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1. Einleitung
Für alle lebenden Organismen ist es von herausragender Bedeutung, die genomische

Integrität aufrecht zu erhalten, sich in organisierter Weise zu entwickeln sowie Zell-

teilungen und Zelltod zu angemessener Zeit durchzuführen. DNA-Polymerasen sind er-

forderlich, um die genomische Stabilität bei Prozessen wie der DNA-Replikation, DNA-

Reparatur, Transläsionen-DNA-Synthese, DNA-Rekombination und Zellzykluskontrolle

zu gewährleisten (Shevelev & Hübscher, 2002). Andernfalls können sich Mutationen

anreichern, welche die unkontrollierte Zellproliferation und die Ausbildung von Tumoren

begünstigen. Die spontane Mutationsrate eukaryotischer Zellen beträgt durchschnittlich

�10-10 Mutationen pro Basenpaar und Replikationsvorgang (Kunkel & Bebenek, 2000).

Die DNA-Polymerasen synthetisieren die DNA mit einer Fehlerrate von 10-4-10-5

(Shevelev & Hübscher, 2002). Zusätzlich entsteht in einer humanen Zelle täglich durch

spontane hydrolytische Depurinierung und Depyridinisierung ein Verlust von

ca. 104 Basen (Nakamura et al., 1998). In Folge dessen entstanden im Verlauf der

Evolution verschiedene Mechanismen, die zur Aufrechterhaltung der genomischen

Integrität beitragen.

1.1 Die Genauigkeit der DNA-Replikation
Die DNA-Replikationsgenauigkeit steht seit vielen Jahren im Mittelpunkt intensiver

Forschung. In diesem Kapitel wird auf die Mechanismen zur Erhaltung der Genauigkeit

bei der Replikation und Reparatur näher eingegangen.

1.1.1 Die Mechanismen zur Erhaltung der Replikationsgenauigkeit
Eine beeinträchtigte Replikationsgenauigkeit kann zu defekten oder fehlerhaft gefalteten

Proteinen und einem anormalen Metabolismus führen. Sie kann auch zur Entstehung

von Krebs und anderen Krankheiten sowie signifikant zu Alterungsprozessen beitragen.

Mehrere Faktoren sind für die Aufrechterhaltung der Genauigkeit bei der DNA-

Replikation entscheidend. Die annähernd gleich hohe Konzentration aller vier dNTPs

begünstigt eine hohe Genauigkeit. Außerdem trägt die komplementäre Basenpaarung

nach Watson & Crick (1953) auf Basis der Wasserstoffbrücken-Bindungskräfte mit einer

Fehlerrate von 10-3-10-4 pro repliziertem Basenpaar zur Genauigkeit bei. Dies reicht

jedoch nicht aus, um die hohe Nukleotidselektivität der Polymerasen zu erklären (Loeb

& Kunkel, 1982). Daraufhin wurde das Konzept der ‘‘Geometrischen Selektion‘‘ und des
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‘‘induced fit‘‘ (Goodman, 1997) entwickelt. Ein weiterer wichtiger Faktor ist das

Korrekturlesen (‘‘Proofreading‘‘) durch eine intrinsische 3’-5’-Exonuklease (Brutlag &

Kornberg, 1972, Kunkel & Soni, 1988), welche die Fehlerhäufigkeit um zwei bis drei

Größenordnungen pro Basenpaar senkt (Kornberg & Baker, 1992). Der Prozess des

Korrekturlesens lässt sich auf Grund der beteiligten Enzyme in einen intra- und

intermolekularen Vorgang gliedern (Abb. 1). Bei intramolekularem Korrekturlesen

entfernt die mit der Polymerase assoziierte 3-5‘-Exonuklease die Fehlpaarung prozessiv

und das DNA-Substrat bewegt sich bei diesem Prozess zwischen dem aktiven Zentrum

der Polymerase und der Exonuklease, ohne dass das Enzym von der DNA dissoziiert.

In diesem Modus arbeiten T7-Polymerase (Donlin et al., 1991) und T4-Polymerase

(Capson et al., 1992; Reddy et al., 1992) (Abb. 1A).

Abb. 1 : Modell für Intra- und In termolekulares Korrekturlesen (verändert nach
Shevelev & Hübscher, 2002)
A. Intramolekulares Korrekturlesen wird von einem Polymerasemolekül durchgeführt,
welches nicht von der DNA dissoziiert. Nach Auftreten eines Fehlers schaltet die Poly-
merase vom Synthese-Modus in einen Exonuklease-Modus um und entfernt die
fehlgepaarte Base.
B. Bei intermolekularem Korrekturlesen dissoziiert die fehlerverursachende Polymerase (1)
von der DNA und der Fehler wird von der Exonukleaseaktivität eines anderen Polymerase-
moleküls entfernt (2). Bei häufigen Assoziations- und Dissoziationsereignissen kann es sich
um das identische Molekül handeln.
C. Intermolekulares Korrekturlesen könnte auch von einer autonomen 3’-5’-Exonuklease (2)
ausgeführt werden. Die Exonuklease bindet die DNA, entfernt die fehlgepaarte Base und
das ursprüngliche Polymerasemolekül (1) oder ein anderes (3) setzt die DNA-Synthese fort.
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Eine Alternative zum intramolekularen ‘‘Proofreading‘‘ stellt das intermolekulare

Korrekturlesen dar. Die Polymerase dissoziiert nach Einbau der falschen Base und

bindet dann erneut mit der 3‘-5‘-Exonuklease an das fehlgepaarte Primerende und

entfernt den Fehler. Dies konnte bei der Klenow Polymerase (Joyce, 1989) beobachtet

werden (Abb. 1B). Eine Variante des intermolekularen ‘‘Proofreadings‘‘ ist die Ent-

fernung einer Fehlpaarung durch eine 3‘-5‘-Exonuklease, die mit einer andersartigen

Polymerase assoziiert ist (Perrino & Loeb, 1990). Genetische Daten aus S. cerevisiae

deuten daraufhin, dass bei chromosomaler oder Plasmid-DNA-Replikation die mit Pol �

und Pol � assoziierte 3‘-5‘-Exonuklease Replikationsfehler auf dem gegenüber

liegenden DNA-Strang Korrektur liest (Shcherbakova & Pavlov, 1996; Karthikeyan et

al., 2000). Auch die Entfernung einer fehlgepaarten Base durch eine nicht mit einer

Polymerase assoziierten, d.h. autonomen 3‘-5‘-Exonuklease (Perrino & Loeb, 1989) ist

möglich (Abb. 1C). Ebenso trägt die verminderte Fähigkeit einer Polymerase, eine

Fehlpaarung zu verlängern (Perrino & Loeb, 1989), entscheidend zu einem effektiven

Korrekturlesen bei. Die Verlängerung einer Fehlpaarung erfolgt drei bis sechs Größen-

ordnungen langsamer als die einer korrekt gepaarten Base. Außerdem können

akzessorische Proteine Einfluss auf die Replikationsgenauigkeit haben (Kunkel et al.,

1994). Die postreplikative Fehlerkorrektur durch verschiedene Fehlerkorrektursysteme

(Basen-Exzisionsreparatur, BER; Nukleotid-Exzisionsreparatur, NER und Fehl-

paarungsreparatur, MMR; Hoeijmakers, 2001) senkt die Fehlerfrequenz. Diese

Fehlerkorrektur steigert die Replikationsgenauigkeit von Hefezellen und humanen

Zellen um ein bis zwei Größenordnungen (Kramer et al., 1989; Morrison & Sugino,

1992; Modrich, 1994).

Für Zellen, denen eine mit der Polymerase assoziierte 3‘-5‘-Exonuklease fehlt, wurden

Mutatorphänotypen beschrieben. Diese haben bei Vielzellern das Potenzial zur

Tumorentstehung (Loeb, 1991; Jackson & Loeb, 1998). Der Verlust des Korrekturlesens

der replikativen Polymerase ist in E. coli letal (Fijalkowska & Schaaper, 1996), führt in

Kombination mit Defekten bei der Fehlpaarungsreparatur (MMR) bei S. cerevisiae zu

starken Mutatorphänotypen (Morrison et al., 1993; Morrison & Sugino, 1994;

Vanderstraeten et al., 1998; Tran et al., 1999) und ruft bei Mäusen Krebs hervor

(Goldsby et al., 2001; Goldsby et al., 2002). Außerdem führt die Anhäufung von

Mutationen zu vorzeitiger Alterung (Morley, 1995).
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1.1.2 Die Genauigkeit der DNA-Reparatur
Fehler können bei jeder DNA-Synthesereaktion in der Zelle entstehen, einschließlich

der Reparatursynthese bei der Basen-Exzisionsreparatur (BER), der Nukleotid-

Exzisionsreparatur (NER) und der Fehlpaarungsreparatur (MMR). Diese Reparatur-

prozesse sind in ihrem Umfang sehr verschieden und werden von unterschiedlichen

DNA-Polymerasen mit deutlich unterschiedlichen Fehlerraten katalysiert. Akkurate

Reparaturen sind insbesondere in Stammzellen zur Erhaltung der genomischen

Integrität unbedingt erforderlich.

Schätzungen geben an, dass in einer humanen Zelle täglich 104 bis 106 Nukleotide

(Holmquist, 1998) geschädigt werden. Die Schäden resultieren aus normalen

chemischen Reaktionen, wie der Depurinierung, Desaminierung, Oxidation und

Methylierung (Kunkel, 1999). Viele dieser DNA-Schäden werden durch Exzision der ge-

schädigten Base und Resynthese durch Polymerase � (Pol �� ersetzt (‘‘short-patch‘‘

BER). Pol � besitzt keine intrinsische 3’-5’-Exonuklease (Tanabe et al., 1979) und

repliziert DNA mit einer hohen Fehlerrate. Die durchschnittliche Fehlerrate der

Basensubstitution beträgt ca. 10-3 (Osheroff et al., 1999; Beard et al., 1996). Wenn

diese Fehlerrate auch in vivo bei der BER von ca. 10.000 Fehlern auftreten würde,

würden etwa 10 Fehler pro Tag in einer Zelle entstehen. Allerdings könnte die

Genauigkeit eines vollständigen BER-Komplexes höher sein, als die der Pol � allein.

Eine Alternative wäre ein mögliches Korrekturlesen für die Pol � durch eine externe 3’-

5’-Exonuklease (Höss et al., 1999; Mazur & Perrino, 1999; Chou & Cheng, 2002) oder

eine anschließende MMR.

1.2 Die DNA-Replikation
Die Replikation der zwei DNA-Matrizenstränge an der Replikationsgabel eukaryotischer

Zellen ist ein präzise koordinierter Prozess, der die akkurate und effiziente Verdopplung

des Genoms gewährleistet (Waga & Stillman, 1998; Hübscher et al., 2002; Abb. 2). In

die Replikation der DNA sind eine Vielzahl von Proteinen in den sog. Replikations-

komplexen (Replisomen) involviert: Allein an der Synthese des Folgestrangs sind

mindestens 23 Polypetide beteiligt (Hübscher & Seo, 2001).
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Abb. 2 : Modell einer eukaryotis chen DNA-Replikationsgabel (nach Shevelev
& Hübscher, 2002)
Die doppelsträngige DNA wird von einer Helikase entwunden und die entstehenden einzel-
strängigen DNA-Abschnitte von RPA stabilisiert. Der oben dargestellte Leitstrang wird aus-
gehend von einem Primer im Replikationsursprung kontinuierlich vom Pol �-Holoenzym (aus
Pol �, PCNA und RFC bestehend) verlängert. Auf dem Folgestrang werden diskontinuierlich
Okazaki-Fragmente gebildet, deren RNA-Primer (ca. 10 Ribonukleotide) und die folgenden
ca. 20-30 DNA-Nukleotide von Pol �-Prim synthetisiert werden. Nach dem ‘‘Polymerase-
switch‘‘ verlängert Pol �-Holoenzym die Okazaki-Fragmente auf ca. 200 Nukleotide.

Eine Helikase (MCM2-7-Komplex oder eine andere DNA-Helikase) entwindet die

dsDNA am Replikationsursprung. Die entstehenden einzelsträngigen DNA-Bereiche

werden von RPA gebunden und stabilisiert. RPA unterstützt auch die Entwindung der

DNA durch seine Entwindungsaktivität und möglicherweise durch die Interaktion mit der

Helikase und Polymerase �-Primase (Pol �-Prim). Die Pol �-Prim assoziiert mit dem

Initiations-Komplex am DNA-Replikationsursprung (Bell & Dutta, 2002). Sie ist als

einziges Enzym fähig, die DNA-Synthese de novo durch Synthese eines RNA-Primers

zu initiieren und dann durch Polymerisation eines kurzen DNA-Stücks zu verlängern

(RNA-DNA-Primer) (Wang, 1996). Der RNA-DNA-Primer umfasst eine Länge von

ca. 40 Nukleotiden, wobei ca. 10 Ribonukleotide auf die RNA entfallen (Salas et al.,

1996). Die Pol �-Prim ist ein moderat prozessives Enzym, das nach Bildung des

Primers von der DNA dissoziiert (Murakami & Hurwitz, 1993). Der Primer wird von der

hoch prozessiven Pol � oder Pol � kontinuierlich auf dem Leitstrang und

diskontinuierlich auf dem Folgestrang elongiert (Waga et al., 1994). Das RFC-

Heteropentamer verdrängt die Pol �-Prim vom Primer (Maga et al., 2000) und lädt unter

ATP-Hydrolyse das ringartige homotrimere PCNA auf die DNA an Primer / Matrize-

Übergänge oder an einen Einzelstrangbruch in der dsDNA (Tsurimoto & Stillman,

1991). Dieser sog. ‘‘Polymeraseswitch‘‘ ist ein von RFC katalysierter, hoch koordinierter
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Prozess und beinhaltet ein komplexes Netzwerk aus Protein-Protein Interaktionen

zwischen Pol �-Prim, Pol �, RFC, PCNA und RPA. Das PCNA funktioniert als

Polymeraseklammer und Prozessivitätsfaktor für Pol � und Pol � (Prelich et al., 1987;

Bauer & Burgers, 1988). PCNA interagiert mit ca. 30 weiteren Proteinen, die am DNA-

Metabolismus beteiligt sind (Tsurimoto, 1999; Warbrick, 2000). Nach vollendeter DNA-

Synthese und erfolgter Prozessierung der auf dem Folgestrang synthetisierten Okazaki-

Fragmente verknüpft Ligase I die DNA-Stränge miteinander.

Pol �-Prim ist ein heterotetrameres Enzym. Die große Untereinheit p180 besitzt die

katalytische Polymeraseaktivität, während die beiden kleinen Untereinheiten (p58, p48)

die Primaseaktivität auf sich vereinen (Frick & Richardson, 2001). Die p68-Untereinheit

besitzt keine katalytische Aktivität; sie wird zellzyklusabhängig phosphoryliert und spielt

vermutlich eine regulatorische Rolle (Mizuno et al., 1999). Pol �-Prim besitzt keine

korrekturlesende 3‘-5‘-Exonuklease (Roberts & Kunkel, 1996). Außerdem dissoziiert

Pol �-Prim schnell von einem fehlgepaarten Primer-Terminus und bindet neuerlich nur

sehr schwach an dieses fehlgepaarte Ende (Kornberg & Baker, 1992).

