp1AFA/trp1AFA
dmc1::HIS3MX6/dmc1::HIS3MX6
rad52::kanMX6/rad52::kanMX6
LEU2::pYI-RAD52/LEU2::pYI-RAD52
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Name

Genotyp

Referenz

YMS347*

ho::hisG/ho::hisG lys2/lys2 ura3/ura3 leu2/leu2 his3/his3
tro1AFA/trp1AFA

dmc1::HIS3MX6/dmc1::HIS3MX6
rad52::kanMX6/rad52::kanMX6
LEUZ2::pYl-rad52-K10,11,220R/
LEUZ2::pYl-rad52-K10,11,220R

diese Arbeit

YMS437*

ho::hisG/ho::hisG lys2/lys2 ura3/ura3 leu2/leu2 his3/his3
trp1AFA/trp1AFA

dmc1::HIS3MX6/dmc1::HIS3MX6
red1::kanMX6/red1::kanMX6

diese Arbeit

YMS376*

ho::hisG/ho::hisG lys2/lys2 ura3/ura3 leu2/leu2 his3/his3
trp1AFA/trp1AFA
hop2::kanMX6/hop2::kanMX6

diese Arbeit

YMS377*

ho::hisG/ho::hisG lys2/lys2 ura3/ura3 leu2/leu2 his3/his3
tro1AFA/trp1AFA
mnd1::kanMX6/mnd1::kanMX6

diese Arbeit

YMS378*

ho::hisG/ho::hisG lys2/lys2 ura3/ura3 leu2/leu2 his3/his3
tro1AFA/trp1AFA
mnd2::kanMX6/mnd2::kanMX6

diese Arbeit

YMS380*

ho::hisG/ho::hisG lys2/lys2 ura3/ura3 leu2/leu2 his3/his3
trp1AFA/trp1AFA
red1.::kanMX6/red1::kanMX6

diese Arbeit

YMS202*

ho::hisG/ho::hisG lys2/lys2 ura3/ura3 leu2/leu2 his3/his3
trp1AFA/trp1AFA
rad17::kanMX6/rad17::kanMX6

diese Arbeit

YMS379*

ho::hisG/ho::hisG lys2/lys2 ura3/ura3 leu2/leu2 his3/his3
trp1AFA/trp1AFA
pch2::kanMX6/pch2::kanMX6

diese Arbeit

YMS205*

ho::hisG/ho::hisG lys2/lys2 ura3/ura3 leu2/leu2 his3/his3
trp1AFA/trp1AFA
sgs1::kanMX6/sgs1::kanMX6

diese Arbeit

YMS434*

ho::hisG/ho::hisG lys2/lys2 ura3/ura3 leu2/leu2 his3/his3
tro1AFA/trp1AFA
spo13::kanMX6/spo13::kanMX6

diese Arbeit

YMS435*

ho::hisG/ho::hisG lys2/lys2 ura3/ura3 leu2/leu2 his3/his3
trp1AFA/trp1AFA
ndt80::kanMX6/ndt80::kanMX6

diese Arbeit

YMS439*

ho::hisG/ho::hisG lys2/lys2 ura3/ura3 leu2/leu2 his3/his3
trp1AFA/trp1AFA
zip1::kanMX6/zip1::kanMX6

diese Arbeit

YMS307*

ho::hisG/ho::hisG lys2/lys2 ura3/ura3 leu2/leu2 his3/his3
trp1AFA/trp1AFA
rad52::kanMX6/rad52::kanMX6

diese Arbeit

YMS308*

ho::hisG/ho::hisG lys2/lys2 ura3/ura3 leu2/leu2 his3/his3
trp1AFA/trp1AFA

rad52::kanMX6/rad52::kanMX6
LEU2::pYI-RAD52/LEU2::pYI-RAD52

diese Arbeit

YMS311*

ho::hisG/ho::hisG lys2/lys2 ura3/ura3 leu2/leu2 his3/his3
trp1AFA/trp1AFA

rad52::kanMX6/rad52::kanMX6
LEU2::pYl-rad52-K10,11,220R/
LEU2::pYl-rad52-K10,11,220R

diese Arbeit

YMS646*

ho::hisG/ho::hisG lys2/lys2 ura3/ura3 leu2/leu2 his3/his3
trp1AFA/trp1AFA
sae2::kanMX6/sae2::kanMX6

diese Arbeit
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Name Genotyp Referenz
Y0708 his1-1/his1-1 (Pfander et al.,
2005)
Y0709 his1-7/his1-7 (Pfander et al.,
2005)
Y0710 his1-1/his1-7 (Pfander et al.,
2005)
YMS312 his1-1/his1-1 rad52::kanMX6/rad52::kanMX6 diese Arbeit
LEU2::pYI-RAD52/LEU2::pYI-RAD52
YMS313 his1-1/his1-7 rad52::kanMX6/rad52::kanMX6 diese Arbeit
LEU2::pYI-RAD52/LEU2::pYI-RAD52
YMS314 his1-7/his1-7 rad52::kanMX6/rad52::kanMX6 diese Arbeit
LEU2::pYI-RAD52/LEU2::pYI-RAD52
YMS315 his1-1/his1-1 rad52::kanMX6/rad52::kanMX6 diese Arbeit
LEUZ2::pYl-rad52-K10,11,220R/
LEUZ2::pYl-rad52-K10,11,220R
YMS316 his1-1/his1-7 1 rad52::kanMX6/rad52::kanMX6 diese Arbeit
LEUZ2::pYl-rad52-K10,11,220R/
LEU2::pYl-rad52-K10,11,220R
YMS317 his1-7/his1-7 1 rad52::kanMX6/rad52::kanMX6 diese Arbeit
LEUZ2::pYl-rad52-K10,11,220R/
LEUZ2::pYi-rad52-K10,11,220R
YMS504" ade2-5'A::TRP1::ade2-n rad52::LEU2 (Rattray und
(yAR81) Symington, 1994)
YMS505' ade2-5'A::TRP1::ade2-n (Rattray und
(yAR91) Symington, 1994)
YMS529° ade2-5'A::TRP1::ade2-n rad52::LEU2 diese Arbeit
kanMX6::pYI-RAD52
YMS530° ade2-5'A::TRP1::ade2-n rad52::LEU2 diese Arbeit
kanMXG6::pYl-rad52-K10,11,220R
YBP390** leu2-112::URA3::leu2-k diese Arbeit
YMS489** leu2-112::URA3::leu2-k rad52::kanMX6 diese Arbeit
YMS491** leu2-112::URAS3::leu2-k rad52::kanMX6 diese Arbeit
TRP1::pYI-RAD52
YMS496** leu2-112::URAS3::leu2-k rad52::kanMX6 diese Arbeit
TRP1::pYl-rad52-K10,11,220R
YMS520™ ho HML mat::leu2::hisG hmrA3 leu2-3,112 ura3-52 trpl thr4 (Sugawara et al.,
(tNS1379) (ura3[205 bp]-cut site-URA3) pFH800 2000)
YMS521™ tNS1379 rad59::kanMX (Sugawara et al.,
(tNS1573) 2000)
YMS630™ tNS1379 rad52::natNT2 diese Arbeit
YMS631™ tNS1573 rad52::natNT?2 diese Arbeit
YMS534" rrm3::natNT2 rad52::kanMX6 diese Arbeit
YMS535" cim3-1 rrm3::natNT2 rad52::kanMX6 diese Arbeit
Y06464™ BY4741 rad50::kanMX4 Euroscarf
Y00810™ BY4741 mre11::kanMX4 Euroscarf
Y04205™ BY4741 xrs2::kanMX4 Euroscarf
BY5563™ - (Tong et al., 2001)
Y03114™ BY4741 tel1::kanMX4 Euroscarf
Y1116© WT (Paulovich und
(1830-2-4a) Hartwell, 1995)
Y1117© mec1-1 (Paulovich und
(DLY285) Hartwell, 1995)

PJ69-7a%¢

gal4 gal80 LYS2::GAL1-HIS3
GAL2-ADE2 met2::GAL7-lacZ

(James et al., 1996)
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Alle Stamme sind isogen zu DF5 (Finley et al., 1987) mit Ausnahme der folgenden
Stamme:

* Diese Stamme sind Derivate des Hefestamms SK1, der sehr effizient
sporuliert (Gasior et al., 1998; Huang et al., 2005).

Diese Stamme sind Derivate von 344-109D, der von W303 abstammt
(Aguilera und Klein, 1988).

Diese Stamme sind Derivate der yAR-Serie, die von W303 abstammt
(Rattray und Symington, 1994).

Diese Stamme basieren auf tNS1379 (Sugawara et al., 2000).

# Diese Stamme basieren auf CMY826, der ein Derivat von S288C ist.
CMY826 stammt von Carl Mann.

Diese Stamme basieren auf BY4741, der ein Derivat von S288C ist,
und stammen von Euroscarf bzw. Marc Sohrmann.

@  Diese Stamme basieren auf A364a (Paulovich und Hartwell, 1995).
@@ Dieser Stamm basiert auf DGY63::171 (James et al., 1996).

*%

has

##

S. cerevisiae Plasmidkonstrukte

Die DNA-Sequenz, die fur das RADS2 Gen kodiert, stammt aus einer genomischen
Bibliothek (L9-Bibliothek, Labor M. Hall) und wurde in folgende Plasmide kloniert:
pYCplac33, pYCplac22, pYCplac111, pYiplac204, pYiplac211, pYiplac128. Die
Sequenz fangt 984 Basenpaare vor dem Start-Codon an und endet 318
Basenpaare nach dem Stop-Codon, wobei sich die Angaben auf die SGD-
Datenbank (http://www.yeastgenome.org) beziehen. Wenn angegeben, ist das
kanMX6 Gen in die URA3-Sequenz des Plasmids pYiplac211 integriert worden, um
eine Selektion auf Kanamycin zu ermoglichen. Mutanten von Rad52 wurden mittels
zielgerichteter Mutagenese generiert, indem Basentriplets, die ursprunglich fur
einen Lysinrest kodierten, zu Codons mutiert wurden, die dann fur Argininreste
kodierten. Zur Analyse von two hybrid-Interaktionen wurde RADS52 durch PCR aus
genomischer Hefe-DNA amplifiziert und im korrekten Leserahmen zur DNA-
Bindedomane von Gal4 in den Vektor pGBD-C eingefugt. Das Konstrukt pGBD-
RADS52(+33) umfasste den eigentlichen Leserahmen von Rad52 sowie die 33
Aminosauren vor dem eigentlichen Start-Codon (insgesamt 504 Aminosauren).