Pol � ist in Säugern ein heterotetrameres (p125, p66, p50, p12; Hughes et al., 1999; Liu

et al., 2000), in S. pombe ein heteropentameres (p125, p55, p54, p40, p22; Zuo et al.,

1997) und in S. cerevisiae ein heterotrimeres Enzym (p125, p58, p55; Burgers & Gerik,

1998). Auf der großen Untereinheit dieses multimeren Enzyms sind die aktiven Zentren

einer Polymerase und einer 3‘-5‘-Korrekturexonuklease lokalisiert (Lee et al., 1991). Die

kleinen Untereinheiten spielen sowohl bei Protein-Protein Interaktionen als auch bei der

Zellzyklusregulation eine Rolle für die Stabilisierung der katalytischen Untereinheit.

1.3 Die Okazaki-Fragment-Prozessierung
Die korrekte Entfernung der RNA-Primer der Okazaki-Fragmente ist von heraus-

ragender Bedeutung für die Aufrechterhaltung der genomischen Integrität. Dieser

Prozess kann in vitro durch das gemeinsame Agieren der Nukleasen RNase HI und

FEN1 erfolgen (Bambara et al., 1997; Waga & Stillman, 1998). Allerdings zeigten

genetische Analysen in Hefe, dass weder RNase HI noch FEN1 essenziell für die Zelle

sind und dass auch Doppelmutanten lebensfähig sind (Reagan et al., 1995; Sommers

et al., 1995; Frank et al., 1998). Aus diesem Grund wurde die Beteiligung eines
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weiteren Faktors in der Okazaki-Fragment Prozessierung vermutet. Die Entdeckung

von Dna2 in Hefe mit einer schwachen 5‘-3‘-Helikaseaktivität und einer intrinsischen

einzelstrang-spezifischen 5‘-3‘-Endonukleaseaktivität (Bae et al., 1998), die essenziell

für die Zelle ist (Lee et al., 2000), führte zur Entwicklung eines neuen Modells. Dieses

Modell (Bae & Seo, 2000; Bae et al., 2001) beschreibt, wie Pol �-Holoenzym nach

erreichen des 5‘-Endes des RNA-Primers diesen verdrängt und die sog. ‘‘strand

displacement‘‘-Synthese fortsetzt, bis ein einzelsträngiger Bereich von ca. 30-

35 Nukleotiden entstanden ist, an den RPA bindet. RPA rekrutiert Dna2, welches die

einzelsträngige DNA einschneidet, so dass nur noch 5-7 ungepaarte Nukleotide (‘‘flap‘‘)

zurückbleiben. Dna2 und RPA dissoziieren und die 5‘-3‘-Endonuklease FEN1 entfernt

die ‘‘flap‘‘-DNA, so dass eine dsDNA mit einem Strangbruch entsteht, der von Ligase I

geschlossen wird.

1.4 Die Basen-Exzisionsreparatur (BER)
Die häufigsten DNA-Schäden betreffen die Basen. Es entstehen täglich 104-105 Basen-

modifikationen. Der vorherrschende Weg, die DNA-Sequenz wiederherzustellen, ist die

Basen-Exzisionsreparatur (Lindahl, 1993; Parikh et al., 1997).

Eine bifunktionale Glykosylase schneidet nach Entfernen der modifizierten Base die

DNA auf der 3‘-Seite der apurinischen Stelle (AP-Stelle) ein, so dass eine ein Nukleotid

umfassende Lücke mit einem 3‘-Didehydro-Didesoxyribose-Phosphat (3-ddRP) und

einem 5‘-Phosphat-Ende entsteht. Apurinische / Apyrimidinische Endonuklease 1

(APE1) entfernt mit seiner 3‘-Phosphodiesterase-Aktivität das 3‘-ddRP und erzeugt so

eine 3‘-OH-Gruppe (Parikh et al., 1999), die von Pol � durch den Einbau eines Nukle-

otids verlängert wird. Ligase III verknüpft die DNA-Enden (‘‘short-patch‘‘ BER, Abb. 3A).

Monofunktionale Glykosylasen entfernen modifizierte Basen, so dass eine AP-Stelle

entsteht. APE1 schneidet an der 5‘-Seite der AP-Stelle die DNA ein und es entsteht ein

3‘-OH-Ende und ein 5‘-Desoxyribose-Phosphat (5‘-dRP) (Klungland & Lindahl, 1997).

Nun kann sich eine ‘‘short-patch‘‘ oder ‘‘long-patch‘‘ BER anschließen (Fortini et al.,

1999; Kubota et al., 1996). Bei ersterer (Abb. 3B) wird das 5‘-Ende von der dRP-Lyase-

Aktivität der Pol � prozessiert. Pol � inseriert ein Nukleotid und Ligase III / XRCC1

schließt die Lücke (Cappelli et al., 1997). Bei der ‘‘long-patch‘‘ BER (Abb. 3C)

synthetisieren Pol �	� (Matsumoto et al., 1999; Pascucci et al., 1999) und / oder nach

neueren Erkenntnissen auch Pol � (Dianov et al., 1999a; Prasad et al., 2000; Podlutsky
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et al., 2001a) in Anwesenheit von PCNA und RFC 2-8 Nukleotide und verdrängen dabei

das 5‘-Ende von der DNA (‘‘strand displacement‘‘-Synthese). PCNA stimuliert die

Fähigkeit von FEN1, den verdrängten DNA-Einzelstrang einzuschneiden und so die

5‘dRP-Gruppe zu entfernen (Klungland & Lindahl, 1997; Gary et al., 1999; Matsumoto

et al., 1999; Pascucci et al., 1999). DNA-Ligase I als Interaktionspartner von PCNA

schließt die Lücke in der DNA (Levin et al., 1997). Fast alle Komponenten der BER (mit

Ausnahme der Glykosylasen) interagieren mit APE1 und bilden transiente Komplexe

aus (Mitra et al., 2001).

Abb. 3 : Modell der ‘‘short-patc h‘‘ und ‘‘long-patch‘‘ Basen-Exzisionsreparatur
(verändert nach Nilsen & Krokan, 2001).
Die BER wird von Glykosylasen initiiert und erfolgt im ‘‘short-patch‘‘ (A; B) oder dem ‘‘long-
patch‘‘ (C) Modus (für Details siehe Text).

Pol � ist ein 39 kDa Protein mit 335 Aminosäuren (AS). Es gliedert sich in eine 31 kDa

Domäne mit der Polymeraseaktivität und in eine N-terminale 8 kDa Domäne mit der

dRP-Lyase-Aktivität (Matsumoto & Kim, 1995; Prasad et al., 1998). Pol � besitzt keine
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3‘-5‘-Exonukleaseaktivität (Tanabe et al., 1979) und ist vorwiegend in der BER

involviert, spielt aber auch eine Rolle in der Meiose und Doppelstrangbruch-Reparatur

(Idriss et al., 2002).

1.5 Die autonomen 3’-5’-Exonukleasen
Um als autonome 3‘-5‘-‘‘Proofreading‘‘-Exonuklease arbeiten zu können, sollte eine

Exonuklease folgende Anforderungen erfüllen (Kunkel, 1988): Sie sollte unidirektional

und nicht-prozessiv am 3‘-Ende des DNA-Substrats arbeiten. Sie setzt auf ssDNA

dNMPs als optimales Substrat frei und entfernt bevorzugt ein fehlgepaartes Primer-

ende. Außerdem interagiert die Exonuklease funktionell mit der Polymerase zur

Erhöhung der Genauigkeit der DNA-Synthese. Dabei ist eine distributive Hydrolyse

inkorrekter Basen erforderlich, damit die sofortige Elongation des Primers nach Ent-

fernung des Fehlers wieder einsetzen kann. Dies unterscheidet den Vorgang von der

prozessiven Hydrolyse einzelsträngiger DNA bei DNA-Reparatur und Rekombination.

In den letzten Jahren ist eine zunehmende Zahl von autonomen humanen 3‘-5‘-Exo-

nukleasen identifiziert worden. Dazu gehören das Tumorsuppressorprotein P53 (TP53),

das Werner-Protein (WRN), die Apurinische / Apyrimidinische Endonuklease1 (APE1),

TREX1 (DNase III) und TREX2 (Mazur & Perrino, 1999; Höss et al., 1999; Mazur &

Perrino, 2001), MRE11 (Trujillo et al., 1998), hRAD1 (Parker et al., 1998) und hRAD9

(Bessho & Sancar, 2000). Demgegenüber stehen bisher erst zwei identifizierte humane

5‘-3‘-Exonukleasen, Flap-Endonuklease1 (FEN1) und Exonuklease 1 (EXO1) (Qiu et

al., 1999; Lee & Wilson, 1999). Die Funktion der 3‘-5‘-Exonukleaseaktivität von TP53,

WRN, TREX1, TREX2, hRAD1, hRAD9 ist noch unbekannt (Shevelev & Hübscher,

2002). MRE11 spielt eine Rolle bei rekombinativen Prozessen der Doppelstrangbruch-

Reparatur (Paull & Gellert, 2000).

1.5.1 Das Tumorsuppressorprotein P53 (TP53)
Das Tumorsuppressorprotein P53 wurde 1979 erstmals beschrieben und ursprünglich

als Onkogen klassifiziert und später als Tumorsuppressor reklassifiziert (May & May,

1999). Es ist eines der am stärksten untersuchten Proteine in der Krebsforschung. Die

Bedeutung ergibt sich aus dem Befund, dass 50 % aller humanen Tumore eine

Mutation im Gen des Tumorsuppressorproteins P53 (TP53) aufweisen und es damit das

am häufigsten mutierte einzelne Gen in Tumoren ist (Vogelstein & Kinzler, 1992; Soussi

et al., 1994). DNA-Schäden führen zur Aktivierung und Akkumulation des TP53 (Kastan
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et al.; 1991; Fritsche et al., 1993; Nelson & Kastan, 1994). In seiner aktivierten Form

arbeitet TP53 als Transkriptionsfaktor und vermittelt die Expression einer Vielzahl von

Genen (El-Deiry, 1998) die einen Zellzyklusarrest oder Apoptose induzieren. Die

Reparatur der geschädigten DNA während des Zellzyklusarrests oder der

programmierte Zelltod verhindern eine Fixierung der DNA-Schäden als Mutationen im

Genom. Auf diese Weise trägt TP53 zur Aufrechterhaltung der Integrität des Genoms

bei und wird auch als ‘‘guardian of the genome‘‘ (Lane, 1992) bezeichnet.

1.5.1.1 Die TP53-assoziierte Exonuklease
Als enzymatische Aktivität beschrieben Mummenbrauer et al. (1996) für TP53 eine

intrinsische Exonukleaseaktivität auf ssDNA mit einer 3‘-5‘-Polarität. Die Exonuklease-

aktivität des Wildtyp-TP53 ist auf der Kern-Domäne lokalisiert und Mg2+-abhängig. Eine

weitere Charakterisierung der Substratspezifität der Exonuklease des TP53 (Skalski et

al. 2000a) zeigt, dass im Vergleich Nukleotide von ssDNA dreifach schneller abgebaut

werden als von dsDNA. Außerdem bevorzugt TP53 in einer Duplex-DNA eine einzelne

3‘-terminale Fehlpaarung verglichen mit der korrekten Basenpaarung und entfernt auch

Nukleotide vom 3‘-Ende glatter und überhängender DNA-Doppelstrangbrüche effektiv.

Auf Matrize / Primer-Substraten, mit Primern bis zu 17 Nukleotiden Länge arbeitet die

Exonuklease überwiegend nicht-prozessiv, hingegen prozessiv mit Primern länger als

30 Nukleotide. 

Der monoklonale Antikörper PAb421, der ein C-terminales Epitop des TP53 erkennt,

inhibiert die Exonuklease bei gleichzeitig aktivierter sequenzspezifischer DNA-Bindung

des TP53 (Janus et al., 1999). Die beiden Aktivitäten der Kern-Domäne, die

sequenzspezifische DNA-Bindung und die 3‘-5‘-Exonuklease, werden vermutlich

gegenläufig reguliert. Eine aktuelle Untersuchung zeigt, dass in einer natürlich

vorkommenden C-terminal alternativ gespleißten Form des murinen TP53 die

sequenzspezifische DNA-Bindung und die 3‘-5‘-Exonuklease gleichzeitig aktiv sind

(Shakked et al., 2002).

1.5.1.2 Die Rolle von TP53 in Replikation und Reparatur
TP53 ist durch Interaktionen mit essenziellen Reparaturproteinen in die DNA-Reparatur

involviert (Wang et al., 1995; Wang et al., 1996; Offer et al., 1999; Therrien et al., 1999).

Außerdem kolokalisiert TP53 mit der DNA-Replikationsmaschinerie (Gannon & Lane,

1987; Cox et al., 1995) und ist vermutlich direkt an der zellulären DNA-Replikation
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(Wilcock & Lane, 1991) beteiligt. Für in der S-Phase befindliche Zellen wurde eine

Kolokalisation von TP53 mit der DNA-Syntheseaktivität nachgewiesen (Huang, 1998).

Des Weiteren spielt TP53 bei Rekombinationsereignissen eine Rolle (Stürzbecher et al.,

1996; Wiesmüller et al., 1996; Lee et al., 1997; Mekeel et al., 1997, Søe et al., 2002,

Stephan et al., 2002). Auch direkte Protein-Protein Interaktionen von TP53 zu Enzymen

der Replikation und Reparatur sind bereits nachgewiesen worden. So bindet das Einzel-

strang-Bindeprotein RPA an TP53 (Dutta et al., 1993). Mittels einer biophysikalischen

Untersuchung konnte gezeigt werden, dass TP53 in vitro an Pol �-Prim bindet (Kühn et

al., 1999). Außerdem interagiert TP53 mit Pol � und ist verantwortlich für einen Anstieg

der BER-Aktivität (Zhou et al., 2001). Ein weiteres Protein der BER, die APE1, aktiviert

die Bindung von TP53 an spezifische DNA in vitro (Jayaraman et al., 1997). Des

Weiteren assoziieren APE1 und TP53 auch in vivo (Gaiddon et al., 1999).

Da weder Pol �-Prim noch Pol � eine intrinsische Korrekturexonuklease besitzen,

wurde die Hypothese aufgestellt, dass TP53 diese Funktion ausfüllen könnte (Huang,

1998; Zhou et al., 2001; Melle & Nasheuer, 2002; Ballal et al., 2002). Diese Möglichkeit

wird von dem Befund unterstützt, dass beispielsweise viele Präparationen von Pol �-

Prim beschrieben wurden, die mit einer Exonukleaseaktivität assoziiert waren (Chen et

al., 1979; Ottiger & Hübscher, 1984; Bialek et al., 1989).

1.5.2 Das Werner Protein (WRN)
Das Werner-Syndrom ist die erste erbliche Humanerkrankung, die von einem

dysfunktionalem Protein (Werner Protein, WRN) mit einer 3‘-5‘-Exonukleaseaktivität

verursacht wird. Das Werner Syndrom ist eine seltene, autosomal, rezessive Human-

erkrankung, die durch vorzeitige Alterung (Salk, 1982, Martin et al., 1999) und

genomische Instabilität (Salk et al., 1981) charakterisiert ist. 

Das Werner Protein (1432 Aminosäuren; Yu et al., 1996) vereinigt drei enzymatische

Eigenschaften auf sich: eine 3‘-5‘-Helikaseaktivität (Gray et al., 1997; Suzuki et al.,

1997; Shen et al., 1998a), eine 3‘-5‘-Exonukleaseaktivität und eine ATPase-Aktivität

(Gray et al., 1997; Suzuki et al., 1997).

1.5.2.1 Die WRN-assoziierte 3‘-5‘-Exonuklease
Auf Grund der Analyse von Sequenzhomologien ist für WRN eine am N-Terminus

lokalisierte Exonukleaseaktivität vermutet worden, da sich dort die drei konservierten
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Motive, die denen der E. coli RNase D und der korrekturlesenden Exonuklease der

E. coli Polymerase I ähneln, befinden (Moser et al., 1997; Mushegian et al., 1997).

Diese Vorhersage wurde für rekombinantes humanes WRN durch den Nachweis einer

3’-5’-Exonuklease (Huang et al., 1998; Kamath-Loeb et al., 1998; Shen et al., 1998a)

oder kontrovers einer 5’-3’ Exonuklease (Suzuki et al., 1999) bestätigt.

Die WRN 3’-5’-Exonuklease ist ein dsDNA abhängiges Enzym. Als Substrat dient ein

rezessives 3’-Ende (bzw. ein 5’-Überhang) als DNA-Terminus einer dsDNA. Doppel-

strängige DNA mit glatten Enden und ssDNA werden nicht abgebaut. Bevorzugt wird

ein fehlgepaartes terminales Nukleotid an einem rezessiven 3’-Ende entfernt,

wohingegen zwei fehlgepaarte terminale Basen nicht abgebaut werden (Kamath-Loeb

et al., 1998; Huang et al., 2000). Die WRN Exonuklease entfernt auch ein terminales

Nukleotid, das eine 3’-PO4-Gruppe besitzt (Kamath-Loeb et al., 1998). Gehemmt wird

die Exonuklease von 3’-terminalen oxidativen Schäden der DNA wie z.B. 8-oxo-G und

8-oxo-A (Machwe et al., 2000).

1.5.2.2 Die WRN-Protein Interaktionen
WRN interagiert physikalisch und / oder funktionell mit Proteinen, die an der DNA-

Replikation und Reparatur beteiligt sind. Dazu gehören unter anderem Pol �
(Szekely et

al., 2000), Pol � (Harrigan et al., 2003), RPA (Brosh et al., 1999), PCNA (Lebel et al.,

1999), Ku86/70 (Cooper et al., 2000; Li & Comai, 2000), Topoisomerase I (Lebel et al.,

1999) sowie FEN1 (Brosh et al., 2001), PARP1 (Lebel et al., 2003) und TP53 (Blander

et al., 1999; Spillare et al., 1999).

WRN steigert in Abwesenheit von PCNA die Geschwindigkeit des Nukleotideinbaus von

Pol � (Kamath-Loeb et al., 2000). Außerdem stimuliert WRN die ‘‘strand displacement‘‘-

Synthese der Pol � (Harrigan et al., 2003). Der in die Reparatur von Doppelstrang-

brüchen involvierte Ku86/70-Komplex (Featherstone und Jackson, 1999) steigert die

3’-5’-Exonukleaseaktivität von WRN dramatisch (Cooper et al., 2000; Li & Comai,

2000). So wird das WRN-Protein stimuliert, ansonsten inerte DNA Substrate, wie

ssDNA und dsDNA mit glatten Enden oder 3’-Überhang abzubauen (Li & Comai, 2000,

2001). RPA stimuliert die Helikaseaktivität von WRN (Shen et al., 1998b; Brosh et al.,

1999). Auf Grund der Exonukleaseaktivität sowie der beschriebenen WRN-Protein

Wechselwirkungen mit an der Replikation und Reparatur beteiligten Proteine lässt sich
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spekulieren, dass WRN als 3‘-5‘-Korrekturleser einen direkten Einfluss auf die

genomische Stabilität ausüben könnte.

1.5.3 Die Apurinische / Apyrimidinische Endonuklease 1 (APE1)
Humane APE1 (Demple et al., 1991) wird auch als HAP1 (Robson et al., 1992) REF1

(Xanthoudakis & Curran, 1992) und APEX1 (Seki et al., 1991) bezeichnet. Es wird

wegen seiner Homologie zu den E. coli Endonukleasen zur Familie der Exonuklease III

gerechnet.

1.5.3.1 Die enzymatischen Aktivitäten von APE1
APE1 ist ein 36,5 kDa großes Protein aus 318 Aminosäuren, das in zwei Domänen ge-

gliedert ist (Seki et al., 1992). Die AP-Endonuklease-, die 3‘-Phosphodiesterase- und

die 3‘-Phosphataseaktivität dieses multifunktionalen Enzyms sind in der C-terminalen

Region lokalisiert (Evans et al., 2000). Eine 3‘-5‘-Exonukleaseaktivität wurde als

biologisch nicht signifikant eingestuft, da sie 2-4 Größenordnungen weniger aktiv war

als die der Endonuklease (Demple et al., 1991; Robson et al., 1991). Aber kürzlich

zeigten Studien, dass APE1 eine exonukleolytische Aktivität besitzt, die das Antitumor-

Nukleosid-Analogon �-L-Dioxolan-Cytidin vom 3‘-Ende einer Duplex-DNA entfernt

(Chou et al., 2000). Die N-terminale Domäne ist essenziell für die Redoxaktivität

(Xanthoudakis et al., 1994), welche die Aktivität von Transkriptionsfaktoren stimuliert.

1.5.3.2 Die APE1-Protein Interaktionen in der BER
APE1 interagiert mit vielen an der BER beteiligten Enzymen und ist so in der Lage, den

Ablauf des Reparaturprozesses zu koordinieren (Mol et al., 2000). An eine AP-Stelle

gebundenes APE1 interagiert mit Pol � (Bennett et al., 1997). Außerdem bildet APE1

binäre Komplexe mit PCNA und FEN1 und stimuliert die spezifische Aktivität von FEN1

(Mitra et al., 2001). Da Pol � keine intrinsische Korrekturexonuklease besitzt wurde die

Hypothese aufgestellt, dass APE1 mit seiner 3‘-5‘-Exonukleaseaktivität diese Funktion

ausfüllen könnte (Chou & Cheng, 2002).

1.6 Die 5‘-3‘-‘‘Flap‘‘-Endonuklease 1 (5‘-3‘-Exonuklease; FEN1)
FEN1-Proteine sind strukturspezifische 5‘-3‘-Nukleasen und prozessieren eine Vielzahl

verschiedener RNA- und DNA-Substrate. Sie sind an der DNA-Reparatur und der
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Okazaki-Fragment-Prozessierung beteiligt (Kim et al., 1998; Gary et al., 1999; Pascucci

et al., 1999; Alleva et al., 2000; Alleva & Doetsch, 2000, Maga et al., 2001b; Bae et al.,

2001). Ihre wichtige Rolle zur Aufrechterhaltung der genomischen Stabilität macht es

wahrscheinlich, dass sie zu einem frühen Zeitpunkt der zellulären Entwicklung

entstanden sind (Sun et al., 2002). 5‘-‘‘Flap‘‘-Endonukleasen sind sowohl in Viren und

Archaebakterien als auch in Pro- und Eukaryoten gefunden worden. Im Gegensatz zu

FEN1-Homologen aus Eukaryoten, sind die prokaryotischen 5‘-3‘-Exonukleasen im N-

Terminus einer Polymerase lokalisiert, am besten charakterisiert am Beispiel der

5-3‘-Exonukleasedomäne von E. coli Pol I (Lyamichev et al., 1993).

1.6.1 Die enzymatischen Aktivitäten von FEN1 und die FEN1-Protein Interaktionen
FEN1 vereint zwei enzymatische Eigenschaften in sich, eine 5‘-3‘-Exonukleaseaktivität

(Lindahl, 1971; Harrington & Lieber, 1994; Murante et al., 1994; Alleva & Doetsch,

1998) und eine 5‘-3‘-Endonukleaseaktivität (Harrington & Lieber, 1994; Kaiser et al.,

1999; Qiu et al., 2001; Ranalli et al., 2002). Bisher wurden für FEN1 mehrere

Interaktionspartner, die am DNA-Metabolismus beteiligt sind, beschrieben: PCNA,

APE1, Dna2-Helikase, WRN, RPA, Pol �, Pol �, und Pol � (Biswas et al., 1997; Brosh et

al., 2002; Budd & Campbell, 1997; Dianova et al., 2001; Li et al., 1995; Prasad et al.,

2000; Siegal et al., 1992; Zhu et al., 1997). Das Verständnis der biochemischen

Funktionen und funktionellen Wechselwirkungen führte zu wachsendem Verständnis

der in vivo Mechanismen von verschiedenen zellulären Prozessen, wie z.B. der Basen-

Exzisionsreparatur und der Okazaki-Fragment-Prozessierung. Die Fähigkeit von FEN1,

unterschiedliche RNA- und DNA-Substrate abzubauen, eröffnet die Möglichkeit, DNA zu

entfernen, die sich an den RNA-Primer anschließt. Wenn der Primer nur mit geringer

Genauigkeit verlängert wurde, könnte FEN1 auf diese Weise zur Erhöhung der

Replikationsgenauigkeit beitragen (Bhagwat & Nossal, 2001). Der relative Beitrag von

Exo- und Endonukleaseaktivität von FEN1 schwankt vermutlich zwischen den

verschiedenen Spezies (Alleva & Doetsch, 2000). 

1.7 Das �X174am16-Reversionssystem

Die Replikationsgenauigkeit von Polymerasen kann mit dem �X174am16-Reversions-

system bestimmt werden. Die zirkuläre einzelsträngige DNA des �X174am16-Phagen

besteht aus 5386 Nukleotiden und umfasst neun Gene. Das Amber16-Stoppcodon
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(TAG) befindet sich in einer Region des Phagengenoms, in dem die für den Phagen

essenziellen Gene A und B lokalisiert sind (Abb. 4).

Abb. 4 : Die Sequenzanordnung  der Gene A und B des Bakteriophagen
�X174am16 im Bereich des Amber-Codons
Das Amber-Codon (TAG) befindet sich an Position Gen AB 5276-5278 im (+)-Strang des
einzelsträngigen Phagengenoms.

Jeder Nukleotidaustausch innerhalb des Amber-Codons führt zu einer Änderung der

Aminosäuresequenz in mindestens einem der beiden Genprodukte. Von neun

möglichen Basentauschen verursachen dabei sieben phänotypische Veränderungen

(Fersht & Knill-Jones, 1981, 1983). Diese Veränderungen manifestieren sich in einer

Temperatursensitivität (zusammengefasst in Tab. 1).

Tab. 1. : Die möglichen Fehlpaarungen am Amber-Codon und die daraus resultierenden
Phagenphänotypen

Fehlpaarung Nukleotidaustausch Phänotyp Aminosäureaustausch
am Amber-Codon Gen A Gen B

G:TMatrize T gegen C �wt Phe-Arg Gln

C:TMatrize T gegen G wt Leu-Arg Glu

T:TMatrize T gegen A ts43 Leu-Arg Lys

G:AMatrize A gegen C ts42 Phe-Arg Ser

C:AMatrize A gegen G ts34 Phe-Gly Trp

A:AMatrize A gegen T -- Phe-Trp Leu

A:GMatrize G gegen T ts38 Phe-Met Tyr

G:GMatrize G gegen C ts35 Phe-Thr Tyr

A:GMatrize G gegen A ochre Phe-Lys ochre

Die in vitro Replikationsgenauigkeit von Polymerasen lässt sich mittels des Amber-

Codon Reversionssystems des E. coli Bakteriophagen �X174am16 bestimmen

(Weymouth & Loeb, 1978; Fersht & Knill-Jones, 1981, 1983). In Abb. 5 ist der

Genauigkeitstest schematisch am Beispiel eines einzelsträngigen DNA-Ausgangs-

substrats dargestellt.
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Abb. 5 : Das �X174am16-Rever sionssystem
Die schematische Darstellung des in vitro �X174am16-Genauigkeitssystems verändert nach
Grosse, 1985. Für Details siehe Text.

Eine ssDNA oder eine dsDNA mit einer Lücke im Bereich des Amber-Codons wird von

der zu untersuchenden Polymerase in eine doppelsträngige DNA, die sog. Replikative

Form (RFII, RFIV) überführt. Mit dieser DNA werden Sphäroplasten des Suppressor-

stammes E. coli C600 transfiziert. Die transfizierten Bakterien besitzen eine Amber-

Codon Suppressor-tRNA (glnV) und erlauben das Wachstum der Amber-Codon

enthaltenden �X174am16-Phagen und revertierter �X174-Phagen. Die im Suppressor-

stamm E. coli C600 gebildeten Phagen werden parallel mit dem Suppressorstamm

E. coli CQ2 (tyrT) und dem Wildtypstamm E. coli C analysiert. In Gegenwart von

E. coli C ergeben die Lysehöfe die Anzahl der revertierten Phagen und repräsentieren

damit die während der DNA-Synthese von der Polymerase fehlerhaft eingebauten

Nukleotide. Die in Anwesenheit von E. coli CQ2 auftretenden Plaques liefern die

Gesamtzahl aller Phagen. Das Verhältnis der Phagen auf E. coli C (Revertanten) zu

E. coli CQ2 ergibt die Reversionsfrequenz der Polymerase bei der Replikation des

Amber-Codons.

1.8 Zielsetzung
Eine frühe Stufe der Tumorentwicklung ist die Ausbildung eines Mutatorphänotyps, der

aus Mutationen in Genen, die normalerweise der Aufrechterhaltung der genetischen

Stabilität dienen, resultiert (Loeb et al., 1974; Loeb, 1991; Loeb, 2001). Fehler bei der

DNA-Synthese oder eine inadäquate Reparatur von DNA-Schäden, welche die

Kapazität der Zelle, solche Vorgänge zu korrigieren überschreiten, führen zur

Anhäufung von Mutationen. Sowohl an der Replikation als auch der Reparatur sind zwei
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DNA-Polymerasen, Pol �-Prim und Pol �, beteiligt, denen eine intrinsische 3‘-5‘-

Korrekturexonuklease fehlt. Aus diesem Grund synthetisieren beide Polymerasen die

DNA nur moderat bis wenig genau. Pol �-Prim ist essenziell für die Initiation der DNA-

Replikation und Pol � von herausragender Bedeutung für die Reparatur von

geschädigten Basen. Dies führte zur Entwicklung eines ‘‘Proofreading‘‘-Konzepts, in

welchem eine autonome 3‘-5‘-Exonuklease, die von der Polymerase fehlerhaft

eingebauten Nukleotide entfernen und so die Genauigkeit erhöhen kann (Perrino &

Loeb, 1989). Kürzlich wurden mehrere humane autonome 3‘-5‘-Exonukleasen

identifiziert, die sich durch Interaktionen mit DNA-Polymerasen und eine Rolle bei der

Aufrechterhaltung der genomischen Stabilität auszeichnen. So z.B. das

Tumorsuppressorprotein P53, dessen Gen in mehr als 50% aller Tumore mutiert

vorliegt (Vogelstein & Kinzler, 1992). Das mutierte Werner Protein führt zur erblichen

Humanerkrankung Werner Syndrom, verbunden mit genetischer Instabilität und der

Bildung von Tumoren (Salk, 1982; Goto et al., 1996). ‘‘Knock-out‘‘ Mäuse der

Apurinischen / Apyrimidinischen Endonuklease 1 sind bereits während der

Embryonalentwicklung letal (Ludwig et. al., 1998).