Die fur SRS2 kodierende Sequenz inklusive der fir den Promotor und den
Terminator wurde nach der Amplifikation aus genomischer Hefe-DNA in pYCplac33
kloniert. Derselbe Vektor und dieselbe Klonierungsstrategie wurden far die
Expression von Rrm3 und Sgs1 verwendet. Hierbei erfolgte die
Expressionskontrolle durch den eigenen Promotor bzw. den ADH7-Terminator.

Zur Uberexpression von mit einem Epitop markierten SUMO wurde SMT3 als
Fusion mit mehreren Histidinresten oder dem myc-Epitop in die Plasmide
pYilplac128 oder pYiplac211 kloniert und stand dabei unter der Kontrolle des
GAL1/10- bzw. des ADH1-Promotors. Wenn angegeben ist das kanMX6 Gen in die
URA3-Sequenz des Plasmids pYiplac211 integriert worden, um eine Selektion auf
Kanamycin zu ermoglichen.

Weitere benutzte Plasmidkonstrukte entstammen vorangegangenen Studien
der Arbeitsgruppe.

Kultivierung von S. cerevisiae

Flassigkulturen wurden mit frisch gewachsenen Hefen von Ausstrichen auf Platte
angeimpft. Es wurde stets mit Flussigkulturen gearbeitet, welche aus einer frischen
Ubernachtkultur verdinnt worden waren. Das Wachstum erfolgte in der Regel bei
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30°C. Bei temperatursensitiven Mutanten wurde die Wachstumstemperatur variiert.
Die Zelldichte wurde photometrisch bestimmt und die Zellzahl berechnet (ODggo=1
entsprechen circa 1,5x10” Zellen/ml). Fir kurze Zeit (circa vier Wochen) wurden
Hefen auf Platten bei 4°C gelagert. Fur die Langzeitaufbewahrung wurde eine
stationare Kultur mit Glycerin (16,7% Endkonzentration) versetzt und bei —80°C
aufbewahrt.

Bei der Verwendung DNA-schadigender Agenzien wie MMS, Zeocin oder 4-
NQO wurden die Zellen fur 2 h inkubiert, sofern nicht anders angegeben. Bei der
Behandlung mit Rontgenstrahlen erfolgte die Bestrahlung an einem Rontgengerat
(Siemens) im Max-Planck-Institut fir Neurobiologie. Die Strahlungsintensitat betrug
dabei 1132 rad/min (100 rad entsprechen 1 Gy). Die Zellen wurden bei RT inkubiert
und 45 min nach der Bestrahlung geerntet.

Medien fir S. cerevisiae

Bei Platten enthalt das entsprechende Medium 2% Agar. Bei Platten mit 5-FOA (5-
Fluor-Orotsaure), Nourseothricin (100mg/l), Kanamycin (200mg/l), MMS, Zeocin
oder 4-NQO wurde das Medium nach dem Aufkochen erst auf 55°C abgekuhilt,
bevor die angegebene Chemikalie hinzugefugt wurde.

YPD

1% Hefeextrakt
2% Bacto-Pepton
2% D-(+)-Glukose

SC-Medium

2% D-(+)-Glukose

0,67% Yeast Nitrogen Base

0,2% drop out Aminosaure-Mix (Herstellung je nach Bedarf, um die
entsprechende Selektion zu ermdglichen)

5-FOA Platten
wie das SC-Medium, zusatzlich 30mg Uracil und 1g 5-FOA pro Liter Medium

YP Laktat Medium

1% Hefeextrakt

2% Bacto-Pepton

3,7% Milchsaure

(12g NaOH wurden in 900ml Wasser gelost, und der pH-Wert mit 85%iger
Milchsaure auf pH 5,5 eingestellt. AnschlieBend wurden Hefeextrakt und Bacto-
Pepton hinzugefugt und das Medium sterilisiert.)

YP Glycerin Medium
1% Hefeextrakt

2% Bacto-Pepton
2% Glycerin

YP Acetat Medium
1% Hefeextrakt
2% Bacto-Pepton
2% Kaliumacetat
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Sporulationsmedium
1,5% Kaliumacetat (Protokoll der Sporulation zwecks Tetradenanalyse)
0,4% Kaliumacetat (Protokoll der synchronen Sporulation)

Herstellung kompetenter Hefezellen

Hefezellen wurden aus einer Ubernachtkultur auf eine ODgy von 0,1 inokuliert und
bis zu einer ODgg von 0,5 bis 0,7 kultiviert. Die Zellen wurden durch Zentrifugation
(500g, 5 min, RT) geerntet, mit sterilem Wasser und mit SORB (100mM LiOAc,
10mM Tris/HCI [pH 8,0], 1mM EDTA [pH 8,0], 1M Sorbitol; durch Filtration
sterilisiert) gewaschen und schlieBlich in 360ul SORB pro 50ml Kulturvolumen
resuspendiert. Nach Zugabe von 40ul Trager-DNA (Lachssperma-DNA, 10mg/ml)
wurden die Zellen aliquotiert und bei —80°C eingefroren.

Transformation von Hefezellen

Fir die Transformation von PCR-Produkten bzw. Plasmid-DNA wurden in der Regel
50ul bzw. 10yl kompetente Zellen verwendet. Hierfur wurde zu den kompetenten
Hefezellen die zu transformierende DNA (PCR-Fragment, linearisierter Vektor oder
Plasmid) gegeben und gut gemischt. Diese Suspension wurde in sechs Volumen
PEG (100mM LiOAc, 10mM Tris/HCI [pH 8,0], 1/mM EDTA [pH 8,0], 40% PEG-
3350; durch Filtration sterilisiert) aufgenommen und bei RT fur 30 min inkubiert.
Nach der Zugabe von DMSO (Endkonzentration 10%) wurde der Ansatz fur 15 min
bei 42°C inkubiert. Diese Inkubationszeit betrug bei temperatursensitiven Stammen
nur 8 min. Nach einer Zentrifugation (3 min, 500g, RT) wurden die transformierten
Zellen in 100l Wasser aufgenommen und auf eine Selektionsplatte ausgebracht.
Bei der Verwendung der Antibiotika Nourseothricin oder Kanamycin als
Resistenzmarker erfolgte vor dem Ausplattieren eine Inkubation (3 h) der
transformierten Zellen in YPD. Zudem war in diesen Fallen eine Replika-Plattierung
auf eine weitere Selektionsplatte notwendig, um den Hintergrund an falsch-positiven
Zellen zu reduzieren.

Genomische Integration mittels homologer Rekombination
Lineare DNA in Form linearisierter Plasmide wurde in Hefezellen transformiert, um
eine Integration in das Genom durch homologe Rekombination zu erreichen. Die
pYlplac-Plasmide (Gietz und Sugino, 1988) enthalten lediglich einen
Auxotrophiemarker und kein autonomes Replikationselement. Das untersuchte Gen
wurde so in einen integrativen Vektor kloniert, dass es unter der Kontrolle des
eigenen Promotors oder eines anderen Hefepromotors stand, der die konstitutive
oder konditionale Expression des Gens ermoglichte. Fur die Transformation wurde
das Plasmid im Gen des Selektionsmarkers linearisiert. Uber die entstandenen
Enden konnte die Integration in die entsprechenden homologen Bereiche im Genom
durch homologe Rekombination erfolgen.

Eine Gendeletion erfolgte Uber eine PCR-Strategie (Longtine et al., 1998;
Knop et al., 1999; Janke et al., 2004). Circa 55 Basenpaare korrespondierend zur
Sequenz des Promotors vor dem Start-Codon bzw. des Terminators nach dem
Stop-Codon wurden als Oligonukleotide synthetisiert. An beide Primer wurde eine
Standardsequenz angefugt, mit der eine Deletionskassette (Longtine et al., 1998;
Janke et al., 2004) uber PCR amplifiziert wurde. Das PCR-Produkt wurde gefallt
(siehe V.4.1) wund in kompetente Hefezellen transformiert.
Rekombinationsereignisse wurden uber Integration eines Auxotrophie- bzw.
Resistenzmarkers selektiert. Die Gendeletion wurde mittels einer PCR (siehe V.4.2),
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uber die Analyse des Phanotyps und, sofern moglich, immunologisch im
Westernblot verifiziert.

Analyse des mating type von haploiden S. cerevisiae

Fur die Analyse des Konjugationstyps (mating type, MATa oder MATa) wurden die
Testerstamme RC634a und RC75-a verwendet. Diese Stamme sind jeweils
gegenuber dem Pheromon von Zellen des anderen mating types hypersensitiv. 50yl
einer wassrigen Zellsuspension eines Testerstammes wurden mit 5ml einer
geschmolzenen, 1%igen Agarlosung, die auf 45°C abgekuhlt war, vermischt und als
Top-Agar auf eine YPD-Platte gegossen. Die zu testenden Stamme wurden nach
Erstarren des Agars auf den hergestellten Top-Agar replikaplattiert. Nach circa 24 h
Inkubation bildeten sich aufgrund der Hypersensitivitat Halos aus. Dabei kam es
jeweils zur Ausbildung eines Halo um eine zu testende Kolonie, wenn der
Testerstamm den reziproken Konjugationstyp besal’. Diploide Zellen bildeten mit
keinem der beiden Testerstamme einen Halo aus, da sie kein mating type-
Pheromon sekretieren.

Kreuzung von haploiden S. cerevisiae Stammen

Zwei haploide Stamme von unterschiedlichem mating type (MATa und MATa)
wurden bis zur logarithmischen Wachstumsphase inkubiert. Gleiche Zellmengen
(10pl) wurden nacheinander auf eine vorgewarmte YPD-Agarplatte getupfelt. Nach
3 h Inkubation konnten fusionierte Hefezellen aufgrund ihrer charakteristischen
Morphologie (so genannter mexican hat bzw. hantelformige Zellen, die in der Mitte
eine Knospe tragen) identifiziert und mit dem Mikromanipulator (Singer MSM
System) vereinzelt werden. Enthielten die Ursprungsstamme unterschiedliche
Auxotrophiemarker, wurden die Zellen alternativ auf die entsprechenden
Selektionsplatten ausgestrichen und diploide Zellen durch ihr Wachstum selektiert.