Ziel dieser Arbeit war es zu untersuchen, ob die autonomen 3‘-5‘-Exonukleasen TP53,

WRN und APE1 die Genauigkeit der Pol �-Prim und Pol � erhöhen und somit zur

Aufrechterhaltung der genomischen Integrität einer Zelle beitragen können. Außerdem

sollte das �X174am16-Reversionssystem weiter entwickelt werden, um DNA-Synthese,

die einer Basen-Exzisionsreparatur nahe kommt, in vitro zu ermöglichen. In diese

Aufgabenstellung wurden auch weitere akzessorische Proteine der DNA-Replikation

und Reparatur, wie das Einzelstrang-Bindeprotein RPA und die Flap-Endonuklease 1,

die als Interaktionspartner der Exonukleasen oder Polymerasen einen Einfluss auf die

Genauigkeit haben könnten, mit einbezogen.

Möglicherweise werden die von Pol �-Prim bei der Primersynthese verursachten Fehler

durch einen anderen Mechanismus, das sog. 5‘-3‘-‘‘Proofreading‘‘ entfernt. Aus diesem

Grund sollte die Frage nach einer 5‘-3‘-Fehlerkorrektur bei der Okazaki-Fragment-

Prozessierung ebenfalls untersucht werden.
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2. Material

2.1 Die Chemikalien
Die Chemikalien wurden, soweit nicht anders angegeben, von den Firmen Merck

(Darmstadt), Roth (Karlsruhe) und Sigma (Taufkirchen) bezogen und waren von

analysenreiner Qualität oder speziell für die Molekularbiologie hergestellt. Für das An-

setzen von Lösungen, Puffern und Medien wurde mit einer Milli-Q-Reinstwasseranlage

(Millipore, Eschborn) filtriertes Wasser verwendet.

2.2 Die Medien
Die in der Bakterienzellkultur verwendeten Kulturmedien:

LB-Medium: 10 g/l

5 g/l

10 g/l

NaCl

Hefeextrakt (Gibco BRL, Eggenstein)

Pepton (Gibco BRL, Eggenstein)

mit 5 M NaOH einen pH-Wert von 7,0 einstellen und autoklavieren.

LB-Agar:

15 g/l

wie LB-Medium mit

Agar (Gibco BRL, Eggenstein)

Top-Agar:

7 g/l

wie LB-Medium mit

Agar (Gibco BRL, Eggenstein)

mit 1 M steriler CaCl2-Lösung eine Kalziumkonzentration von 10 mM einstellen und

mit einer 50-%igen Saccharose-Lösung eine 10-%ige Endkonzentration einstellen.

PA-Medium: 10 g

10 g

100 g

10 g

Casamino Acids (DIFCO, Detroit, USA)

Nutrient Broth (DIFCO, Detroit, USA))

in 600 ml H2O autoklavieren.

Saccharose

in 300 ml H2O autoklavieren.

Glukose

in 100 ml H2O autoklavieren.

nach dem Abkühlen auf 60°C alle Komponenten zusammengeben.
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2.3 Die Bakterienstämme
Die Bakterienstämme E. coli C600, E. coli C und E. coli CQ2 wurden von Prof. Dr.

F. Große, Abteilung Biochemie, IMB, Jena, zur Verfügung gestellt.

Bakterienstamm Genotyp / relevante Eigenschaften Herkunft / Referenz

E. coli C600 F-, thr, leu, thi, lacY, ton A, glnV44 (AS) (supE) Appleyard, 1954

E. coli C F-, Wildtyp Sinsheimer, 1959

E. coli CQ2 F-, tyrT (supF)

E. coli HB 101 F-, �(gtp-proA)62, lsupE44, ara14, galK2, lacY1,

�(mcrC-mrr), rpsL20, (Strr), xyl-5, mtl-1, recA13,

HsdS-(r-m-)

ATCC

(American Type Culture

Collection)

E. coli BL21 DE3 F-, dcm, ompT, hsdS(rB
-mB

-), gal,

� (DE3) Prophage mit T7-RNA-Polymerase Gen

Stratagene

2.4 Die Bakteriophagen-DNA
Die DNA des Bakteriophagen �X174am16 wurde von Prof. Dr. G. Krauss, Abteilung

Biochemie, Universität Bayreuth, bezogen.

Eine mit HIV-RT replizierte �X174am16-dsDNA wurde von Dr. S. Nicolaus, Abteilung

Biochemie, IMB, Jena zur Verfügung gestellt.

2.5 Die Plasmide
Das Plasmid pET-FHC wurde von M.S. Park, Bioscience Division, Los Alamos National

Laboratory, Los Alamos, USA zur Verfügung gestellt.

Bezeichnung Referenz

pET-FCH (pET 28b (Novagen) und humanes FEN1) Nolan et al., 1996
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2.6 Die Proteine
Die in den Studien zur Fehlerkorrektur verwendeten Proteine wurden von Dipl.-Bio-

chem. P. Freede, Dr. H. Hartmann, PD Dr. H.-P. Nasheuer, Dr. S. Nicolaus, Dr. K. Søe

und Dr. S. Zhang, Abteilung Biochemie, IMB, Jena und von Dr. J. Christensen, Institut

für Medizinische Mikrobiologie und Immunologie, Panum Institut, Universität Kopen-

hagen, Dänemark in aufgereinigter und aktiver Form zur Verfügung gestellt (Tab. 2).

Tab. 2 : Die gereinigten Proteine
Eine Übersicht der freundlicherweise von Kollegen zur Verfügung gestellten gereinigten Proteine mit
Angaben zu Untereinheiten, Herkunft und Expressionssystemen.

Protein Untereinheiten Her-
kunft

Aufarbeitung aus Präparation

TP53 p53 murin His-tag, Insektenzellen Dr. H. Hartmann

TP53 p53 bovin His-tag, Insektenzellen Dr. H. Hartmann

TP53 p53 bovin GST, E. coli Dr. H. Hartmann

TP53 p53 human Insektenzellen Dr. H. Hartmann

TP53 p53 murin His-tag, Insektenzellen Dr. K. Søe

RPA p70, p34, p14 human E. coli P. Freede

Pol �-Prim p180, p68, p58, p48 human Insektenzellen Dr. H. Hartmann

Pol �-Prim p180, p68, p58, p48 bovin Kalbsthymus Dr. H. Hartmann

Pol � p39 human E. coli PD Dr. H.-P. Nasheuer

Pol � p125, p66, p50, p12 human Insektenzellen Dr. J. Christensen

RFC p140, p40, p38, p37, p36 human Insektenzellen Dr. J. Christensen

PCNA p34 human Insektenzellen Dr. J. Christensen

RPA p70, p34, p14 human Insektenzellen Dr. J. Christensen

WRN p160 human Insektenzellen Dr. S. Zhang
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2.7 Die Enzyme
Die käuflich erworbenen Enzyme wurden von New England Biolabs (Frankfurt a.M.),

Roche Molecular Biochemicals (Mannheim), Amersham Biosciences Europe GmbH

(Freiburg), Peqlab (Erlangen) und Novus Biologicals (Littleton, UK) bezogen.

Firma Enzym

Amersham Biosciences AMV-Reverse Transkriptase, Sequenase Version 2.0 (T7-Pol)

New England Biolabs T7-Pol, Klenow Pol, Klenow Pol exo-, T4-Ligase, T4-PNK, Exo-

nuklease III, Restriktionsendonukleasen NcoI und BamHI

Novus Biologicals APE1

Peqlab T4-Pol

Roche Molecular Biochemicals Terminale Transferase

2.8 Die Replikationsprimer
Die Oligonukleotide Primer 1 und der Korrekturprimer 1 wurden vom Industriepartner

NAPS (Göttingen) synthetisiert und zur Verfügung gestellt. Primer 2, 3, 4 und Korrektur-

primer 2 wurden von Frau A. Willitzer, Abteilung Biochemie, IMB, Jena, synthetisiert.

Die Oligonukleotide 5, 6 und 7 wurden von Purimex, Nucleic Acids Technology

(Göttingen) synthetisiert.

Die Replikationsprimer 1, 2 und 3 hybridisieren stromaufwärts und Primer 4 strom-

abwärts des Amber-Codons auf der �X174am16-DNA mit korrekter Basenpaarung

(Tab. 3). 
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Tab. 3 : Die Replikationsprimer mit korrekter Basenpaarung
Die Oligonukleotide 1 und 3 hybridisieren stromaufwärts direkt vor dem Amber-Codon, Primer 2 10 Nt vor
dem Amber-Codon. Diese Primer wurden im �X174am16-Reversionssystem zur Bestimmung der
Replikationsgenauigkeit von Polymerasen eingesetzt. Primer 4 hybridisiert stromabwärts vom Amber-
Codon und wurde zur Konstruktion des doppelsträngigen �X174am16-Substrats eingesetzt.

Name Position
im Gen AB

Sequenz

Primer 1 AB 5279-5293 5‘- GTA ACT TTT CCC AGC -3‘

Primer 2 AB 5289-5304 5‘- CGT CGG CTA CAG TAA C -3‘

Primer 3 AB 5279-5313 5‘- CC GCC AAA ACG TCG GCT ACA GTA ACT TTT CCC AGC -3‘

Primer 4 AB 5231-5272 5‘- CTC ATC TCT CTT TTT GCG TTC TGC TTC AAT ATC TGG T -3‘

Die Primer 5, 6 und 7, sowie die Korrekturprimer hybridisieren direkt auf dem Amber-

Codon und induzieren eine G:TMatrize-Fehlpaarung an Position 5276 im Gen AB (Tab. 4).

Tab. 4 : Die Replikationsprimer mit einer fehlgepaarten Base
Diese Primer provozieren, auf einzelsträngige �X174am16-DNA hybridisiert, eine G:TMatrize-Fehlpaarung
an Position Gen AB 5276 im Amber-Codon des Bakteriophagen. Die Korrekturprimer 1 und 2 wurden zur
Bestimmung der Fehlerausbeute und die Primer 5-7 im Assay zur Okazaki-Fragment-Prozessierung
eingesetzt. Primer 8 mit endständiger Fehlpaarung wurde zur Bestimmung eines 3‘-5‘-Korrekturlesens
verwendet.

Name Position
im Gen AB

Sequenz

Korrekturprimer 1 AB 5270-5289 5‘- CT TTT CCC AGC CTG AAT CTC -3‘

Korrekturprimer 2 AB 5273-5293 5‘- GTA ACT TTT CCC AGC CTG AAT -3‘

Primer 5 AB 5263-5284 5‘- CCC AGC CTG AAT CTC ATC TCT C -3‘

Primer 6 AB 5263-5281 5‘- AGC CTG AAT CTC ATC TCT C -3‘

Primer 7 AB 5256-5278 5‘- CTG AAT CTC ATC TCT CTT TTT GC -3‘

Primer 8 AB 5276-5293 5‘- GTA ACT TTT CCC AGC CTG -3‘
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2.9 Die Oligonukleotide für die Exo- und Endonukleasetests
Die gereinigten Oligonukleotide (Tab. 5; Tab. 6) für die Nukleasetests wurden von Dr.

H. Hartmann und Dr. K. Søe zur Verfügung gestellt.

Tab. 5 : Die Oligonukleotide für Exonukleasetests
Auf folgenden, aus einem oder mehreren Oligomeren zusammengesetzten DNA-Substraten, wurde die
Exonukleaseaktivität der verwendeten 3‘-5‘-Exonukleasen und der 5‘-3‘-Exonuklease nachgewiesen.

Name Bemerkung Sequenz

30mer für TP53 5‘ -GAC ACT GGT CAC ACT TGG CTG CTT
AGG AAT -3‘

22 / 74mer Primer / Matrize

mit 3‘-rezessivem Ende für

WRN und Pol �

5‘- CAG GTA AGC TTG GCG GGG ATC C -3‘

5‘- CCG GGG ATC CTT TTT TTT TTT TTT TTT
TCT AAG TCT TTT TTT GCC TTC GCC CGG
ATC CCC GCC AAG CTT ACC TG -3‘

22 / 25 / 74mer Primer / Primer / Matrize,

doppelsträngiges Substrat

mit ‘‘nick‘‘ für FEN1

5‘- CAG GTA AGC TTG GCG GGG ATC C -3‘

5‘- GGG CGA AGG CAA AAA AAG ACT TAG A -3‘

5‘- CCG GGG ATC CTT TTT TTT TTT TTT TTT
TCT AAG TCT TTT TTT GCC TTC GCC CGG
ATC CCC GCC AAG CTT ACC TG -3‘

15mer /

�X174am16-dsDNA

mit einer Lücke von

21 Nt

doppelsträngiges Substrat

mit einer sechs Nukleotide

umfassenden Lücke für

APE1

5‘- GTA ACT TTT CCC AGC -3‘

16mer /

�X174am16-dsDNA

mit einer Lücke von

21 Nt

doppelsträngiges Substrat

mit einer fünf Nukleotide

umfassenden Lücke und

einer G:G-Fehlpaarung am

3‘-Ende für APE1

5‘- GTA ACT TTT CCC AGC G -3‘

Tab. 6 : Die Oligonukleotide für den Endonukleasetest von FEN1
In der nachfolgenden Tabelle sind die Sequenzen der Oligomere, aus denen das DNA-Substrat für den
Endonukleasetest von FEN1 zusammengesetzt ist, aufgelistet

Name Bemerkung Sequenz

25 / 30 / 74mer Primer / Primer / Matrize

mit einem 5’-‘‘flap‘‘ von

drei Nukleotiden für

FEN1

5‘- GGG CGA AGG CAAAAA AAG ACT TAG A -3‘

5‘- AGAAAA AAA AAA AAA AAA AAG GAT CCC CGG -3‘

5‘- CCG GGG ATC CTT TTT TTT TTT TTT TTT TCT AAG
TCT TTT TTT GCC TTC GCC CGG ATC CCC GCC AAG
CTT ACC TG -3‘
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3. Methoden

3.1 Die Expression rekombinanter Proteine
Die Präparation kompetenter E. coli BL21 DE3-Zellen und ihre Transformation erfolgte

wie in Abschnitt 3.4.1. und 3.4.2. für HB 101 Zellen beschrieben.

3.1.1 Die Proteinexpression in Escherichia coli BL21 DE3
Die kompetenten BL21 DE3-Zellen wurden sofort nach dem Auftauen transformiert und

auf LB-Agarplatten (Ka30) angezogen. Eine Kolonie wurde in 5 ml LB-Medium (Ka30)

überführt und 12 h bei 37°C und 200 rpm geschüttelt. Mit dieser Vorkultur wurden

500 ml LB-Medium (Ka30) angeimpft und bei 37°C und 200 rpm inkubiert. Bei Erreichen

einer OD600 von 0,6 wurde mit 1 mM IPTG induziert und das Protein für 3-3½ h

exprimiert. Die Zellen wurden bei 4°C und 5000 x g (Beckman, Rotor JA-14)

sedimentiert, mit PBS-Puffer gewaschen und bis zur Verwendung bei -70°C gelagert.

PBS-Puffer: 150 mM

13 mM

2 mM

5 mM

NaCl

Na2HPO4

KH2PO4

 KCl

mit HCl pH 7,4 einstellen und autoklavieren.

3.1.2 Die Reinigung von rekombinantem His-tag FEN1
Alle Arbeitsschritte wurden bei 4°C durchgeführt.

Das Zellsediment wurde mit dem Ultraschallpuffer (1/20 Volumen der Schüttelkultur)

versetzt und aufgetaut. Der Zellaufschluss erfolgte mittels Ultraschall mit dem Ultra-

schall-Gerät (Branson-Sonifier) auf Stufe 3 für 10 x 30 s. Unlösliche Zellbestandteile

wurden bei 30000 x g (Beckmann, Rotor A-25.50) sedimentiert; das FEN1 befand sich

in löslicher Form im Überstand. Dieser Rohextrakt wurde über 1 ml Talonsäule

(CLONTECH, Palo Alto, USA), die sich in einer Econo-Säule befand, gegeben und

dann mit 25 ml Waschpuffer gewaschen. Die Elution erfolgte in Fraktionen zu je 500 µl

mit Elutionspuffer. Nach der Konzentrationsbestimmung wurden die FEN1-haltigen

Fraktionen über Nacht gegen den Dialysepuffer dialysiert und anschließend bei -20°C

gelagert.
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Ultraschallpuffer: 50 mM

100 mM

20 mM

Tris/HCl, pH 7,9

Sorbitol

Imidazol

direkt vor Gebrauch 1 mM PMSF und 1 % Aprotenin zugesetzt.

Waschpuffer: 20 mM

500 mM

20 mM

Tris/HCl, pH 7,9

NaCl

Imidazol

Elutionspuffer: 20 mM

500 mM

350 mM

Tris/HCl, pH 7,9

NaCl

Imidazol

Dialysepuffer: 30 mM

30 mM

20 %

0,5 mM

0,01 %

1 mM

HEPES, pH 7,6

KCl

Glyzerin

EDTA

NP-40

DTT

3.2 Die Analyse von Proteinen
3.2.1 Die Proteinbestimmung nach Bradford (1976)
Die Konzentration einer Proteinlösung kann mit Hilfe des Farbstoffs Coomassie Brilliant

Blue bestimmt werden. Die Bildung eines unspezifischen Farbstoff-Protein-Komplexes

ruft eine Änderung des Absorptionsmaximums des Farbstoffs hervor. Dabei ist die

Proteinkonzentration in einem begrenzten Bereich proportional zur Absorptions-

erhöhung bei 595 nm.

Das Bradfordreagenz (Biorad, München) wurde vor Gebrauch 1:5 verdünnt. Davon

wurden 1 ml mit 10 µl Proteinlösung bzw. Puffer vermischt und für 5 min bei Raum-

temperatur inkubiert. Die photometrische Bestimmung der Absorption der Probe erfolgte

bei 595 nm. Mittels einer Eichkurve (0-500 µg/ml bovines Serumalbumin) konnte die

Konzentration der Probe berechnet werden.

3.2.2 Die denaturierende Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)
Die Molekulargewichtsbestimmung von Proteinen und die Abschätzung der Reinheit

einer Präparation war mit Hilfe der SDS-PAGE möglich. Es wurden 10-%ige Gele in

einer Elektrophorese Apparatur (Biometra-Minigel) für ca. 1½ h bei 25 mA eingesetzt.

Dabei kam das von Laemmli (1970) entwickelte Puffersystem zur Anwendung. Durch
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Zugabe von 0,01 Volumen 10-%igem APS und 0,001 Volumen TEMED wurde die Poly-

merisationsreaktion gestartet und das Trenngel zunächst mit Ethanol überschichtet.

Die Proteinproben wurden mit 1/6 Volumen 6x Proteinprobenpuffer versetzt und für

5 min bei 95°C denaturiert.

Trenngel: 10 % (w/v)

375 mM

0,1 % (w/v)

Acryl- / Bisacrylamid

Tris/HCl, pH 8,8

SDS

Sammelgel: 4,95 % (w/v)

125 mM

0,1 % (w/v)

Acryl- / Bisacrylamid

Tris/HCl, pH 6,8

SDS

Laufpuffer: 25 mM

193 mM

0,1 % (w/v)

Tris/HCl, pH 8,3

Glycin

SDS

6x Proteinprobenpuffer: 300 mM

40 % (v/v)

550 mM

2 % (v/v)

0,005 % (w/v)

Tris/HCl, pH 6,8

Glyzerin

DTT

SDS

Bromphenolblau

3.2.3 Die Coomassie Brilliant Blue Proteinfärbung
Die Proteingele wurden nach der SDS-PAGE für ca. 30 min in der Färbelösung

geschwenkt. In einer Entfärberlösung wurde das Gel entfärbt bis die Proteinbanden

deutlich hervortraten. Zur Dokumentation wurden die Gele in einer Trockenlösung

äquilibriert und zwischen zwei Zellophanfolien (Novex, San Diego) getrocknet.

Färbelösung: 46,8 % (v/v)

6,3 % (v/v)

0,027 % (w/v)

Methanol

Essigsäure

Coomassie Brilliant Blue R-250

Entfärbelösung: 5 % (v/v)

3,3 % (v/v)

Methanol

Essigsäure

Trockenlösung: 40 % (v/v)

2 % (v/v)

Methanol

Glyzerin
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3.3 Die Charakterisierung der Proteine
Zur Charakterisierung der in den Studien zur Fehlerkorrektur verwendeten, Nukleasen

wurden Exo- und Endonukleasetests mit verschiedenen radioaktiv markierten DNA-

Substraten (vgl. 2.9.) durchgeführt.

3.3.1 Die 5‘-Phosphorylierung von Oligonukleotiden mit �-[32P]ATP
Die T4-Polynukleotidkinase (T4-PNK) phosphoryliert unter ATP-Hydrolyse 5‘-OH-

Gruppen von DNA-Molekülen.

5‘-Phosphorylierung: 20 pmol

10x

7,4 x 105 Bq

10 U

Oligonukleotid

T4-PNK Puffer

�-[32P]ATP (1,1 x 1014 Bq/mmol, Amersham Pharmacia

Biotech, Freiburg)

T4-PNK

mit H2O auf 30 µl auffüllen.

Die Reaktion wurde bei 37°C für 30 min inkubiert und durch eine Erwärmung auf 85°C für 10 min

gestoppt.

Zur Herstellung eines partiell doppelsträngigen Substrats aus Primer / Matrize wurde

das markierte Oligonukleotid mit einem 2-fachen molaren Überschuss der Matrize

versetzt. Die Denaturierung erfolgte bei 85°C für 10 min; ein langsames Abkühlen auf

Raumtemperatur ermöglichte die Hybridisierung der DNA. Anschließend wurde mit

STE-Puffer auf 100 µl aufgefüllt. Die nicht eingebaute Radioaktivität wurde durch Gel-

filtration an einer NAP�-5-Säule (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg) abgetrennt.

Die Säule wurde in zwei Schritten mit je 2 ml STE-Puffer äquilibriert (2 min, 750 x g,

4°C). Die Probe wurde auf die Säule aufgetragen und zentrifugiert (2 min, 750 x g, 4°C).

Das 5‘-markierte Oligonukleotid befand sich im Durchlauf. Abschließend wurde 1 µl des

Substrates im Packard Tri-Carb 1900TR Szintillationszähler (Packard, Dreieich)

untersucht.

T4-PNK Puffer (10x): 700 mM

100 mM

50 mM

Tris/HCl, pH 7,6

MgCl2
DTT

Lagerung bei -20°C.

STE-Puffer: 100 mM

10 mM

1 mM

NaCl

Tris/HCl, pH 8

EDTA, pH 8
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3.3.2 Die 3‘-Phosphorylierung von Oligonukleotiden mit � -[32P]ddATP
Die Terminale Transferase ist eine Polymerase, die in Anwesenheit von divalenten

Kationen die Addition von Didesoxynukleotiden an ein 3‘-OH-Ende von DNA-Molekülen

katalysiert.

3‘-Phosphorylierung: 20 pmol

10x

2,5 mM

1,85 x 106 Bq

25 U

Oligonukleotid

Terminale Transferase Puffer

CoCl2
�-[32P]ddATP (1,1 x 1014 Bq/mmol, Amersham Pharmacia

Biotech, Freiburg)

Terminale Transferase

mit H2O auf 50 µl auffüllen.

Die Reaktion wurde bei 37°C für 1 h inkubiert und die Terminale Transferase danach bei 75°C
für 10 min inaktiviert.

Zur Herstellung eines Substrats aus Primer und Matrize wurde wie in Abschnitt 3.3.1.

beschrieben vorgegangen.

Terminale Transferase

Puffer (10x):

200 mM

500 mM

100 mM

10 mM

Tris/Ac, pH 7,9

KAc

MgAc

DTT

3.3.3 Die Detektion von 3‘-5‘-Exonukleaseaktivität
Zum Nachweis von 3‘-5‘-Exonukleaseaktivität wurden 5‘-radioaktiv markierte Oligo-

nukleotidsubstrate eingesetzt. Dabei handelte es sich um einzelsträngige DNA oder um

Substrate aus einem 5‘-markierten Primer, der auf eine längere Matrize hybridisiert ist.

Exonukleasetest: 300 Bq

10x

0,1 mg/ml

DNA-Substrat

Reaktionspuffer

BSA

mit H20 auf 10 µl auffüllen.

Die Reaktion wurde durch Zugabe der zu testenden Exonuklease (TP53, WRN, APE1)

gestartet und bei 37°C für die angegebene Zeit inkubiert. Die Reaktion wurde mit 10 µl

Probenpuffer gestoppt und für 5 min auf 95°C erhitzt. Die Reaktionsprodukte (10 µl

Probe) wurden mittels Harnstoff-Polyacrylamidelektrophorese aufgetrennt.
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Exonukleasepuffer TP53, APE1 (10x): 200 mM

750 mM

50 mM

10 mM

Tris/Ac, pH 7,3

KAc, pH 7,3

MgAc, pH 7,3

DTT

Lagerung bei -20°C.

Exonukleasepuffer WRN (10x): 400 mM

40 mM

10 mM

50 mM

1 mg/ml

Tris/HCl, pH 8

MgCl2
ATP

DTT

BSA

Lagerung bei -20°C.

Probenpuffer (2x): 90 % (v/v)

10 mM

0,25 % (w/v)

0,25 % (w/v)

Formamid

EDTA

Xylen Xyanol FF

Bromphenolblau

3.3.4 Die Detektion von 5‘-3‘-Exonukleaseaktivität
Zum Nachweis von 5‘-3‘-Exonukleaseaktivität wurde ein 3‘-markiertes Oligonukleotid-

substrat eingesetzt. Dabei handelte es sich um ein Substrat aus einem 3‘-markiertem

Primer und einem unmarkierten Primer auf einer längeren Matrize.

Die Reaktion wurde wie unter Abschnitt 3.3.3. beschrieben durchgeführt und mit der zu

testenden Exonuklease (FEN1) gestartet.

Exonukleasepuffer FEN1 (10x): 400 mM

100 mM

10 mM

Tris/HCl, pH 7,5

MgCl2
DTT

Lagerung bei -20°C.

3.3.5 Die Detektion von 5‘-3‘-Endonukleaseaktivität
Zum Nachweis von 5‘-3‘-Endonukleaseaktivität wurde ein Substrat aus zwei Primern,

einer davon war 5‘-radioaktiv markiert, und einer längeren Matrize hergestellt. Die

Primer besaßen eine partiell überlappende Sequenz von drei Nukleotiden, so dass die

Bildung von 5‘-markierten und 3‘-unmarkierten ‘‘flap‘‘-Strukturen möglich war. Die

Reaktion wurde wie unter Abschnitt 3.3.4. beschrieben durchgeführt und mit der zu

testenden Endonuklease (FEN1) gestartet.
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3.3.6 Die Harnstoff-Polyacrylamidelektrophorese
Die Auftrennung von Oligonukleotiden erfolgte mit Harnstoff-Polyacrylamidgelen der

Abmessung 35 x 30 x 0,4 mm in einer Sequenzgel-Apparatur SA-32 (Gibco BRL,

Eggenstein). Es kamen 14-%ige Polyacrylamidgele (Sequagel, National Diagnostics,

Hull) zum Einsatz. Die Polymerisation wurde mit 1/400 Volumen 10 % APS und

1/2500 Volumen TEMED gestartet. Die Gele wurden bei 65 Watt bis 50°C erwärmt, der

Harnstoff aus den Taschen gespült und die denaturierten Proben aufgetragen. Die

Trennung der DNA-Fragmente erfolgte für 2 h bei 65 Watt. Nach Beendigung der

Elektrophorese wurde das Gel auf Whatman 3 mm Papier (Maidstone, UK) aufgezogen,

mit Frischhaltefolie bedeckt und unter Vakuum bei 80°C für 1½ h getrocknet. Das Gel

wurde dann 12 h mit einem Phosphoimager-Screen exponiert. Der Screen wurde an-

schließend in einem Phosphoimager Storm 860 (Amersham Pharmacia Biotech,

Freiburg) eingelesen. Die Quantifizierung der autoradiographisch detektierten Banden

erfolgte mit der ImageQuant Software (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg).

14 % Harnstoff-Polyacrylamidgel: 7,5 ml

25,5 ml

42 ml

Sequagel Laufpuffer

Sequagel Verdünnungspuffer

Sequagel Konzentrat

3.4 Die Aufreinigung und Analyse von DNA
3.4.1 Die Präparation CaCl2-kompetenter Bakterienzellen (Mandel & Higa, 1970)
Mit einer Kolonie E. coli HB 101 von einer frisch ausgestrichenen LB-Platte wurde eine

10 ml Vorkultur angeimpft. Es wurden 500 ml LB-Medium mit 1/100 Volumen der

Vorkultur angeimpft und bei 37°C und 200 rpm geschüttelt bis eine OD600=0,5 erreicht

war. Die Zellen wurden dann 30 min in einem Eisbad gekühlt und bei 2000 x g, 4°C für

10 min (Beckman Rotor JA-14) zentrifugiert. Das Zellsediment wurde in 125 ml

vorgekühltem, sterilem 0,1 M CaCl2 auf Eis resuspendiert und bei 2000 x g, bei 4°C für

10 min zentrifugiert (Beckman, Rotor 10.500). Die Zellen wurden in 25 ml 0,1 M CaCl2
auf Eis resuspendiert und es wurden 225 ml 0,1 M CaCl2 hinzugefügt und für 20 min auf

Eis inkubiert. Der Zentrifugationsschritt wurde wiederholt. Die Zellen wurden in 4,25 ml

0,1 M CaCl2 auf Eis resuspendiert und mit 750 µl gekühltem Glyzerin versetzt und

vermischt. Die CaCl2-kompetenten Zellen wurden in 100 µl Fraktionen in flüssigem

Stickstoff gefroren und bei -70°C gelagert.
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3.4.2 Die Transformation von Bakterien
Die Transformation erfolgte nach einem veränderten Protokoll von Sambrook et al.

(1989). Zu 100 µl CaCl2-kompetenter E. coli HB 101 Zellen wurden 50 ng Plasmid-DNA

pET-FCH (pET 28b mit hFEN1) gegeben, vermischt und für 30 min auf Eis inkubiert.

Die Zellen wurden danach für 90 s bei 42°C einem Hitzeschock ausgesetzt und an-

schließend verdünnt und auf LB-Platten (Ka30) ausplattiert und bei 37°C 12 h inkubiert.

3.4.3 Die Plasmidaufreinigung mit Qiagen-Säule 100
Mit einer transformierten Kolonie E. coli HB 101 wurde eine 5 ml LB-Medium (Ka30)

Vorkultur angeimpft und für 8 h bei 37°C geschüttelt (200 rpm). 25 ml LB-Medium (Ka30)

wurden mit 1/500 Volumen Vorkultur angeimpft und bei 37°C 12 h bei 200 rpm

geschüttelt. Die Zellen wurden bei 6000 x g und 4°C für 15 min zentrifugiert und das

Zellsediment wurde in 4 ml Puffer 1 resuspendiert. Danach wurden 4 ml Puffer 2

hinzugefügt, durch Schwenken vermischt und bei Raumtemperatur für 5 min inkubiert.