Sporulation und Tetradenanalyse diploider S. cerevisiae Stamme

Diploide Hefezellen (500ul) einer stationaren Kultur (Wachstum fur mindestens 36
h) wurden durch Zentrifugation (2 min, 500g, RT) geerntet, viermal mit sterilem
Wasser gewaschen und anschliel3end in 4ml Sporulationsmedium aufgenommen.
Die Zellen wurden 72 h bei RT geschuttelt. 10ul der sporulierten Zellen wurden mit
10ul Zymolyase-20T-Losung (0,9M Sorbitol, 0,1M EDTA, 0,1M Tris/HCI [pH 8,0],
50mM DTT, 0,5mg/ml Zymolyase 20T (ICN Biochemicals)) gemischt und 10 min bei
RT verdaut. Hieraus wurden die Tetraden mit Hilfe eines Mikromanipulators (Singer
MSM System) ausgelegt. Das Wachstum der Sporen erfolgte fur 72 h ohne
Selektion, bevor eine Replika-Plattierung auf Selektionsplatten und eine Analyse
des mating types durchgefuhrt wurde.

Analyse von Protein-Protein-Interaktionen mit dem two hybrid-System
Protein-Protein-Interaktionen wurden durch das two hybrid-System getestet. Die zu
untersuchenden Proteine wurden am N-Terminus mit der DNA-Binde- bzw. der
Aktivierungsdomane von Gal4 fusioniert. Diese Fusionskonstrukte wurden
gleichzeitig im Hefestamm PJ69-7a exprimiert. Im Fall einer Interaktion zwischen
den beiden Proteinen fuhrte dies zur Rekonstitution des Gal4-
Transkriptionsaktivators und Expression eines Reportergens, das unter der
Transkriptionskontrolle von Gal4 lag. Als Reportergen dienten die Gene HIS3 und
ADE?2, so dass die Hefezellen bei einer positiven Interaktion auf einem
entsprechenden Selektionsmedium wachsen konnten.
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Synchrone Sporulation von S. cerevisiae

Um Zellen von S. cerevisiae synchron sporulieren zu lassen, wurden ausschlief3lich
SK1-Stamme verwendet, da diese sehr effizient sporulieren. Das vorliegende
Protokoll erlaubt zudem einen synchronen Sporulationsvorgang, so dass sich die
mit der Sporulation einhergehenden meiotischen Ereignisse gut charakterisieren
lassen. Zunachst wurde von einem Ausstrich auf YP Glycerin eine diploide
homozygote Einzelkolonie ausgewahlt und auf einer YPD-Platte ausgestrichen.
(Zellen von SK1, die nicht diploid sind oder Sauerstoff nicht mehr veratmen konnen,
weisen auf YP Glycerin-Platten eine unterschiedliche Morphologie auf.) Von der
YPD-Platte wurde eine Vorkultur in YPD angeimpft, aus der nach 24 h Inkubation
50ml YP Acetat auf ODgo=0,2 inokuliert wurden. Diese Zellen wurden nach 16 h
zunachst mit Wasser (30°C) gewaschen und anschlieend im doppelten Volumen
Sporulationsmedium (0,4% Kaliumacetat, 30°C) resuspendiert, um die synchrone
Sporulation zu starten. Die Probennahme erfolgte zu den gewulnschten Zeitpunkten,
und alle Inkubationsschritte fanden bei 30°C statt.

Phanotyp-Analyse durch Wachstumstests

Fur diese Arbeit wurden unterschiedliche Hefestamme auf ihre Sensitivitat
gegenuber der DNA-alkylierenden Substanz MMS und gegenuber Rontgenstrahlen
getestet. Hierzu wurden serielle Verdunnungen von Hefekulturen auf Platten
getupfelt, welche unterschiedliche Konzentrationen MMS enthielten oder mit einer
unterschiedlichen Dosis an Rontgenstrahlung behandelt wurden. In diesen
Versuchen wurden stationare Hefekulturen verwendet. Die Kulturen wurden in
sterilem Wasser auf eine ODggo von 0,5 eingestellt und in funf Schritten jeweils 1:5
verdunnt. Jeweils gleiche Mengen der letzten funf Verdinnungen wurden
nebeneinander auf Platten ausgebracht, indem ein mit den Zellsuspensionen
benetzter Stempel fur 25 sek auf den Platten platziert wurde. Das Austlupfeln
gleicher Zellzahlen wurde durch eine Kontrollplatte Gberprift, welche kein MMS
enthielt oder nicht bestrahlt wurde. Die Inkubation erfolgte zwei bis vier Tage bei
30°C.

Bestimmung der Rekombinationsraten

Die Haufigkeit von bestimmten Rekombinationsereignissen lasst sich mit Hilfe
genetisch veranderter Testerstdmme bestimmen. Diese besitzen zwei
unterschiedliche, nicht-funktionale Allele eines Gens. Durch Rekombination kann
aus diesen das funktionale WT Allel entstehen. In der Regel werden Auxotrophie-
Marker verwendet, so dass sich Rekombinationsereignisse leicht durch das
Wachstum auf einem entsprechenden Mangelmedium selektieren lassen. In dieser
Arbeit wurden drei unterschiedliche Systeme zur Bestimmung von
Rekombinationsraten benutzt.

Generell wurden die Rekombinationsfrequenzen fiur jeweils zehn
unabhangige Kulturen eines Stammes bestimmt und daraus die
Rekombinationsrate mit Hilfe eines Fluktuationstests ermittelt (Rosche und Foster,
2000). Hierfur wurde die Zahl der Mutanten aus jedem Ansatz auf die
durchschnittliche Zellzahl der Kulturen normiert und aus der Verteilung der
Mutanten mit einem maximum likelihood-Ansatz die wahrscheinlichste
Rekombinationsrate ermittelt. Aus mindestens drei unabhangigen Fluktuationstests
wurde die Rekombinationsrate gemittelt und die Standardabweichung berechnet.

Zur Bestimmung der Rekombinationsfrequenzen wurden entweder die
Kulturen mit einer geringen Zellzahl (1:20000 Verdinnung einer Ubernachtkultur)
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inokuliert und bis zum Erreichen der stationaren Wachstumsphase inkubiert, oder
es wurde mit einer kompletten, logarithmisch wachsenden Einzelkolonie von einer
Platte gearbeitet. Ein Teil der Zellen wurde jeweils zur Bestimmung der
Rekombinationsfrequenz plattiert, und durch das Plattieren einer Verdinnung auf
eine Kontrollplatte konnte die gesamte Zellzahl der Kultur bzw. der Kolonie
bestimmt werden. Die Platten wurden zwei bis drei Tage bei 30°C inkubiert und
anschlieBend die gewachsenen Kolonien ausgezahlt. Insgesamt wurden flur jeden
Stamm zehn unabhangige Kulturen benutzt und hieraus die Rekombinationsrate
mittels eines Fluktuationstests bestimmt (siehe oben).

Interchromosomale Rekombination wurde in diploiden Zellen zwischen zwei
Allelen von HIS1 untersucht. Dafur wurden Zellen verwendet, welche das Allel his1-
1 auf der einen Kopie des Chromosoms V und das Allel his1-7 auf der anderen
homologen Kopie des Chromosoms V trugen. Da die beiden Allele his7-1 und his1-
7 jedoch durch Mutation spontan zu einem funktionalen Allel revertieren kbnnen,
wurden auch die Reversionsraten von entsprechenden his1-1 bzw. his1-7
homozygoten Stammen bestimmt. Diese Reversionsraten wurden von der zunachst
berechneten Rekombinationsrate subtrahiert, um die tatsachliche
interchromosomale Rekombinationsrate zu ermitteln. Bei diesem System wurden
die Zellen auf SC™ und YPD plattiert.

Zudem wurde in zwei unterschiedlichen Systemen die intrachromosomale
Rekombination in haploiden Zellen untersucht. Einerseits wurde die
intrachromosomale Rekombination zwischen zwei gegenlaufig orientierten ADE2-
Allelen bestimmt, die das Gen TRP1 flankierten (inverted repeat-System, adeZ2-
5°A::TRP1::ade2-n) (Rattray und Symington, 1994). Bei diesem System wurden die
Zellen auf SC** und SC'™ plattiert.

Des Weiteren wurde zur Bestimmung der intrachromosomalen
Rekombination ein direct repeat-System verwendet, mit dem die Rekombination
zwischen zwei gleich orientierten LEUZ2-Allelen analysiert werden konnte (leu2-
112::URAS3::leu2-k) (Palladino und Klein, 1992). Dabei sind bei einer Rekombination
sowohl Leu” Ura*-Ereignisse als auch Ura-Ereignisse maglich. Letztere entstehen,
wenn der ursprunglich flankierte Abschnitt mit URA3 deletiert wird (Abb. 20). Bei
diesem System wurden die Zellen auf SC**"und SC**V" plattiert.

Induzierbarer SSA-Assay

Inwieweit sich Proteine am single strand annealing (SSA) beteiligen, Iasst sich mit
Hilfe von bestimmten Testerstammen untersuchen. In der vorliegenden Arbeit
wurde zu diesem Zweck ein Testerstamm gewahlt, bei dem zwei gleich orientierte,
205 bp (Basenpaar) lange Abschnitte des URA3-Promotors die Schnittstelle fur die
HO-Endonuklease flankieren (Sugawara et al., 2000, Abb. 21a). Durch Zugabe von
Galaktose konnte die Expression der HO-Endonuklease induziert werden, da alle
Stamme mit dem TRP1-Plasmid pFH800 transformiert wurden, welches die HO-
Endonulease unter der Kontrolle des GAL 10-Promotors (GAL10::HO) trug. Da die
eigentliche HO-Schnittstelle im Genom deletiert war, verursachte die HO-
Expression nur einen einzigen DSB, und zwar an der artifiziellen HO-Schnittstelle
zwischen den URA3-Abschnitten. Dieser DSB konnte (fast) nur iUber SSA repariert
werden (Sugawara et al., 2000), was zu einem Deletionsereignis fuhrte. Die
Ereignisse nach der Induktion bzw. dem Entstehen eines DSB lief3en sich anhand
der physikalischen Beschaffenheit der DNA analysieren. So wurde zu gewunschten
Zeitpunkten nach Zugabe der Galaktose das Zellmaterial geerntet, daraus die
genomische DNA gewonnen und mit Hilfe einer RealTime-PCR die DNA
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quantifiziert (ursprungliche Struktur des Rekombinationssubstrates gegenuber
Deletionsereignis).

SSA wurde in WT Zellen sowie in den Hefemutanten rad52, rad59 und rad52
rad59 analysiert. Zellen mit einer RAD52 Deletion wurden entweder mit einem
Leervektor transformiert oder exprimierten WT RAD52 oder die rad52-K10,11,220R-
Mutante von Plasmiden. Die Expression von Plasmiden wurde durch Westernblots
Uberpruft und war vergleichbar mit der Expression der entsprechenden RADS52-
Stamme. WT Zellen und die Hefemutante rad59 wurden mit einem Leervektor
transformiert.

Zur Versuchsdurchfilhrung wurden Kulturen in SC*™**™ angeimpft, um fiir
das Plasmid pFH800 und die RAD52-Allele bzw. den Leervektor zu selektieren. Aus
der Ubernachtkultur wurde auf eine ODgpo=0,015 in YP Laktat inokuliert und bis zu
einer ODggo von 0,5 bis 1,5 inkubiert (Dauer: 15 bis 20 h). Die Induktion der HO-
Endonuklease erfolgte durch Zugabe von Galaktose (Endkonzentration von 2%). Zu
den Zeitpunkten 0 h (unmittelbar vor der Induktion), 30 min, 2 h und 5 h wurden
jeweils 7,5 ODggo geerntet und die DNA extrahiert (siehe V.4.1). Die Quantifizierung
der DNA erfolgte mit dem Roche LightCycler 480 unter Verwendung der folgenden
Primer:

Primer 1 (5'-GTAAGGAGAAAATACCGCATCAG-3'),

Primer 2 (5-GTAGTGGGTGGCACACAAAG-3") und

Primer 3 (5-CAGCAACAGGACTAGGATGAG-3"). Die relativen Positionen der
Primer im Rekombinationssubstrat kann man der Abb. 21a entnehmen. Primer 1
und 2 ergaben ein PCR-Produkt von 568 bp Lange, wenn die Originalstruktur
erhalten war, wahrend Primer 1 und 3 in einem PCR-Produkt von 315 bp Lange
resultierten, sofern ein Deletionsereignis stattgefunden hatte. Als Kontrolle wurden
die zwei folgenden Primer verwendet, die spezifisch fur den ARG5/6 Locus sind:
ARG5/6 for 5-CAAGGATCCAGCAAAGTTGGGTGAAGTATGGTA-3" und

ARG5/6 rev 5'-GAAGGATCCAAATTTGTCTAGTGTGGGAACG-3".

Die Durchfuhrung der RealTime-PCR folgte den Angaben und Empfehlungen von
Roche. Die Hybridisierungstemperatur bei der PCR betrug 54°C bzw. 58°C. Jede
Reaktion wurde dreimal angesetzt.

Zur Berechnung des relativen SSA-Produkts wurden die Werte des
Deletionsereignisses zu den Werten des ARGS5/6 Locus normalisiert und
anschlie®end durch den 0 h-Wert der Originalstruktur dividiert. Dieser Wert wurde
zudem durch den Quotienten geteilt, der sich durch die Division der Zellzahl der
Zellen, die das Plasmid pFH800 tragen, durch die absolute Zellzahl ergibt. Dazu
wurden zum Zeitpunkt O h pro Stamm aus einer 1:20000 Verdunnung jeweils 100yl
auf je drei Platten YPD und SC'™ plattiert. Dies diente der Normalisierung auf den
Anteil der Zellen, bei denen Uberhaupt die Expression der HO-Endonuklease
induziert werden konnte. SchlieBlich wurde der 0 h Wert von allen Werten
subtrahiert, um eine Nulllinie zu generieren, denn einige Zellen wiesen bereits vor
der HO-Induktion ein Deletionsereignis auf.

Plasmid-shuffle von Helikasen

Der Plasmid-shuffle von Helikasen uber eine 5-FOA-Selektion erfolgte in
Hefezellen, in denen neben RADS52 noch die Gene fur zwei der drei folgenden
Helikasen deletiert waren: Sgs1, Srs2, Rrm3. Wenn diese Helikasen paarweise
deletiert sind, sterben die Zellen, sofern WT Rad52 noch prasent ist. Die Stamme
wurden mit einem URA3-Plasmid, welches eine der drei Helikasen exprimierte,
sowie mit einem Leervektor oder einem RADS2-Allel transformiert. Durch

- 67 -



Material und Methoden V.2 Mikrobiologische und genetische Techniken

Ausbringen auf 5-FOA-haltigem Medium wurden die Zellen dazu gebracht, gegen
URA3-Plasmide zu selektieren, so dass reine Helikasedoppelmutanten entstanden.
So konnte man die Auswirkung der verschiedenen Rad52-Allele auf das
Zellwachstum untersuchen.

Bei den Versuchen wurden Hefekulturen der spatlogarithmischen
Wachstumsphase verwendet, die in sterilem Wasser auf eine ODgyp von 12,5
eingestellt und in sieben Schritten jeweils 1:5 verdunnt wurden. Jeweils gleiche
Mengen aller acht Verdunnungen wurden nebeneinander auf Platten ausgebracht,
indem ein mit den Zellsuspensionen benetzter Stempel flr 25 sek auf den Platten
platziert wurde. Das Austupfeln gleicher Zellzahlen wurde durch eine Kontrollplatte
Uberpruft, die fur das Plasmid mit dem RAD&S2-Allel und das Plasmid mit der
Helikase selektierte. Beim Ausbringen auf 5-FOA-haltigem Medium wurde dagegen
fur das Plasmid mit dem RADS52-Allel, jedoch gegen das Plasmid mit der Helikase
selektiert. Die Inkubation erfolgte bei 30°C, bei den Kontrollplatten flur zwei Tage
und bei den 5-FOA-haltigen Platten fur vier bis funf Tage.

expression shut-off Experimente

Um die Halbwertszeiten von Proteinen zu bestimmen, wurden so genannte
expression shut-off Experimente durchgefuhrt. Dabei wurde durch die Zugabe von
Cycloheximid jegliche Proteinbiosynthese inhibiert, so dass sich die Abnahme eines
bestimmten Proteins immunologisch im Westernblot verfolgen liel3. Die
quantifizierten Proteinmengen (siehe V.5.1) lieRen sich graphisch darstellen und
ermoglichten damit die Bestimmung der Halbwertszeit. Bei der Durchfuhrung
wurden die Stamme aus Ubernachtkulturen auf ODggo=0,2 angeimpft. Nach 6 h
Wachstum wurden 15 ODgoo geerntet und in 15ml frischem Medium resuspendiert.
Nach der Zugabe von Cycloheximid (0,5 mg/ml) wurde kein neues Protein mehr
synthetisiert. Die Probennahme erfolgte zu den angegebenen Zeitpunkten.

Strategie zur Suche der Akzeptorlysine fur die SUMOylierung von Rad52

Bei der Suche nach Akzeptorlysinen fur die Rad52-SUMOylierung (siehe 111.1.3)
wurde das Tris-Acetat-System (siehe V.5.1) verwendet, da man in diesem System
die Mono-SUMOylierung an einem Akzeptorlysin von der Mono-SUMOylierung an
einem anderen Akzeptorlysin unterscheiden kann (Abb. 10a).

Zunachst wurden mit diesem System Zellextrakte der rad52-K220R-Mutante
im Westernblot untersucht (siehe 111.1.3) und festgestellt, dass bei der Mono-
SUMOylierung die Bande mit der langsameren Mobilitat deutlich schwacher war als
bei WT Rad52. Dies lieR® die Schlussfolgerung zu, dass K220 ein Akzeptorlysin fur
die SUMOylierung von Rad52 darstellt (Abb. 10a).

Im Folgenden wurden daher in der rad52-K220R-Mutante weitere Lysine des
Proteins, die auch in anderen Pilzen konserviert sind, individuell durch Arginine
ersetzt. So wurden Gesamtzellextrakte im anti-Rad52 Westernblot auf
SUMOylierung hin Uberpruft und beobachtet, dass in einer rad52-K11,220R-
Mutante beide Banden der Mono-SUMOylierung deutlich schwacher waren als in
WT Rad52. Demzufolge wird Rad52 auch neben K220 an K11 SUMOyliert.
Allerdings war in rad52-K11,220R immer noch eine Doppelbande auszumachen, so
dass anzunehmen war, dass noch weitere Lysine als Akzeptorstelle fungieren
konnen (Abb. 10a).

Daher wurden nacheinander alle verbleibenden 38 Lysine des Proteins in
rad52-K11,220R individuell durch Arginine ersetzt. Bei der Mono-SUMOylierung war
nur in einer rad52-K10,11,220R-Mutante im anti-Rad52 Westernblot die Bande mit
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der schnelleren Mobilitat weiter abgeschwacht. So war anzunehmen, dass auch
K10 als Akzeptorlysin dient (Abb. 10a).

Da in allen Mutanten, die in rad52-K11,220R generiert worden waren, bei der
Mono-SUMOylierung die Bande mit der langsameren Mobilitat erhalten blieb und
auch in rad52-K10,11,220R immer noch eine schwache SUMOylierung zu sehen
war, scheint die verbleibende SUMOylierung an einem alternierenden Lysin zu
erfolgen (siehe 111.1.3).

V.3 Zellbiologische Techniken

Expressionsvektoren fir die Zellkultur
pCMV Tag 3C (Stratagene)
pSGS (Stratagene)

Zelllinien

Fur Arbeiten in der Zellkultur wurden HEK293T-Zellen benutzt. Diese sind humane
embryonale Nierenzellen und stellen ein mit dem SV40 Jlarge T antigen
transformiertes Derivat der humanen 293 Zelllinie dar.

Plasmidkonstrukte fiir die Zellkultur

Humanes RADS2 wurde aus pEGFPC3-hRADS2 (Essers et al., 2002) in pCMV Tag
3C kloniert, um eine Fusion mit dem myc-Epitop zu generieren, die unter der
Kontrolle des konstitutiven CMV-Promotors steht. Weitere Expressionskonstrukte
fir SUMO-1 und "™SUMO-1 stammen aus dem Labor von Dr. Stefan Miiller (Mdller
et al., 2000).