Dann wurden 4 ml vorgekühlter Puffer 3 hinzugegeben, vorsichtig gemischt und für

15 min auf Eis inkubiert. Anschließend wurde bei 20000 x g , 4°C für 30 min

zentrifugiert (Beckman, Rotor 10.500). Der plasmidhaltige Überstand wurde nochmals

diesem Zentrifugationsschritt unterworfen und dann auf eine Qiagen-Säule 100

(Qiagen, Hilden) gegeben, die zuvor mit 4 ml Puffer QBT äquilibriert wurde. Die Säule

wurde zweimal mit 10 ml Puffer QC gewaschen. Die DNA wurde mit 5 ml Puffer QF

eluiert. Die DNA wurde dann durch die Zugabe von 3,5 ml Isopropanol bei

Raumtemperatur präzipitiert und bei 15000 x g, 4°C für 30 min zentrifugiert. Der

Überstand wurde vorsichtig abgenommen und das DNA-Sediment mit 2 ml 70-%igem

Ethanol gewaschen und bei 15000 x g für 10 min zentrifugiert. Der Überstand wurde

entfernt. Der DNA-Niederschlag wurde für 5 min an der Luft getrocknet anschließend in

20 µl TE-Puffer pH 8 aufgenommen und bei -20°C gelagert.

Puffer 1 (Resuspensionspuffer): 50 mM

10 mM

100 µg/ml

Tris/HCl, pH 8

EDTA

RNase A

Puffer 2 (Lysispuffer): 200 mM

1 % (w/v)

NaOH

SDS

Puffer 3 (Neutralisationspuffer): 3 M Kaliumacetat, pH 5
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Puffer QBT (Äquilibrierungspuffer): 750 mM

50 mM

15 % (v/v)

0,15 % (v/v)

NaCl

MOPS, pH 7

Isopropanol

Triton� X-100

Puffer QC (Waschpuffer): 1 M

50 mM

15 % (v/v)

NaCl

MOPS, pH 7

Isopropanol

Puffer QF (Elutionspuffer): 1,25 M

50 mM

15 % (v/v)

NaCl

MOPS, pH 7

Isopropanol

TE-Puffer: 10 mM

1 mM

Tris/HCl, pH 8

EDTA

3.4.4 Die DNA-Restriktionsanalyse
Zur Überprüfung der isolierten Plasmid-DNA wurde die DNA einem Restriktionsverdau

mit nachfolgender elektrophoretischer Produktauftrennung unterzogen.

Restriktionsverdau: 1 µg

10 U

10 U

10x

0,1 mg/ml

DNA (pET-FCH)

NcoI Restriktionsendonuklease

BamHI Restriktionsendonuklease

BamHI Puffer

BSA

mit H2O auf 20 µl auffüllen.

Die Reaktion wurde bei 37°C für 2 h inkubiert und durch eine Erwärmung auf 65°C für 5 min

abgestoppt.

BamHI Puffer (10x): 1,5 M

100 mM

100 mM

10 mM

NaCl

Tris/HCl, pH 7,9

MgCl2
DTT

Lagerung bei -20°C.

3.4.5 Die DNA-Elektrophorese im Agarosegel
Die Bestimmung von Reinheit und Größe der DNA erfolgte mittels einer Gelelektro-

phorese im Agarosegel. Dieses Verfahren erlaubt die Auftrennung von DNA-Frag-

menten von ca. 200 Bp bis ca. 20000 Bp. Verwendet wurde eine Flachbettgelkammer

(Agagel Mini, Biometra) mit 1-%igen AE-Agarosegelen und 1x AE-Elektrophoresepuffer.
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Die DNA-Proben wurden mit 1/2 Volumen Probenpuffer versetzt in die Geltaschen

eingefüllt. Die Gele liefen bei einer Spannung von 60 V (5 V/cm). Nach beendetem Lauf

wurde die DNA in einer EthBr-Lösung (0,2 µg/ml) angefärbt und auf einem 254 nm-UV-

Tisch (INTAS, Mitsubishi) analysiert. Die Dokumentation erfolgte fotografisch oder

digital mit einer INTAS-Videosystem-Anlage (Mitsubishi).

Die verschiedenen replikativen Formen der DNA, insbesondere geschlossen zirkuläre

und offen zirkuläre, wurden unter Zugabe von EthBr (0,2 µg/ml) in Gel und Laufpuffer

analysiert. Als Standards für die Replikation der DNA des Phagen �X174am16 dienten

einzelsträngige und offen bzw. geschlossen zirkuläre Formen der DNA.

20x AE-Elektrophoresepuffer: 800 mM

100 mM

20 mM

Tris

Natriumacetat

EDTA

mit Essigsäure pH-Wert 7,9 einstellen.

Probenpuffer: 20 % (w/v)

0,025 % (w/v)

Ficoll

Bromphenolblau

in AE-Puffer lösen.

3.4.6 Die Bestimmung der DNA-Konzentration und Reinheit mittels UV-Messung
Zur Konzentrationsbestimmung der DNA und zur Detektion von Proteinverun-

reinigungen wurde die Absorption der DNA bei einer Wellenlänge von 260 nm und

280 nm gemessen. Proteine absorbieren auch bei 260 nm und machen eine Über-

prüfung auf Proteinkontamination nötig. Eine reine DNA-Lösung besitzt einen Wert aus

dem Quotienten A260 / A280, der größer als 1,7 ist

Der DNA-Gehalt errechnet sich wie folgt:

A260 x (50 µg/ml) entspricht der Konzentration an dsDNA

A260 x (33 µg/ml) entspricht der Konzentration an ssDNA

3.5 Die Aufreinigung von einzelsträngiger �X174am16-DNA
3.5.1 Die Präparation einer Phagenstammlösung
Ein Lysehof des Phagen �X174am16 wurde aus einer Petrischale ausgestochen, in

1 ml Boratpuffer überführt und 12 h bei 4°C geschüttelt. Mit dieser Phagensuspension

wurde unter Schütteln eine 100 ml Kultur (LB-Medium, pH 7,5; 1 mM CaCl2) des

Stammes E. coli CQ2 bei einer OD600=0,7-0,8 infiziert. Nach 2-3 h Inkubation bei 37°C

setzte die Zelllyse ein und die OD600 sank auf einen Wert von 0,3-0,4. Die infizierten
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Zellen und phagenhaltigen Zelltrümmer wurden bei 10000 x g und 4°C für 15 min (Rotor

19776, Sigma Zentrifuge 3K30) sedimentiert. Das Sediment wurde in 20 ml Boratpuffer

aufgenommen und 12 h bei 4°C geschüttelt. Die noch intakten Zellen wurden mittels

Ultraschall aufgeschlossen (5 x 30 s, Stufe 2, Branson Sonifier) und bei 25000 x g und

4°C für 15 min (Rotor A8.20, Zentrifuge Centrikon T324, Kontron Instruments)

zentrifugiert. Der phagenhaltige Überstand wurde abgenommen und bei 4°C gelagert.

Der Phagentiter der Phagenstammlösung sollte mindestens 3 x 1010 pfu/ml betragen.

Boratpuffer: 50 mM Borsäure/NaOH, pH 8,3, sterilfiltrieren.

3.5.2 Die Bestimmung des Phagentiters
Von der Phagenstammlösung ausgehend wurde eine Verdünnungsreihe im Bereich

105-1012 in Boratpuffer angefertigt. 100 µl dieser Verdünnung wurden mit 250 µl

Indikatorbakterien E. coli CQ2 und 2,5 ml flüssigem Top-Agar vermischt und auf einer

LB-Platte ausgegossen. Die Platten wurden für 3-4 h bei 37°C im Brutschrank inkubiert

bis auf dem Bakterienrasen die Lysehöfe der Phagen sichtbar wurden. Die Titerbe-

stimmung erfolgte durch Auszählen der Lysehöfe.

Als Nachweis für das Vorhandensein des Amber-Codons wurde eine Kontrolle mit dem

Indikatorbakterium E. coli C ohne Suppressoreigenschaften durchgeführt. Dazu wurde

wie oben vorgegangen, allerdings mit unverdünnter Phagensuspension. Es sollten nur

wenige Lysehöfe (Spontanrevertanten) entstehen.

3.5.3 Die Anzucht der Phagen
Das LB-Medium (1 mM CaCl2, pH 7,5; 6 x 500 ml) wurde mit je 8 ml CQ2-12 h-Kultur

angeimpft und bei 37°C im Schüttler (200 rpm) bis zu einer OD600 von 0,7-0,8 inkubiert.

Unter Schütteln wurden die Zellen durch langsames Zutropfen der Phagenlösung

infiziert. Dabei sollte die Virusmenge mindestens ein Virus pro Bakterienzelle betragen.

Die Zugabe von steriler Magnesiumsulfatlösung auf eine Endkonzentration von 250 mM

8 min nach der Infektion verhinderte die Zelllyse durch die Phagen. Nach weiteren 3 h

Inkubationszeit, wurden die Zellen bei 10000 x g und 4°C (Rotor AS4.7, Zentrifuge

Centrikon T324, Kontron Instruments) geerntet. Die Zellen wurden in 20 ml Boratpuffer

aufgenommen und 12 h bei 4°C geschüttelt. Die Zellen wurden mittels Ultraschall

(5 x 30 s, Stufe 2, Branson Sonifier) aufgeschlossen und bei 25000 x g und 4°C für
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15 min sedimentiert (Rotor A8.20, Zentrifuge Centrikon T324, Kontron Instruments). Der

opaleszierende phagenhaltige Überstand wurde abgenommen und bei 4°C gelagert.

Magnesiumsulfatlösung: 2,5 M MgSO4, autoklavieren.

3.5.4 Die Isolierung der Phagen im Cäsiumchloridgradienten
Die Phagensuspension wurde auf einen CsCl-Gehalt von 37,4 % (w/w) eingestellt. Der

Brechungsindex nD
20 sollte nach der Einwaage 1,3701 betragen (mit dem Refrakto-

meter überprüfen), was einer Dichte von 1,382 g/ml entspricht. Die phagenhaltige

Cäsiumchloridlösung wurde für 13 h bei 20°C und 50000 rpm (Vertikal Rotor VTi 50,

Beckmann Ultrazentrifuge) zentrifugiert. Die Phagen bilden eine Bande im sich aus-

bildenden linearen Gradienten. Knapp unterhalb der sichtbaren Phagenbande wurde

das Zentrifugationsgefäß mit einer Kanüle seitlich eingestochen. Die Phagen wurden

abgezogen und in 1,5 ml Fraktionen gesammelt. Der Phagentiter der Fraktionen wurde

bestimmt. Die phagenhaltigen Fraktionen wurden vereinigt und einer erneuten

Ultrazentrifugation im CsCl-Gradienten unterzogen. Die phagenhaltigen Fraktionen

wurden zweimal gegen 2 l Boratpuffer dialysiert.

3.5.5 Die Extraktion der DNA aus den Phagen
Zur Isolation der einzelsträngigen DNA aus den Phagen wurde die wässrige Phagen-

suspension bei Raumtemperatur in mehreren Stufen abwechselnd extrahiert und bei

10000 x g für 5 min zentrifugiert: zweimal 1 Volumen Phenol / TE pH 8, zweimal

1 Volumen Chloroform / Isoamylalkohol (24:1 v/v), zweimal 1 Volumen Diethylether / TE

pH 8. Die wässrige DNA-haltige Lösung wurde mit 2 Volumen Ethanol und

1/10 Volumen 3 M NaAcetat pH 5,5 12 h bei -20°C gefällt. Anschließend wurde die DNA

zweimal mit 70-%igem Ethanol gewaschen und getrocknet. Dann wurde die DNA in

1 ml TE-Puffer pH 8 aufgenommen, portioniert und bei -80°C gelagert. Die einzel-

strängige DNA wurde auf einem 1-%igen Agarosegel und im UV-Spektrum analysiert.

TE-Puffer: 10 mM Tris/HCl, pH 8

  1 mM EDTA
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3.6 Die Konstruktion eines doppelsträngigen �X174am16-Substrates

Es soll ein doppelsträngiges �X174am16-DNA-Substrat mit einem einzelsträngigen

Bereich am Amber-Codon hergestellt werden.

Zwei Primer, die das Amber-Codon flankieren, wurden auf die einzelsträngige DNA

hybridisiert und mit T7-Polymerase zur replikativen Form aufgefüllt (vgl. 3.6.1 und 3.7)

und auf einem Agarosegel analysiert. Der stromaufwärts vom Amber-Codon befindliche

15mer Primer wurde um sechs Nukleotide zu einem 21mer verlängert. Dieser neue

Primer wurde durch eine Erwärmung der DNA auf 55°C herausgeschmolzen und mittels

der NucleoSpin Extract 2 in 1 Säulchen (Macherey-Nagel, Düren) ebenso abgetrennt

wie die im Überschuss vorhandenen Ausgangsprimer. An das Säulenmaterial binden

DNA-Fragmente von 100-10000 Basenpaaren, d.h. kleinere Fragmente werden aus der

DNA-Lösung entfernt. Dazu wurden 200 µl Replikationsansatz für 5 min auf 55°C erhitzt

und mit 400 µl vorgewärmten NT2-Puffer vermischt, auf die Säulchen geladen und für

1 min bei 11000 x g zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen und die Säule mit

600 µl NT3-Puffer gewaschen. Dieser Schritt wurde mit 200 µl NT3-Puffer wiederholt.

Zur Entfernung des im Waschpuffer enthaltenen Ethanols wurden die Säulchen

nochmals für 1 min bei 11000 x g zentrifugiert. Die doppelsträngige DNA mit einem

einzelsträngigen Bereich in der Region des Amber-Codons wurde mit auf 50°C

vorgewärmten 50 µl NE-Puffer eluiert und bei -20°C gelagert. Im Transformations-

experiment wurde das Vorhandensein des einzelsträngigen Bereichs am Amber-Codon

überprüft.

NT2-Puffer: keine Angabe des Herstellers

NT3-Puffer: keine Angabe des Herstellers

NE-Puffer: 5 mM Tris/HCl, pH 8,5

3.6.1 Die in vitro Replikation mit T7-Polymerase
Für einen 200 µl Ansatz:

Hybridisierung: 24 pmol Primer 1

24 pmol 5‘-phosphorylierter Primer 14

2,4 pmol �X174am16-ssDNA

mit 50 mM Tris/HCl pH 7,5 auf 60 µl Volumen auffüllen und

5 min auf 68 °C erwärmen und langsam abkühlen.
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Replikation: 10x Reaktionspuffer T7-Polymerase

10x Nukleotidmix

0,05 mg/ml BSA

10 U T7-Polymerase

mit H2O auf 200 µl auffüllen.

Inkubation für 1 h bei 37°C.

Reaktionspuffer

T7-Polymerase (10x):

200 mM

100 mM

10 mM

Tris/HCl, pH 7,5

MgCl2
DTT

Lagerung bei -20°C.

3.7 Die in vitro Replikation der �X174am16-DNA
Zur Bestimmung der Replikationsgenauigkeiten von Polymerasen in vitro und der

5‘-Fehlerkorrektur wurde folgender Reaktionsansatz hergestellt und wie beschrieben

inkubiert:

Hybridisierung: 4,8 pmol

0,48 pmol

5‘-phosphorylierter Primer

�X174am16-ssDNA bzw. dsDNA mit einer Lücke im Bereich des

Amber-Codons

mit 50 mM Tris/Ac bzw. Tris/HCl (entsprechend dem Reaktions-

puffer) auf 12 µl Volumen auffüllen.