Kultivierung von Saugerzellen

Die HEK293T-Zellen wurden in Kulturschalen (Durchmesser 10 oder 15cm
(Falcon)) bei 37°C, 7,5% CO, und 96% Luftfeuchtigkeit in Dulbecco’s Modified
Eagle Medium (GIBCO-BRL) kultiviert. Das Nahrmedium wurde mit 10% FCS
(durch Hitze inaktiviert (Biochrom)) supplementiert. Nach Erreichen einer Zelldichte
von circa 80 bis 100% wurden die Zellen abgeerntet. Hierfur wurde das Medium
abgenommen und die Zellen einmal mit sterilem PBS gewaschen. AnschlieRend
wurden 2ml Trypsin/ EDTA Lésung (GIBCO-BRL) pro circa 80cm? Kulturschale
hinzugefugt und bis zum Ablosen der Zellen vom Gefallboden bei 37°C inkubiert.
Die abgelosten Zellen wurden 1:1 mit Medium verdunnt und fur 4 min bei 400g und
RT abzentrifugiert. Nach dem Entfernen des Uberstandes wurden die Zellen in
frischem Nahrmedium resuspendiert und je nach Bedarf zur weiteren Kultivierung
1:5 bis 1:10 verdunnt, in frischen Kulturschalen angesetzt oder flur Experimente in
Platten ausgesat. Die Ermittlung der Zellzahl der Zellsuspension erfolgte durch
Auszahlen in einer Neubauerzahlkammer.

Transfektion von Saugerzellen

HEK293T-Zellen wurden mittels der Calciumphosphat-Methode transfiziert. Hierfur
wurden 4x10° Zellen pro Kulturschale (Durchmesser 10cm) ausgesat und am
folgenden Tag transfiziert. FUr einen Transfektionsansatz wurden in einem 2ml
Eppendorfgefall 15ug Plasmid-DNA mit Wasser auf 450ul aufgefullt und mit 50pl
2,5M CaCl, Losung gemischt. Dann wurden 500ul 2xHBS Lésung (16,012g NaCl,
0,744g KClI, 9,532g HEPES (N-(2-hydroxyethyl)-Piperazin-N’-(2-Ethansulfonsaure)),

- 69 -



Material und Methoden V.4 Molekularbiologische Techniken

0,248g NaHPO,4, Angaben pro Liter) tropfenweise am Rand des Gefalles
dazugegeben, kurz durch Schutteln gemischt und 3 min bei RT inkubiert. Wahrend
dieser Inkubation wurde das Medium der zu transfizierenden Zellen mit 40uM
Chloroquine (Endkonzentration) supplementiert. Die Transfektionslosung wurde
nach kurzem Mischen tropfenweise gleichmaflig zum Medium der vorbereiteten
Zellen gegeben (1ml Losung pro Schale) und diese dann fur 5 h im Brutschrank
inkubiert. Nach Wechseln des Mediums wurden die Zellen zur Expression der
transfizierten cDNAs fur weitere 36 bis 40 h inkubiert.

V.4 Molekularbiologische Techniken

V.4.1  Isolierung von DNA

Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli

Plasmid-DNA wurde mit den Kits der Firmen Qiagen (Plasmid Mini Kit, Plasmid
Maxi Kit) oder Macherey-Nagel (Nucleospin Plasmid Quick Pure) nach Angaben
des Herstellers isoliert. Kleine Mengen DNA (Miniprep) wurden aus 4ml, groRere
Mengen (Maxiprep) aus 500ml Ubernachtkultur gewonnen.

Isolierung von chromosomaler DNA aus S. cerevisiae

Als Vorlage zur Amplifikation von Hefe-Genen mittels PCR wurde isolierte,
chromosomale DNA benutzt. Als Ausgangsmaterial diente eine stationare
Hefekultur (10ml), von der aus der Halfte der Kultur die Zellen durch Zentrifugation
geerntet (3000g, 5min) wurden. Fiur die Extraktion chromosomaler DNA fur den
SSA-Assay dienten dagegen 7,5 ODegoo Zellmaterial, welches nach der Ernte und
Schockfrieren in flussigem Stickstoff zwischenzeitlich bei —80°C gelagert wurde. Die
Zellen wurden einmal mit Wasser gewaschen und in 200ul Lysepuffer (100mM
NaCl, 1mM EDTA, 2% Triton-X-100, 1%SDS, 10mM Tris/HCI [pH 8,0])
resuspendiert. Hierzu wurden 300mg Glasperlen (Sigma, 425-600um) sowie 200yl
eines Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol-Gemisches (25:25:1 (Roth)) hinzugefugt
und die Zellen durch Mischen fir 3 min mit dem Vortexer aufgeschlossen.
AnschlieBend wurden 200ul TE-Puffer (1mM EDTA, 10mM Tris/HCI [pH 8,0])
dazugegeben, das Gemisch fur 3 min bei 12000g in einer Tischzentrifuge
zentrifugiert und der wéassrige Uberstand in ein neues GefaR Uberfiihrt. Durch
Zugabe von 1ml reinem Ethanol wurden die Nukleinsauren gefallt. Diese wurden
kurz abzentrifugiert (12000g, 3 min) und in 400ul TE-Puffer mit 30yl RNase A-
Lésung (1mg/ml) gelost. Die RNA wurde 5 min bei 37°C verdaut, die verbleibende
Nukleinsaure erneut mit 10yl 4M Ammoniumacetat und 1ml reinem Ethanol gefalit.
Nach einer kurzen Zentrifugation (12000g, 3 min) wurde die getrocknete,
genomische DNA in 50ul bis 100pl TE-Puffer aufgenommen und durch Schutteln im
Vortexer gelost. Die DNA-Konzentration wurde photometrisch bei 260nm bestimmt.
Alle Arbeitsschritte erfolgten bei RT.

Prazipitation von DNA

Fur die Ethanol-Fallung wurden 1/10 Volumen 3M Natriumacetat [pH 4,8] und 2,5
Volumen Ethanol zur DNA-L6sung gegeben. Nach einer Inkubation des Ansatzes
fur 30 min bei -20°C wurde die DNA durch Zentrifugation bei 16000g und 4°C fur 30
min pelletiert. Der Uberstand wurde vorsichtig abgesaugt, die DNA durch Zugabe
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von 70%igem Ethanol gewaschen und erneut abzentrifugiert. Das DNA-Pellet
wurde an der Luft getrocknet und in einem geeigneten Volumen TE-Puffer oder in
destilliertem Wasser aufgenommen.

Konzentrationsbestimmung von DNA

Die Bestimmung der Konzentration von DNA erfolgte photometrisch bei einer
Wellenlange von A=260nm. Fur doppelstrangige DNA entspricht dabei OD260=1
einer Konzentration von 50ug/ml.

V.4.2  Polymerase-Kettenreaktion

Die Technik der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) wurde in dieser Arbeit zur
Klonierung von Plasmidkonstrukten (siehe V.3.3), zur direkten Transformation von
Deletionskassetten in Hefe (siehe V.2.2) und zur Analyse von Integrationen im
Genom von S. cerevisiae-Stammen (siehe V.2.2) benutzt.

Die PCR-Reaktionen wurden in einem Volumen von 50pl mit circa 50ng
Plasmid-DNA oder 0,2ug genomischer DNA in PCR-Puffer (Thermopol-Puffer
(NEB), Pfu-Puffer (Stratagene)), jeweils 0,6uM der entsprechenden Primer, 1,75l
Desoxyribonukleotid-Mix (je 10mM (NEB)) und 0,2 bis 5 Units einer Polymerase
durchgefuhrt (Pfu-Turbo Polymerase (Stratagene), Mischung aus der Tag- und
Vent-Polymerase im Verhaltnis 4:1 (NEB) oder eine in der Arbeitsgruppe
aufgereinigte Taqg-Polymerase).

Die Amplifikation erfolgte in einem Mastercycler (Eppendorf). Das Profil der
Reaktion richtete sich nach der Quantitat und Qualitat der Ausgangs-DNA, der
Lange und dem G/C-Gehalt der beiden Oligonukleotide und der Lange des
erwarteten PCR-Fragments. Falls notwendig wurden die Temperaturen fur die
Bindung der Primer und die Elongationszeiten optimiert.

Standard PCR-Reaktionen folgten dem folgenden Schema, wobei die
Zugabe der Polymerasen nach der initialen Denaturierung erfolgte:

Initiale Denaturierung 94°C 10 min
10 Amplifikationszyklen  94°C 20 sek
45°C 30 sek

68°C 1 min/1 kb (Kilobasen)
20 Amplifikationszyklen  94°C 20 sek

54°C 30 sek

68°C 1 min/1 kb
Endverlangerung 68°C 7 min
Abkuhlung 4°C

Zur Amplifikation von Deletionskassetten wurde folgendes Programm
verwendet:

Initiale Denaturierung 94°C 5 min
10 Amplifikationszyklen  94°C 20 sek
45°C 30 sek

68°C 1 min 40 sek
20 Amplifikationszyklen  94°C 20 sek

54°C 30 sek
68°C 1 min 40 sek + 20 sek/Zyklus
Abkuhlung 4°C
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Zur Verifizierung von chromosomalen Integrationsereignissen, in der Regel
der Deletion eines Gens, wurde die Technik der Kolonie-PCR benutzt. Hierfur
wurde ein Teil einer Hefekolonie in 20ul Natronlauge (0,02 M) resuspendiert, eine
Spatelspitze Glasperlen (Sigma, Durchmesser 425-600nm) dazugegeben und 5 min
im Thermomixer bei 99°C stark geschuttelt. Nach kurzer Zentrifugation (15 sek) in
der Tischzentrifuge wurden 4l des Uberstandes abgenommen und als Vorlage fiir
die PCR-Reaktion benutzt. Zusatzlich wurden 5ul PCR-Puffer (Thermopol-Puffer
(NEB)), 0,6puM der entsprechenden Primer, 1,75ul Desoxyribonukleotid-Mix (je
10mM (NEB)) und 2 Units Tag-Polymerase in einem 50pl Ansatz eingesetzt.

Dabei wurde folgendes PCR-Programm verwendet:

Initiale Denaturierung 94°C 5 min
30 Amplifikationszyklen  94°C 30 sek
55°C 30 sek
68°C 1 min
Endverlangerung 68°C 5 min
Abkuhlung 4°C

Zielgerichtete Punktmutagenese

Es wurde eine auf der PCR basierende Methode verwendet, die sich an das
QuickChange-Protokoll (Stratagene) anlehnt. Hierflir wurden zwei komplementare
Primer benutzt, die in der Mitte eine Punktmutation gegentber der Zielsequenz
aufwiesen und an beiden Enden um jeweils 15 bp der Originalsequenz verlangert
waren. Die PCR-Reaktionen wurden in 25pul-Ansatzen mit 2,5ul Pfu-Puffer
(Stratagene), je 62,5ng Primer, 0,625ul Desoxyribonukleotid-Mix (je 10mM (NEB)),
0,5ul Pfu-Turbo (Stratagene) und circa 50ng Plasmid-DNA durchgefuhrt.