Die DNA wurde mit einem 10-fachen Überschuss des Primers zunächst denaturiert (55-65°C)

und anschließend langsam auf 25°C abgekühlt.

Replikation:

10x

10x

0,1 mg/ml

160 U

Hybridisierungsansatz

Reaktionspuffer

Nukleotidmix

BSA

T4 Ligase

mit H2O auf 40 µl auffüllen.

Mit Zugabe einer Polymerase wurde die Reaktion gestartet. Die Inkubation erfolgte,

wenn nicht anders vermerkt, bei 37°C bis die DNA vollständig in die doppelsträngigen

Replikativen Formen (offen und geschlossen zirkulär) überführt war. 5 µl des Ansatzes

wurden auf einem 1-%igen Agarosegel analysiert.
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Nukleotidmix (10x): 10 mM

je 1 mM

ATP, pH 7

dATP, dTTP, dGTP, dCTP

Lagerung bei -70°C.

3.7.1 Die in vitro Replikation mit Polymerase �-Primase

Die Replikationsreaktion wurde mit 180 ng (0,2 U) humaner rekombinanter Pol �-Prim

bzw. 180 ng (0,43 U) Pol �-Prim aus Kalbsthymus durchgeführt; dies entspricht einem

Mol Polymerase pro Mol DNA. Für eine Primase initiierte Replikation wurde auf den

Einsatz eines Primers verzichtet und die entsprechenden Ribonukleotide hinzugefügt.

Reaktionspuffer Pol �-Prim (10x): 200 mM

750 mM

50 mM

10 mM

Tris/Ac, pH 7,3

KAc, pH 7,3

MgAc, pH 7,3

DTT

Lagerung bei -20°C.

Ribonukleotidmix (10x): je 1 mM UTP, GTP, CTP

Lagerung bei -70°C.

3.7.2 Die in vitro Replikation mit Polymerase �

Zur Replikation wurden 20 ng (1,2 U) Pol � eingesetzt; dies entspricht einem Mol

Polymerase pro Mol �X174am16-DNA.
Reaktionspuffer wie bei Pol �-Prim.

3.7.3 Die in vitro Replikation mit Polymerase �-Holoenzym
Die DNA wurde mit dem Einzelstrang-Bindeprotein RPA (1800 ng), dem sog. ‘‘clamp

loader‘‘ RFC (30 ng) und PCNA (120 ng) bei 37°C für 5 min vorinkubiert. Die

Replikation wurde mit Pol � (60 ng) gestartet; dies entspricht einem halben Mol Poly-

merase pro Mol �X174am16-DNA.

Reaktionspuffer Pol � (10x): 400 mM

100 mM

10 mM

Tris/HCl, pH 7,5

MgCl2
DTT

Lagerung bei -20°C.
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3.7.4 Die in vitro Replikation mit Klenow Polymerase
Die Reaktion wurde mit 0,5 U Klenow Polymerase durchgeführt.

Reaktionspuffer

Klenow Polymerase (10x):

100 mM

50 mM

75 mM

Tris/HCl, pH 7,5

MgCl2
DTT

Lagerung bei -20°C.

3.7.5 Die in vitro Replikation mit Klenow exo- Polymerase
Die Replikation wurde mit 0,5 U Klenow exo- Polymerase gestartet.

Reaktionspuffer Klenow exo- Polymerase (10x): wie für Klenow Polymerase.

3.7.6 Die in vitro Replikation mit T4-Polymerase 
Zur Replikation wurden 3 U T4-Polymerase eingesetzt.

Reaktionspuffer

T4-Polymerase (10x):

500 mM

100 mM

100 mM

10 mM

NaCl

Tris/HCl, pH 7,9

MgCl2
DTT

Lagerung bei -20°C.

3.7.7 Die in vitro Replikation mit T7-Polymerase und Sequenase Version 2.0
Die Replikation erfolgte mit 4 U T7-Polymerase bzw. 2,6 U Sequenase Version 2.0.

Reaktionspuffer T7-Polymerase (10x): s.h. Abschnitt 3.6.1

3.7.8 Die in vitro Replikation mit AMV-Reverse Transkriptase
Die Replikation erfolgte mit 2 U AMV-RT bei 42°C.

Reaktionspuffer AMV-RT (10x): 500 mM

500 mM

100 mM

Tris/HCl, pH 8

KCl

MgCl2
Lagerung bei -20°C.



                                                                             Methoden                                                                             40

3.7.9 Die Replikation unter ‘‘nucleotide pool bias‘‘ Bedingungen
Den Anteil der Fehler, den die verschiedenen möglichen Fehlpaarungen am Amber-

Codon an der Über-Alles-Genauigkeit haben, wurden mittels einer Replikation unter

sogenannten ‘‘nucleotide pool bias‘‘ Bedingungen bestimmt.

Die Nukleotide wurden dazu in nicht-äquimolaren Verhältnissen eingesetzt, d.h. die

inkorrekten und korrekten Nukleotide wurden in einem Verhältnis von 10:1 und 30:1

eingesetzt und somit die Bildung von Fehlpaarungen induziert. Die Replikation wurde

wie in Abschnitt 3.7. beschrieben unter Einsatz eines nicht-äquimolaren Nukleotidmix

durchgeführt. Für jeden der durch Fehlpaarungen hervorgerufenen sieben Phagen-

phänotypen wurden zwei nicht-äquimolare Nukleotidkonzentrationen eingesetzt. Von

den 14 eingesetzten Nukleotidkonzentrationen, sind hier beispielhaft zwei aufgeführt,

die eine G:TMatrize-Fehlpaarung induzieren. Die anderen eingesetzten Nukleotidmengen

wurden analog angesetzt.

Nukleotidmix (10x) für eine G:TMatrize-Fehlpaarung:

10:1 30:1

10 mM

3 mM

0,3 mM

je 1 mM

ATP, pH 7

dGTP (Nukleotid für Fehlpaarung)

dATP (korrektes Nukleotid)

dTTP, dCTP

Lagerung bei -70°C.

10 mM

9 mM

0,3 mM

je 1 mM

ATP, pH 7

dGTP (Nukleotid für Fehlpaarung)

dATP (korrektes Nukleotid)

dTTP, dCTP

Lagerung bei -70°C.

3.8 Die Variationen der Polymerasereaktionen
Die Replikationsreaktionen mit den eukaryotischen Polymerasen wurden durch Zugabe

von verschiedenen Enzymen wie 3‘-5‘-Exonukleasen, Einzelstrang-Bindeprotein RPA

und FEN1 variiert.

3.8.1 Die Titration von 3‘-5‘-Exonukleasen zur Polymerasereaktion
Die Polymerasereaktion der eukaryotischen Polymerasen wurde auch in Anwesenheit

verschiedener 3‘-5‘-Exonukleasen, TP53, APE1 und WRN, durchgeführt. Dazu wurden

die Exonukleasen in folgenden molaren Verhältnissen zur Polymerase eingesetzt:

TP53: ¼; ½; 1; 2 und 5 Moleküle TP53 (Tetramer) pro Molekül Polymerase.

APE1: 1; 2 und 5 Moleküle APE1 (Monomer) pro Molekül Polymerase.

WRN: 1; 3 und 9 Moleküle WRN (Monomer) pro Molekül Polymerase.
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3.8.2 Die Replikation in Anwesenheit von Replikationsprotein A (RPA)
Die Polymerasereaktion der eukaryotischen Polymerasen wurde auch in Anwesenheit

des Einzelstrang-Bindeproteins RPA durchgeführt. Das RPA wurde auf einzelsträngiger

�X174am16-DNA im Massenverhältnis von 4:1 eingesetzt, d.h. ca. ein Drittel der DNA

waren mit RPA bedeckt. Auf dem doppelsträngigen Substrat mit einer Lücke in der

Region des Amber-Codons wurde RPA im Massenverhältnis von 1:1 zur Polymerase,

d.h. ein Molekül RPA (Trimer) pro Lücke eingesetzt. In den Reaktionen zur Okazaki-

Fragment-Prozessierung mit Pol �-HE wurde RPA in einem Massenverhältnis von

2,25:1 zur ssDNA eingesetzt, d.h. ca. 1/6,5 der DNA war mit RPA bedeckt.

3.8.3 Die Replikation in Anwesenheit von FEN1
Einige Polymerasereaktionen wurden in Anwesenheit von hFEN1 durchgeführt. Dazu

wurden ein Molekül hFEN1 (Monomer) pro Molekül DNA eingesetzt.

3.9 Die Präparation von Sphäroplasten (Benzinger et al., 1971)
Gramnegative Bakterien werden in isotonischen Lösungen mit Lysozym behandelt, um

ihren Mureinsacculus abzubauen. Die entstehenden partiell zellwandfreien Bakterien

(Sphäroplasten) sind bei Verwendung entsprechender Stabilisatoren auf Eis mehrere

Tage aufnahmebereit für DNA.

Mit einer Kolonie E. coli C600 wurde eine 12 h-Kultur (LB-Medium) angeimpft. Mit 2 ml

der 12 h-Kultur wurden 200 ml LB-Medium, das mit 80 µl Thiamin (10 mg/ml) versetzt

war, angeimpft und bei 3°C und 200 rpm inkubiert. Bei einer OD600 von 0,6 erfolgte die

Ernte der Zellen durch Zentrifugation (1000 x g bei Raumtemperatur, Beckman, Rotor

JA-14). Die Zellen wurden in 1 ml 1 M Saccharose resuspendiert. Anschließend wurden

folgende Lösungen zugesetzt: 600 ml 30-%iges BSA (Biotest), 600 ml 30-%iges BSA

(Sigma, A8577) und 400 µl 4-%iges (w/v) EDTA. Mit 120 µl 1 mg/ml Lysozym (in 0,25 M

Tris/HCl pH 8,1, frisch angesetzt) erfolgte eine Inkubation von 2 min. Dieser Ansatz

wurde mit 28 ml PA-Medium verdünnt und 12 min bei Raumtemperatur stehen

gelassen. Nacheinander wurden folgende Lösungen zugesetzt: 600 µl 10-%iges (w/v)

MgSO4, 75 µl 1-%iges (w/v) Protaminsulfat und 50 µl 250 mg/ml Spermin-Cl4 (wobei die

beiden letzten Lösungen vor Gebrauch frisch angesetzt wurden). Nach einer Lagerung

von 4 Tagen auf Eis waren die Sphäroplasten kompetent.
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3.10 Die Transfektion der Sphäroplasten
Von der DNA der Replikationsansätze wurde eine Verdünnungsreihe (104-105) mit

Tris/HCl (50 mM, pH 8,1) angelegt. 10 µl der DNA-Verdünnung, 400 µl 50 mM Tris/HCl

pH 8,1 und 400 µl Sphäroplasten wurden vermischt und für 10 min bei 30°C inkubiert.

Dann erfolgte die Zugabe von 250 µl Indikatorbakterien (OD600 ~ 0,6) und 2,5 ml

flüssigem Top-Agar (50°C) und das Gemisch wurde auf LB-Agarplatten ausplattiert. Die

Platten mit dem Suppressorstamm E. coli CQ2 wurden bei 37°C für 3-4 h und die

Platten mit dem Wildtypstamm E. coli C bei 30°C 12 h inkubiert. Nach dieser

Inkubationsdauer ließen sich die durch Lyse der Bakterien verursachten Plaques

auszählen.

3.11 Die phänotypische Charakterisierung der Revertanten
Zur Ermittlung der Reversionsfrequenz in den unter ‘‘nucleotide pool bias‘‘-Bedingungen

durchgeführten Experimenten musste der Phänotyp der einzelnen Phagen bestimmt

werden. Dazu wurden die Plaques auf den E. coli C-Wildtypplatten nach Inkubation bei

30°C in drei Gruppen klassifiziert: Klein, mittel, groß. Aus diesen Klassen wurden

jeweils drei Plaques phänotypisch charakterisiert. Die entsprechenden Phagen wurden

mit einer sterilen Pasteurpipette ausgestochen und in 500 µl 50 mM Natriumborat

pH 8,3 aufgenommen. Je 100 µl einer 1:500 verdünnten Phagenlösung wurden wieder

mit E. coli C Bakterien ausplattiert und bei 30°C und 38°C inkubiert. Phagen, die bei

beiden Temperaturen große Plaques bildeten, wurden als wildtypähnlich eingestuft.

Dazu gehören ts42, ts43, �wt und wt. Phagen, die bei 38°C und 30°C Plaques mittlerer

Größe erzeugten, wurden als ts38 eingeordnet. Phagen, die bei 38°C kein Wachstum

zeigten und bei 30°C kleine Plaques bildeten, gehörten zu den Gruppen ts34 und ts35.

Durch eine wiederholte Inkubation bei den jeweiligen Temperaturen konnten die

Phagen eindeutig zugeordnet werden.
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3.12 Die Berechnung der Über-Alles-Genauigkeit und der Fehlerausbeute
Die Replikationsgenauigkeit einer Polymerase wurde als sog. Über-Alles-Genauigkeit

bestimmt. Die Berechnung erfolgte aus der in einem Transfektionsexperiment (vgl. 1.7)

ermittelten Reversionsfrequenz (Zahl der Revertanten / Gesamtzahl Phagen) und

berücksichtigte die Fehlerausbeute. Die Über-Alles-Genauigkeit ergab sich aus

folgender Gleichung:

Über-Alles-Genauigkeit = Reversionsfrequenz / Fehlerausbeute

Die Einbeziehung der Fehlerausbeute ist nötig, da die phänotypische Expressionsrate

einer Fehlpaarung der in vivo Replikation der Phagen-DNA in der transfizierten E. coli

Zelle unterliegt. Auch ist die postreplikative Reparatur in den transfizierten E. coli Zellen

für die Fehlerausbeute von Bedeutung (Kramer et al., 1984). Die Fehlerausbeute wurde

mittels der Korrekturprimer, die am Amber-Codon eine G:TMatrize-Fehlpaarung als

Marker induzieren bestimmt. Auf die �X174am16-ssDNA wurde der Korrekturprimer 1

bzw. auf das Substrat mit einer Lücke der Korrekturprimer 2 hybridisiert, mit der

Polymerase elongiert und das Produkt ligiert. Im Transfektionsexperiment ließ sich die

Fehlerausbeute aus dem Verhältnis von Revertanten zur Gesamtzahl der Phagen

bestimmen (Weber & Große, 1989).

Für jede Polymerase und in allen Transfektionsexperimenten wurde die Fehlerausbeute

parallel zu den untersuchten Proben ermittelt und in die Berechnung der Genauigkeit

einbezogen.

Nach mehrfach wiederholten in vitro Replikationsreaktionen und anschließenden

Transfektionsexperimenten ließ sich die Standardabweichung der Über-Alles-Genauig-

keit aus durchschnittlich 3-5 unabhängigen Experimenten berechnen.
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4. Ergebnisse
Im Rahmen dieser Arbeit sollte in vitro die Möglichkeit eines intermolekularen

3‘-5‘-Korrekturlesens durch die autonomen Exonukleasen Tumorsuppressorprotein P53

(TP53), Werner Protein (WRN) und Apurinische / Apyrimidinische Endonuklease 1

(APE1) bei der Elongationsreaktion von Polymerase �-Primase (Pol �-Prim) und der

Reparatursynthese von Polymerase � (Pol �� untersucht werden. In einigen Reaktionen

wurden auch akzessorische Proteine berücksichtigt.