Dabei wurde folgendes PCR-Programm verwendet:

Initiale Denaturierung 94°C 30 sek
19 Amplifikationszyklen  94°C 30 sek

55°C 60 sek

68°C 2 min/1 kb Plasmid
Abkuhlung 4°C

Um die DNA des Ausgangsplasmids zu beseitigen, wurde 150 min mit Dpnl
bei 37°C verdaut, das spezifisch methylierte DNA schneidet. Anschlieend wurde
ein Teil des Ansatzes direkt in E. coli transformiert. Der Erfolg der Mutagenese
wurde durch Sequenzierungen Uberpruft.

V.4.3  Klonierung von Plasmidkonstrukten

Restriktionsverdau von DNA

Die sequenzspezifische Spaltung von DNA mittels Restriktionsenzymen wurde nach
den allgemein Ublichen Vorschriften (Sambrock ef al., 1989) und den Empfehlungen
des Herstellers (NEB) durchgefuhrt. Es wurden in der Regel 5 bis 10 Units Enzym
pro 1ug DNA eingesetzt. Die Restriktionsansatze wurden mindestens 30 min far
analytische und mindestens 2 h fur praparative Zwecke bei der fur das jeweilige
Enzym geeigneten Temperatur inkubiert. Um wahrend der Ligation eine
Rezirkularisierung des Vektors zu verhindern, wurden die 5'-Enden der Vektor-DNA
dephosphoryliert. Dies erfolgte durch Zugabe von 5 bis 10 Units Calf Intestinal
Phosphatase (NEB) zum Restriktionsansatz und halbstindiger Inkubation bei 37°C.
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Gelelektrophoretische Auftrennung von DNA

Fur analytische und praparative Isolierungen von DNA-Fragmenten wurden
Agarosegele folgender Konzentrationen verwendet: 0,8%, 1% oder 1,5%. Die
Agarose wurde in TBE-Puffer (90mM Tris-Base, 90mM Borsaure, 2,5mM EDTA)
aufgekocht, nach Abkuhlung mit Ethidiumbromid (0,5ug/ml) versetzt und in
Flachkammern mit Kdmmen fur die Geltaschen gegossen. Die DNA-Proben wurden
mit 6x DNA-Probenpuffer versetzt (0,5% SDS, 0,25% OrangeG, 25% Glycerin,
25mM EDTA [pH 8,0]) und bei einer Spannung von 120V in TBE-Laufpuffer
elektrophoretisch aufgetrennt. Durch die Interkalation von Ethidiumbromid mit DNA
wurden DNA-Fragmente auf einem UV-llluminator (IDA) visualisiert und
photographiert. Durch die parallele Auftrennung eines Grolienmarkers (1kb DNA-
Ladder (Invitrogen)) wurde die Lange der DNA-Fragmente ermittelt.

Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Die zu isolierenden DNA-Fragmente wurden unter langwelligem UV-Licht (324nm)
mit einem Skalpell aus dem Agarosegel ausgeschnitten und in ein Eppendorfgefal
uberfuhrt. Die DNA wurde mit Hilfe von Kits der Firmen Qiagen (QIAquick Gel
Extraction Kit) oder Macherey-Nagel (Nucleospin Extract II) nach den Angaben des
Herstellers aus dem Gelstlck isoliert und in einem geeigneten Volumen EB-Puffer
(10mM Tris/HCI [pH 8,5]) eluiert.

Ligation von DNA

Die Mengenverhaltnisse der fur die Ligationsreaktion eingesetzten DNA- Fragmente
wurden aus Agarosegelen abgeschatzt. Fur die Ligation wurden Vektor und
einzufugendes Fragment im Verhaltnis 1:3 bis 1:10 eingesetzt. Fir einen
Ligationsansatz (10ul) wurden circa 100ng des Vektors und 1ul T4 DNA-Ligase
(NEB) benutzt. Das Reaktionsgemisch wurde anschlieRend 4 h oder uber Nacht bei
16°C inkubiert. Vor der Transformation in E. coli wurde der Ligationsansatz fur 30
min gegen Wasser auf einem Nitrozellulosefilter (Porengrofie: 0,05um (Millipore))
dialysiert.

Sequenzierung von DNA

DNA-Sequenzierungen wurden im Institut oder durch Firmen durchgefuhrt. Die
Sequenzierungsreaktion sowie die nachfolgende Probenaufbereitung erfolgte nach
den Vorschriften des Herstellers mit dem DYEnamic ET Terminator Cycle
Sequencing Kit (Amersham Pharmacia). Der Ansatz enthielt circa 0,5ug Plasmid-
DNA und 5pmol Primer.

V.5 Proteinbiochemische Techniken

V.5.1 Gel- und Westernblot-Techniken

SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

In dieser Arbeit wurden 4-12%ige Bis-Tris-Polyacrylamid-Gele sowie 8-12%ige Tris-
Acetat-Polyacrylamid-Gele verwendet. Fur das Bis-Tris-System wurden die Gele in
dem mighty small-Gelsystem (Hoefer) selbst gegossen, oder es wurden
kommerziell erhaltliche Fertiggele (Invitrogen) benutzt. Im Gegensatz zu
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klassischen Tris-SDS-Polyacrylamid-Gelen ermdglicht der niedrigprozentige Teil
des Bis-Tris-Systems ein Sammeln der Proben, so dass kein spezielles Sammelgel
gegossen werden muss.

Fur die 4-12%igen Bis-Tris-Gele wurden 500ml einer Stammldsung aus
261,559 Bis-Tis-Base (Bis(2-Hydroxyethyl)Amino-Tris(Hydroxymethyl)Methan) und
62,1ml HCI (37%, w/v) angesetzt.

Gellosung (fur 13 Gele): 4% 12%
Wasser 32,31ml 16,97ml
65% Saccharose - 3,38ml
2,5M Bis-Tris/HCI 6,53ml 6,53ml
30% Acrylamid/ 0,8% Bisacrylamid 5,94ml 17,91ml
10% SDS 225l 225l
TEMED 450l 450l
10% APS 225l 225l

Die Gellésung wurde mit Hilfe eines Gradientenmischers und einer Peristaltikpumpe
von unten in die Gelform gegossen, wobei die Geltaschen mit einem geeigneten
Teflonkamm gesteckt wurden. Sowohl bei den selbst gegossenen als auch bei den
kommerziellen Bis-Tris-Gelen diente ein MOPS Puffer (50mM MOPS
(Morpholinoethansulfonsaure), 50mM Tris-Base, 0,1% SDS, 1mM EDTA) als
Laufpuffer, und die Proteine wurden bei einer konstanten Spannung von 140V
aufgetrennt.

Fiur das Tris-Acetat-System wurden die Gele in dem mighty tall-Gelsystem
(Hoefer) gegossen. Fur die 8-12%igen Tris-Acetat-Gele wurde die Gelldsung mit
Tris-Base und Essigsaure auf pH 7,0 gepuffert.

Gellésung (fur ein Gel): 8% 12%
Wasser 1,4ml 0,8ml
65% Saccharose - 225l
1,5M Tris/Acetat [pH 7,0] 750ul 750ul
30% Acrylamid/ 0,8% Bisacrylamid 0,8ml 1,2ml
10% SDS 15ul 15ul
TEMED 2ul 2ul
10% APS 30ul 30ul

Die Gellésung wurde mit Hilfe eines Gradientenmischers und einer Peristaltikpumpe
von oben in die Gelform gegossen und mit Isopropanol Uberschichtet. Nach der
Polymerisation wurde der Alkohol entfernt, die Geloberflache mit Wasser gespult
und ein 3,75%iges Sammelgel (fur 2ml: 250ul 30% Acrylamid/ 0,8% Bisacrylamid,
250ul 0,5M Tris/Acetat [pH 6,8], 1,45ml Wasser, 20ul 10% SDS, 20ul 10% APS, 3ul
TEMED) auf das Trenngel gegossen, wobei die Geltaschen mit einem geeigneten
Teflonkamm gesteckt wurden. Als Laufpuffer diente ein Tricin-Puffer (50mM Tris-
Base, 50mM Tricin, 0,1% SDS), und die Proteine wurden bei einer konstanten
Stromstarke von 30mA aufgetrennt.

Proteinproben wurden in Probenpuffer (Laemmli-Puffer: 2% SDS, 100mM
DTT, 1% Bromphenolblau, 20% Glycerin, 60mM Tris/HCI [pH 6,8]; HU-Puffer: 8M
Harnstoff, 5% SDS, 1mM EDTA, Bromphenolblau, 1,5% DTT, 200mM Tris/HCI [pH
6,8]) aufgenommen, durch Erhitzen (5 min bei 95°C in Laemmli-Puffer bzw. 15 min
bei 65°C in HU-Puffer) denaturiert und in dem Gel aufgetrennt. Als
Molekulargewichts-Standard wurde PEQ Gold Il (PEQLab) benutzt.
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Coomassie-Farbung von Proteingelen

Um Proteinbanden sichtbar zu machen, wurden Polyacrylamid-Gele 30 min in einer
Coomassie-Losung (Coomassie R-250 in 10% Essigsaure, 20% Methanol) gefarbt
und anschlieBend durch wiederholtes Waschen mit einer Entfarberlosung (10%
Essigsaure, 20% Methanol) entfarbt, bis der Hintergrund des Gels klar wurde.

Westernblot

SDS-Polyacrylamid-Gele wurden nach der Elektrophorese mit Hilfe einer Tankblot-
Apparatur (Hoefer) in Transferpuffer (250mM Tris-Base, 1,92M Glycin, 0,1% SDS,
20% Methanol) auf eine Membran aus PVDF (Polyvinylidenfluorid) (Immobilon P,
Millipore) Uberfuhrt. Der Transfer erfolgte in der Regel fur 90 min bei einer
konstanten Spannung von 70V.

Zum immunologischen Nachweis der immobilisierten Proteine wurde die
PVDF-Membran mindestens 30 min bei RT in TBST-Milch (5% Magermilchpulver
(W/v) in TBST (25mM Tris/HCI [pH 7,5], 137mM NacCl, 2,6mM KCl, 0,1% Tween-20))
blockiert. Die Inkubation mit dem primaren Antikorper erfolgte in der Regel Uber
Nacht in TBST-Milch. Danach wurde die Membran funfmal fur 5 min mit TBST
gewaschen und anschlieBend mit einem sekundaren Antikorper in einer 1:5000
Verdunnung in TBST-Milch fur 2 h bei RT inkubiert. Nach erneutem, sechsmaligem
Waschen mit TBST erfolgte die Detektion mittels Chemolumineszenz (ECL-Western
Kit, Amersham Pharmacia) nach Herstellerangaben auf ECL-Hyperfilm (Amersham
Pharmacia) oder mittels einer CCD-Kamera (LAS, Fujifilm). Zur Detektion von
Rad52 wurden polyklonale Kaninchen-Antikorper gegen Rad52 eingesetzt, welche
im Rahmen dieser Arbeit hergestellt und aufgereinigt wurden (siehe unten). Des
Weiteren wurden folgende kommerzielle AntikOrper benutzt: der polyklonale anti-
myc Antikorper (A-14) aus Kaninchen sowie der monoklonale Maus-Antikorper anti-
Pgk1 (Molecular Probes). Als sekundare Antikorper wurden mit Peroxidase
gekoppelte anti-Kaninchen-IgG bzw. anti-Maus-IgG eingesetzt (Dianova).

Quantifizierung von Proteinen mit Hilfe einer CCD-Kamera

Um die steady state-Level von Proteinen quantifizieren zu kdnnen, wurden die
Westernblots mit einer CCD-Kamera (LAS, Fuijifilm) detektiert und die Daten mit den
Softwareprogrammen Image Reader LAS 1000 (Fujifilm) und Image Gauge
(Fujifilm) ausgewertet. Zur Detektion von Chemolumineszenzsignalen wurden mit
Hilfe von Image Reader folgende Einstellungen gewahlt, um Westernblots fur 10 bis
30 sek zu exponieren: lIriseinstellung von 0,85, precision mode, dark frame
Subtraction, flat frame correction. Bei der Quantifizierung der relativen Intensitat der
Chemolumineszenz wurde mit Image Gauge gearbeitet. Die Hintergrundsignale
konnten dabei von den spezifischen Signalen abgezogen werden, um die relativen
Proteinmengen zu berechnen.

V.5.2  Herstellung von Zellextrakten und Aufreinigungen

Herstellung von denaturierten Hefe-Extrakten

Um Proteolyse zu vermeiden und posttranslationale Modifikationen zu erhalten,
wurden fur analytische Zwecke ausschliel3lich denaturierte Extrakte hergestellt.
Logarithmisch wachsende Hefezellen, korrespondierend zur Zellmenge von 1ml mit
ODsgpo=1, wurden geerntet und in 1ml kaltem Wasser resuspendiert. Die
Zellsuspension wurde mit 150pl 1,85M NaOH/ 7,5% p-Mercaptoethanol gemischt

-75 -



Material und Methoden V.5 Proteinbiochemische Techniken

und 15 min auf Eis inkubiert. Durch Zugabe von 150ul 55% Trichloressigsaure
(TCA) wurden die Proteine ausgefallt und anschlieend pelletiert (15 min, 14000g,
4°C). Der Uberstand wurde abgenommen, die Proteine nochmals kurz
abzentrifugiert und die TCA-Reste grundlich abgesaugt. Das Pellet wurde in 50yl
HU-Puffer (siehe V.5.1) aufgenommen.

Bestimmung der Proteinkonzentration

Proteinbestimmungen wurden nach der Bradford-Methode (BioRad-Proteinassay,
Biorad) nach Herstellerangaben durchgefuhrt. Als Standard wurde eine wassrige
lgG-LOsung bekannter Konzentration verwendet.

Reinigung rekombinanter Proteine unter nativen Bedingungen

Fur diese Arbeit wurden Proteine in E. coli (BL21 DE3/RIL) exprimiert und aus
diesen aufgereinigt. Die Reinigung erfolgte mittels Affinitatschromatographie uber
das Hise-Epitop. Fir die Reinigung von His-Fusionsproteinen wurden 2|
Bakterienkultur verwendet. Als Lysepuffer diente der NiNTA-Lysepuffer (300mM
NaCl, 10mM Imidazol, 50mM NaH,PO4 [pH 8,0]), versetzt mit Proteaseinhibitoren
(complete mix (Roche) sowie 20mM NEM, 5mM Benzamidin, 6ug/ml Antipain,
6ug/ml Leupeptin, 4,5ug/ml Aprotinin, 5ug/ml Trypsin-Inhibitor, 2mM PMSF, 5ug/ml
Pepstatin, 6ug/ml Chymostatin (alle von Sigma)). Das Zellpellet wurde in 30ml
Puffer resuspendiert, und die Zellen durch viermaliges Durchpressen durch einen
Emulsiflex C5 Zelldisruptor lysiert. Nach einer Zentrifugation (30 min, 20000g, 4°C)
erfolgte fir 3 h die Bindung des Uberstandes an NiNTA-Agarose (Qiagen).
Gebundene Proteine wurden mit 100ml NiNTA-Waschpuffer (300mM NaCl, 20mM
Imidazol, 50mM NaH,PO, [pH 8,0]) gewaschen und anschlieRend in Fraktionen mit
NiNTA-Elutionspuffer (300mM NaCl, 250mM Imidazol, 50mM NaH,PO4 [pH 8,0])
eluiert. Alle Schritte der Aufreinigung wurden durch SDS-PAGE uberpruft. Fur diese
Aufreinigung erfolgten alle Schritte mit vorher gekuhlten Materialien bei 4°C.

Reinigung rekombinanter Proteine unter denaturierenden Bedingungen

Fur diese Arbeit wurden die C-terminalen 177 Aminosauren von Rad52 als His-
Fusion in E. coli (BL21 DE3/RIL) exprimiert und aus den Zellen unter
denaturierenden Bedingungen aufgereinigt. Zur Aufreinigung wurde das Zellpellet
aus 2| Kultur in Puffer A (6M Guanidiniumhydrochlorid, 100mM NaH>PO,4, 10mM
Tris/HCI [pH 8,0]) resuspendiert und die Zellen dabei lysiert. Nach einer
Zentrifugation (30 min, 10000g, RT) wurde der Uberstand fiir 3 h an 3ml NiNTA-
Agarose (Qiagen) gebunden. Mit dieser Suspension wurde eine Saule geladen und
anschlielend mit 60ml Puffer B (8M Harnstoff, 100mM NaH,PO,4, 10mM Tris/HCI
[pH 8,0]) gewaschen sowie mit 150ml Puffer C (8M Harnstoff, 100mM NaH2POy,,
10mM Tris/HCI [pH 6,3]), bis die OD2gy einen Wert kleiner 0,02 hatte. Die Elution
erfolgte mit Puffer D (8M Harnstoff, 100mM NaH,PO,4, 10mM Tris/HCI [pH 5,9]) und
mit Puffer E (8M Harnstoff, 100mM NaH2PO4, 10mM Tris/HCI [pH 4,5]), jeweils in
zehn Fraktionen zu je 2ml. Die Fraktionen, in denen das Protein eluierte, wurden
vereint und gegen PBS dialysiert.

NiNTA-Chromatographie unter denaturierenden Bedingungen

Diese Technik wurde zur Analyse der posttranslationalen SUMO-Modifikationen in
S. cerevisiae benutzt. Hierfur wurden Hefe-Stamme verwendet, welche mit einem
Hise-Epitop modifiziertes SUMO exprimierten. 200 OD Zellen wurden mit 4ml 1,85M
NaOH/ 7,5% p-Mercaptoethanol fur 15 min auf Eis lysiert. AnschlieRend wurden die

-76 -



Material und Methoden V.5 Proteinbiochemische Techniken

Proteine durch Zugabe von 4ml 55% TCA und Inkubation auf Eis fir 10 min
prazipitiert. Nach einer Zentrifugation (15 min, 3000g, 4°C) wurde der Uberstand
abgesaugt und das Pellet zweimal mit Aceton (-20°C) gewaschen. AnschlieRend
wurde es in Puffer A (6M Guanidiniumhydrochlorid, 100mM NaH;PO,, 10mM
Tris/HCI [pH 8,0], 20mM Imidazol) mit 0,05% Tween-20 mit der Pipette
resuspendiert und 1 h auf einem Schuttler bei RT solubilisiert. Unldsliche
Bestandteile wurden durch eine Zentrifugation (20 min, 23000g, 4°C) abgetrennt.
Der Uberstand wurde mit 50ul magnetischen NiNTA-magnetic-beads (Qiagen)
versetzt und uber Nacht bei 4°C inkubiert. Nach der Bindung wurden die magnetic-
beads durch einen Magnetstander pelletiert, in ein Eppendorfgefal® uberfuhrt und
dreimal mit Puffer A mit 0,05% Tween-20 und viermal mit Puffer C (8M Harnstoff,
100mM NaH2PO4, 10mM Tris/HCI [pH 6,3]) mit 0,05% Tween-20 gewaschen. Die
Elution erfolgte mit 20ul 1% SDS bei 65°C. Nach einer Lyophilisierung mit Hilfe
einer SpeedVac (Eppendorf) wurden die Proteine in 10ul Wasser mit 15ul HU-Puffer
aufgenommen und 10 min bei 65°C denaturiert.

Tandemaufreinigung von SUMO-Substraten

Zur Aufreinigung von SUMO-Substraten wurde eine Tandemaufreinigung
durchgefiihrt, die erst "SSUMO-Substrate (iber eine denaturierende NiNTA-
Chromatographie anreicherte und in einem zweiten Schritt Gber eine anti-SUMO-
Immunprazipitation weiter aufreinigte. Dafur wurden aus 40l Kultur (Y1096: SK1 a/a,
dmc1/dme1, SMT3::pYI-ADH-"SMT3::kanMX6) die Zellen 7 h nach Beginn der
synchronen Sporulation pelletiert. Dieses Zellpellet wurde einmal mit PBS
gewaschen, in 380ml 1,85M NaOH/ 7,5% p-Mercaptoethanol resuspendiert und fur
20 min auf Eis inkubiert. Zur Prazipitation der Proteine wurden 380ml 50% TCA
hinzugefugt und weitere 20 min auf Eis inkubiert. Nach einer Zentrifugation (20 min,
3500rpm, 4°C) wurde das Pellet einmal in kaltem Wasser gewaschen und
anschliefend in Puffer A (6M Guanidiniumhydrochlorid, 100mM NaH>PO,4, 10mM
Tris/HCI [pH 8,0], 15mM Imidazol) mit einer Pipette resuspendiert. Durch eine
Inkubation fir 1 h bei RT auf einem Schuttler wurden die Proteine solubilisiert.
Unlosliche Bestandteile wurden durch eine Zentrifugation (20 min, 15000g, 4°C)
abgetrennt. Der Uberstand wurde mit 6ml NiNTA-Agarose (Qiagen) sowie 20mM
Imidazol versetzt. Nach Bindung uber Nacht an die NiNTA-Agarose wurde mit der
Suspension eine Saule geladen. Nach Waschen der Saule mit 30ml Puffer A und
100ml Puffer C (8M Harnstoff, 100mM NaH>PO,4, 10mM Tris/HCI [pH 6,3]) erfolgte
die Elution in zwei aufeinander folgenden Schritten mit jeweils 2ml Puffer C, welcher
mit 200mM Imidazol supplementiert war. 1ml des Eluats wurde mit TCA prazipitiert,
wahrend je 1,5ml mit RIPA-Puffer (150mM NaCl, 50mM Tris/HCI [pH 8,0], 1%
Triton-X-100, 0,5% DOC (Deoxycholat), 0,1% SDS, 20mM NEM) auf je 40ml
aufgeflllt wurden. Zur weiteren Aufreinigung erfolgte eine Immunprazipitation Uber
Nacht mit unspezifischen Immunglobulinen (IgG) oder mit anti-SUMO 1gG in RIPA-
Puffer. Fur die jeweilige Immunprazipitation waren zuvor jeweils 500ug Antikorper
an magnetische Protein A Dynabeads (Dynal) gekoppelt worden. Nach der Bindung
wurden die Immunkomplexe viermal mit RIPA-Puffer gewaschen und Tenside durch
Waschen mit 50mM Tris/HCI [pH 8,0] entfernt. Immunkomplexe wurden zweimal mit
60ul 1% SDS far 10 min bei 65°C eluiert, mit Hilfe einer SpeedVac (Eppendorf)
getrocknet und in 10pl Wasser mit 25ul HU-Puffer aufgenommen. Die Proben
wurden auf ein 4-12%iges Bis-Tris-Gel (Invitrogen) aufgetragen und
elektrophoretisch aufgetrennt. Nach Coomassiefarbung wurden spezifische Banden
ausgeschnitten, aus dem Gel eluiert und anschlieBend im MALDI-TOF
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Massenspektrometer analysiert. Die ldentifikation der Proteine erfolgte Uber deren
Peptidmassen unter Verwendung des Suchwerkzeugs Mascot
(www.matrixscience.com).

NiNTA-Chromatographie aus Extrakten von Saugerzellen

Diese Technik wurde benutzt, um aus Extrakten von HEK293T-Zellen SUMO-
Substrate anzureichern und zu analysieren. Hierfir wurden Zellen in der
vorliegenden Arbeit mit ™°hRad52 sowie "*SUMO-1 oder SUMO-1 transfiziert
(siehe V.3). Die Zellen wurden 36 bis 40 h nach der Transfektion zweimal mit PBS
gewaschen, in 1ml denaturierendem Puffer A (6M Guanidiniumhydrochlorid, 100mM
NaH;PO4, 10mM Tris/HCI [pH 8,0], 20mM Imidazol) mit 0,05% Tween-20
aufgenommen und in Rundbodenrohrchen aus Polystyrol (Falcon) fur insgesamt 15
sek bei 20% Power sonifiziert (Sonoplus HD2200, Bandelin). Nach einer
Zentrifugation (13000g, 10 min, RT) in frischen Eppendorfgefaen wurde der
Uberstand zur Anreicherung verwendet. 50ul davon wurden einer TCA-Préazipitation
unterzogen und dienten spater als Ladekontrolle. (Durch Zugabe von 50ul 10% TCA
wurden die Proteine ausgefallt, und nach einer Zentrifugation (15 min, 14000g, 4°C)
wurde das Pellet mit 200pl eiskaltem, reinem Ethanol gewaschen. Nach einer
weiteren Zentrifugation wurde das Pellet dann mit Hilfe einer SpeedVac (Eppendorf)
getrocknet und in 50pl Laemmli-Puffer aufgenommen.) Zu den restlichen 950pl
wurden 20ul magnetische NiNTA-magnetic-beads (Qiagen) gegeben und uber
Nacht bei 4°C inkubiert. Nach der Bindung wurden die magnetic-beads durch einen
Magnetstander pelletiert und mehreren Waschschritten unterzogen: viermal
Waschen mit Puffer B (8M Harnstoff, 100mM NaH,PO4, 10mM Tris/HCI [pH 8,0])
mit 0,05% Tween-20, dreimal Waschen mit Puffer C (8M Harnstoff, 100mM
NaH,PO4, 10mM Tris/HCI [pH 6,8]) mit 0,05% Tween-20 und einmal Waschen mit
PBS. Zwischen den Waschschritten wurde jeweils fur 5 min auf Eis inkubiert Die
Elution erfolgte durch Zugabe von 40ul Laemmli-Puffer und einer anschlieenden
Denaturierung bei 95°C.

Herstellung von Antikorpern in Kaninchen

Antiseren gegen die C-terminalen 177 Aminosauren von Rad52 wurden hergestellt,
indem ein Kaninchen mit einem gereinigten His-Fusionsprotein immunisiert wurde.
Fur die Herstellung von Seren wurden 650ug rekombinantes gereinigtes Hisg-
Fusionsprotein in 500ul PBS durch Erhitzen auf 95°C far 10 min denaturiert und 1:1
mit Freund’schem Adjuvanz (complete, Sigma) gemischt. Das Gemisch wurde mit
Hilfe von zwei Spritzen und einem 3-Wege-Hahn in Emulsion gebracht und dem
Kaninchen an mehreren Stellen subkutan gespritzt. Nach sechs Wochen erfolgte
die erste Auffrischung, weitere vier Wochen spater die zweite Auffrischung. Fur die
Auffrischungen wurden jeweils 650ug Protein mit Freund'schem Adjuvanz
(incomplete, Sigma) emulgiert und dem Kaninchen gespritzt. Zehn Tage nach der
zweiten Auffrischung wurde Testblut entnommen und das Serum immunologisch im
Westernblot Uberpruft. Da das Serum eine starke Immunreaktivitat mit Rad52
aufwies, was fur das Erreichen eines hohen Titers spezifischer Antikdrper sprach,
wurde dem Kaninchen noch am selben Tag das Blut entnommen. Das Blut wurde 1
h bei 37°C im Wasserbad und anschlielfend 30 min bei 4°C inkubiert. Nach zwei
Zentrifugationen (4°C) bei 3000g bzw. 12000g und Schockfrieren in Stickstoff wurde
das Serum bei —80°C gelagert.
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Affinitatsaufreinigung von Antikorpern

Hochaffine IgG wurden Uber eine Immuno-Affinitatschromatographie angereichert,
wofur das Antigen mit einem His-Epitop verwendet wurde. Die Aufreinigung des
Serums erfolgte Uber zwei hintereinander geschaltete Saulen. An die erste Saule
(Vorsaule) wurden 8mg eines nicht-verwandten Proteins gekoppelt, das auch ein
His-Epitop aufwies (Hisg-Pol30). An die zweite Saule (Hauptsaule) wurden 10mg
des gereinigten Antigens (Hise-Rad52AN294) gekoppelt. Nach Auftragen des
Serums auf die Saulen banden die spezifischen Antikorper an die Hauptsaule und
konnten von dieser eluiert werden.

Zur Aufreinigung wurde CnBr Sepharose 4CLB (Amersham Pharmacia) als
Saulenmatrix verwendet. Die Kopplung der Proteine an die Matrix erfolgte im
Kopplungspuffer (100mM NaHCO;, 0,5M NaCl [pH 8,3]) fir 3 h bei RT. Proteine
waren zuvor gegen den Kopplungspuffer dialysiert worden. Freie Bindungsstellen
wurden nach der Kopplung durch eine Inkubation mit 0,2M Glycin [pH 8,0] Uber
Nacht bei 4°C blockiert. AnschlieRend wurden die beiden Saulen verbunden und mit
Hilfe von verschiedenen Waschschritten vorbereitet (Vorsaule und Hauptsaule:
sechs Volumen 100mM NaAc/ 0,5M NaCl [pH 4,0], drei Volumen PBS, drei
Volumen PBS/ 1% SDS; Trennen der Saulen und Inkubation beider Saulen fur 40
min bei 65°C; Hauptsaule: drei Volumen PBS/ 1% Triton-X-100, drei Volumen PBS/
1% Triton-X-100/ 1% BSA; Vorsaule: sechs Volumen PBS/ 1% Triton-X-100). Die
Vorsaule wurde Uber die Hauptsaule gehangt und beide Saulen wieder miteinander
verbunden. 10ml des Serums wurden fur drei langsame Laufe auf die Saulen
gegeben und mit zwei Volumen PBS nachgespult. Nach Abhangen der Vorsaule
wurde die Hauptsaule mit funf Volumen PBS/ 1% Triton-X-100 sowie mit sechs
Volumen PBS gewaschen. Ab diesem Zeitpunkt erfolgten alle weiteren Schritte bei
4°C. Die gebundenen, spezifischen IgG wurden mit Glycin-Puffer (0,2M Glycin,
1mM EGTA [pH 2,5]) in acht Fraktionen zu je 1ml eluiert und sofort mit 300ul 1M
Tris/HCI [pH 8,0] neutralisiert. Positive Eluate wurden vereinigt und gegen PBS bei
4°C dialysiert. Die gereinigten IgG wurden bei -80°C gelagert oder nach Zusatz von
50% Glycerin und 0,2% BSA bei -20°C.

In-vitro-SUMOylierungs-Reaktion

Fir diese Arbeit wurde Rad52 in vitro mit rekombinanten aus E. coli aufgereinigten
Proteinen mit SUMO modifiziert. Die verwendeten Proteine wurden wie oben
beschrieben nativ aufgereinigt. Fur einen 50ul Ansatz wurden His-Rad52 (200ng),
Aos1/Uba2 (1pg (Boston Biochem)), His-Ubc9 (500ng) und His-Smt3-GG (2ug) in
SUMOylierungs-Puffer (100mM NaCl, 5mM MgCl,, 0,1mM DTT, 10nM ATP, 50mM
Tris/HCI [pH 7,5]) fur 2 h bei 30°C inkubiert.
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