Ein weiterer Schwerpunkt war die in vitro Rekonstitution der Okazaki-Fragment-Pro-

zessierung mit rekombinanten Proteinen im Hinblick auf ein funktionelles 5‘-3‘-Korrek-

turlesen. Es wurde ein System etabliert, das die Detektion einer, mit der Okazaki-

Fragment-Prozessierung assoziierten, 5‘-3‘-Fehlerkorrektur erlaubte.

Voraussetzung für alle Untersuchungen war das Vorliegen geeigneter gereinigter

Proteine, die teils zur Verfügung standen (vgl. 2.6) und teils im Rahmen dieser Arbeit

exprimiert und gereinigt wurden.

4.1 Die Expression und Reinigung von rekombinantem FEN1
In diesem Abschnitt wird die Reinigung des Expressionsvektors und die Expression und

Reinigung der rekombinanten, humanen Flap-Endonuklease 1 (FEN1) beschrieben, die

in der Rekonstitution der ‘‘long-patch‘‘ Basen-Exzisionsreparatur (BER) und Okazaki-

Fragment-Prozessierung eingesetzt wurde.

4.1.1 Die Reinigung des Expressionsvektors von FEN1
Der Expressionsvektor pET-FCH (pET 28b mit hFEN1; Nolan et al., 1996) für hFEN1

(His-tag) wurde aufgereinigt (vgl. 3.4.3). Das gereinigte Plasmid wurde zur Kontrolle

einem Restriktionsverdau mit NcoI und BamHI unterzogen (Abb. 6).

Abb. 6 : Der Restriktionsverdau  des hFEN1-Expressionsvektors
Mit den Restriktionsenzymen NcoI und BamHI wurde der Expressionsvektor pET-FCH
hydrolysiert. Bahn 1: pET-FCH-Vektor, Bahn 2: Produkte des Restriktionsverdaus, M:
Marker, DNA-Längenstandard X (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim).
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Die beiden Restriktionsenzyme (NcoI und BamHI) flankieren das Gen des hFEN1 im

Vektor. Die erhaltenen zwei linearen DNA-Fragmente besaßen die erwartete Größe des

Plasmids pET28b (Novagen) mit 5368 Bp und des hFEN1-Gens mit 1532 Bp.

4.1.2 Die Reinigung von FEN1
Das hFEN1 (His-tag) wurde über eine Talonsäule gereinigt und mittels SDS-PAGE ana-

lysiert (vgl. 3.1.1; 3.1.2; Abb. 7). Das Molekulargewicht von hFEN1 beträgt 42,5 kDa

(Nolan et al., 1996).

Abb. 7 : Gereinigtes rekombina ntes, humanes FEN1
Die Analyse des gereinigten hFEN1 mittels eines Coomassie gefärbten SDS-Proteingels.
Bahn 1: Rohextrakt, Bahn 2: Überstand Talonsäule, Bahn 3-7: Waschfraktionen, Bahn 8:
Elution von hFEN1 (His-tag) von der Talonsäule, M: Marker 10 kDa Proteinleiter (Gibco
BRL).

Die Ausbeute betrug ~200 µg gereinigtes hFEN1 aus 500 ml eingesetzter Expressions-

kultur.

4.2 Die Aktivitätstests für Exo- und Endonukleasen
Voraussetzung zur Untersuchung der Exo- und Endonukleasen im Genauigkeitsassay

auf eine potenzielle Rolle als externe 3‘-5‘-Korrektuleser für Pol �-Prim bzw. Pol � oder

auf eine Funktion bei der Okazaki-Fragment-Prozessierung, war eine Überprüfung der

charakteristischen enzymatischen Eigenschaften der eingesetzten Nukleasen in

Aktivitätstests (vgl. 2.9, 3.3).

4.2.1 Die 3’-5’-Exonukleaseaktivität von TP53
Für das Tumorsuppressorprotein P53 ist eine 3‘-5‘-Exonukleaseaktivität beschrieben

worden (Mummenbrauer et al., 1996).

Das rekombinante mTP53 zeigte in einem Exonukleaseassay mit einem 5‘-radioaktiv

markierten 30mer Oligonukleotidsubstrat eine 3‘-5‘-Exonukleaseaktivität (Abb. 8A). Die

Reaktionsprodukte sind als sog. ‘‘Abbauleiter‘‘ detektierbar, die auf eine nicht-pro
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zessive Exzision der Nukleotide vom 3‘-Ende hindeuteten. Auch bovines und murines

TP53 waren auf diesem DNA-Substrat exonukleolytisch aktiv (Daten nicht gezeigt).

Abb. 8 : Die 3‘-5‘-Exonukleasea ktivität von TP53.
(A) Murines TP53 (His-tag) wurde 15 bzw. 60 min mit 150 Bq 5‘-32P-markiertem 30mer
Oligonukleotid inkubiert. Es wurden 50; 100 und 150 ng TP53 eingesetzt. Die Reaktions-
produkte wurden mit einem Harnstoffgel aufgetrennt. (B) Nach der Detektion im Phospho-
imager wurde der Abbau des Ausgangssubstrats quantifiziert.

Der DNA-Abbau war sowohl von der Reaktionszeit als auch der Konzentration des

eingesetzten TP53 abhängig. In Abb. 8B ist der lineare Zusammenhang von Substrat-

abbau im Verhältnis zur eingesetzten Proteinmenge am Beispiel der Reaktionsdauer

von 15 min dargestellt.

4.2.2 Die 3’-5’-Exonukleaseaktivität von APE1
Die multifunktionale humane Apurinische / Apyrimidinische Endonuklease 1 besitzt

auch eine 3’-5’-Exonukleaseaktivität, die das Antitumor-Nukleosid-Analogon �-L-

Dioxolan-Cytidin vom 3‘-Ende einer Duplex-DNA entfernt (Chou et al., 2000). Kürzlich

konnte gezeigt werden, dass hAPE1 auch fehlgepaarte Nukleotide vom 3‘-Ende eines

dsDNA-Substrats mit einem Einzelstrangbruch (‘‘nick‘‘) oder einer Lücke (‘‘gap‘‘)

entfernen kann (Chou & Cheng, 2002).

Die Exonukleaseaktivität des hAPE1 wurde auf zirkulären dsDNA-Substraten des

Phagen �X174am16 mit einer Lücke von fünf bzw. sechs Nukleotiden untersucht (Abb.

9A). In die 21 Nukleotide umfassende Lücke der Phagen-Matrize wurden ein
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5‘-markierter Primer (15mer) mit korrekter Basenpaarung hybridisiert, so dass eine

Lücke von 6 Nt verblieb. Analog dazu wurde auch ein 16mer Primer eingesetzt, der eine

endständige G:G-Fehlpaarung provozierte und eine Lücke von 5 Nt freiließ (vgl. 2.9,

Tab. 4). Auf beiden DNA-Substraten war eine, von der eingesetzten Protein-

konzentration abhängige, 3‘-5‘-Exonukleaseaktivität der hAPE1 detektierbar (Abb. 9B).

Abb. 9 : Die 3‘-5‘-Exonukleasea ktivität von APE1
Humanes APE1 (Novus) wurde 10 min mit 150 Bq 5‘-32P-markiertem Primer eines Substrats
(A) aus Primer (gepaart oder am 3‘-Ende mit G:G-Fehlpaarung) und Matrize (dsDNA
�X174am16) inkubiert. (B) Es wurden 0; 0,1; 1; 10 und 100 ng APE1 eingesetzt. Die
Reaktionsprodukte wurden mittels eines Harnstoffgels getrennt und nach der autoradio-
graphischen Detektion mit einem Phosphoimager wurde (C) die Substratbande quantifiziert.

Die quantitative Analyse des Abbaus des Ausgangssubstrats deutet daraufhin, dass

das fehlgepaarte Substrat scheinbar bevorzugt abgebaut wurde (Abb. 9C). Allerdings ist

bekannt, dass die Exonukleaseaktivität von APE1 bevorzugt fehlgepaarte Nukleotide

entfernt und umgekehrt proportional zur Größe der Lücke in der DNA ist (Chou &
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Cheng, 2002). Der scheinbar bevorzugte Abbau des fehlgepaarten Substrats (Abb. 9C)

könnte somit möglicherweise auf einen tatsächlich stärkeren Abbau der Fehlpaarung im

Vergleich zur korrekten Basenpaarung und / oder die geringere Größe der Lücke

zurückzuführen sein.

4.2.3 Die 3‘-5‘-Exonukleaseaktivität von WRN
Für das Werner Protein ist neben einer Helikaseaktivität auch eine 3‘-5‘-Exonuklease-

aktivität beschrieben worden (Huang et al., 1998; Kamath-Loeb et al., 1998; Shen et al.,

1998a; Huang et al., 2000). Die exonukleolytische Aktivität wird deutlich von ATP

stimuliert (Kamath-Loeb et al., 1998).

Das Werner Protein zeigte auf einem linearen dsDNA-Substrat (vgl. 2.9, Tab. 4) mit

einem 5‘-markierten Primer und einem rezessiven 3‘-Ende mit einer OH-Gruppe (Abb.

10A) eine 3‘-5‘-Exonukleaseaktivität (Abb. 10B). Der Substratabbau ist in Abb. 10C

quantitativ dargestellt.

Abb. 10 : Die 3‘-5‘-Exonukleasea ktivität von WRN
Humanes WRN wurde 10 min mit 150 Bq 5‘-32P-markiertem Primer eines Substrats (A) aus
Primer und Matrize inkubiert. (B) Es wurden 0; 1; 2; 5 und 10 ng WRN eingesetzt. Die
Reaktionsprodukte wurden mittels eines Harnstoffgels getrennt und nach der autoradio-
graphischen Detektion mit einem Phosphoimager wurde (C) die Substratbande quantifiziert.

Die Produkte der DNA-Degradation bilden eine ‘‘Abbauleiter‘‘, die auf einen distributiven

Abbaumodus und die Freisetzung von 5‘-Desoxynukleosid-Monophosphaten hindeutet

(Abb. 10B).
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4.2.4 Die 5’-3’-Exonukleaseaktivität von FEN1
Die Flap-Endonuklease 1 besitzt eine 5‘-3‘-Exonukleaseaktivität, die dsDNA mit einem

Einzelstrangbruch (‘‘nick‘‘), und mit geringerer Effektivität dsDNA mit einer Lücke und

glattem oder rezessivem 5‘-Ende abbaut (Lindahl, 1971; Harrington & Lieber, 1994;

Lyamichev et al., 1993; Murante et al., 1994; Alleva & Doetsch, 1998).

Das im Exonukleasetest eingesetzte lineare dsDNA-Substrat (vgl. 2.9, Tab. 4) besteht

aus zwei Primern, die auf eine lange Matrize hybridisiert wurden. Zwischen den beiden

Primern befindet sich ein ‘‘nick‘‘. Der stromabwärts vom ‘‘nick‘‘ befindliche Primer ist am

3‘-Ende radioaktiv markiert (Abb. 11A).

Abb. 11 : Die 5’-3’-Exonukleasea ktivität von FEN1
Gereinigtes humanes FEN1 wurde 10 bzw. 60 min mit 150 Bq eines 3‘-32P-markierten
Substrats (A) inkubiert. (B) Es wurden 0; 2,5; 25 und 50 ng FEN1 in dieser Reaktion einge-
setzt. Die Produkte wurden mittels eines Harnstoffgels getrennt und mit dem Phosphoimager
detektiert. (C) Der Abbau der Substratbande wurde für die zehnminütige Reaktion
quantifiziert.

Auf dem DNA-Substrat war ausgehend vom ‘‘nick‘‘ eine 5‘-3‘-Exonukleaseaktivität des

hFEN1 nachweisbar (Abb. 11B). Die DNA-Abbauprodukte traten in Form einer ‘‘Abbau-

leiter‘‘ auf, die auf einen distributiven Abbau des Substrats hindeuten. Die Effektivität

des Substratabbaus ist in Abb. 11C quantitativ dargestellt.
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4.2.5 Die 5‘-3‘-Endonukleaseaktivität von FEN1
Neben der 5’-3’-Exonukleaseaktivität besitzt Flap-Endonuklease 1 eine 5‘-3‘-Endo-

nukleaseaktivität (Harrington & Lieber, 1994; Murante et al., 1994). Sie schneidet

dsDNA, die einen ungepaarten Einzelstrang, eine sog. 5‘-‘‘flap‘‘-Struktur aufweist und

mit geringerer Effektivität auch Pseudo-Y-Strukturen (Lieber, 1997). Kürzlich wurde

beschrieben, dass FEN1 aus S. cerevisiae (Rad27) in vitro sehr effizient Doppel-‘‘flap‘‘-

Strukturen schneidet, die neben dem 5‘-‘‘flap‘‘ des stromabwärts gelegenen Primers

auch ein ungepaartes Nukleotid am 3‘-Ende des stromaufwärts befindlichen Primers

besitzen (Kao et al., 2002). In einer aktuellen Studie wird auch für humanes FEN1 das

Doppel-‘‘flap‘‘-Substrat als optimal für die Endonuklease beschrieben (Friedrich-

Heineken et al. 2003).

Das hier eingesetzte Testsubstrat besteht aus zwei Primern, die nebeneinander auf

eine Matrize hybridisiert wurden (vgl. 2.9, Tab. 5). Beide Primer waren komplementär

zur Matrize und wiesen eine partiell überlappende Sequenz von 3 Nukleotiden auf. Die

Verwendung von Substraten mit komplementären ‘‘flaps‘‘ berücksichtigt die Situation,

wie sie in vivo bei der Reparatur oder Okazaki-Fragment-Prozessierung auftritt. Die

überlappenden Regionen am 5‘-Ende des stromabwärts gelegenen Primers und am

3‘-Ende des stromaufwärts gelegenen Primers konkurrieren um die gleiche Positionen

der Matrize, so dass sich durch Strang-Verdrängung und Strang-Verschiebung ein

Gleichgewicht zwischen verschiedenen DNA-Substraten ausbilden kann. Es kann

beispielsweise ein Substrat ausgehend von einem Einzelstrangbruch mit einem 3 Nt

umfassenden 5‘- oder 3‘-‘‘flap‘‘ entstehen, wobei letzterer nicht von FEN1 geschnitten

wird (Lieber, 1997). Außerdem kann sich eine sogenannte überlappende ‘‘flap‘‘-Struktur

oder Doppel-‘‘flap‘‘-Struktur bilden, d.h. es entsteht ein 2 Nt umfassender 3‘- oder 5‘-

‘‘flap‘‘ und die stromaufwärts und -abwärts gelegenen Primer überlappen sich um ein

Nukleotid. Der stromabwärts hybridisierte Primer ist am 5’-Ende radioaktiv markiert

(Abb. 12A). In einer Detailansicht sind zwei der möglicherweise entstehenden 5‘-‘‘flap‘‘-

Substrate dargestellt (Abb. 12A).
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Abb. 12 : Die 5‘-3‘-Endonuklease aktivität von FEN1
Gereinigtes humanes FEN1 wurde mit 150 Bq eines 5’-32P-markiertem ‘‘flap’’-Substrats
inkubiert (A). Ein Ausschnitt des Testsubstrats gibt die Sequenzüberlappungen der Primer
und zwei der möglicherweise entstehenden Intermediate wieder. Die Größe des einzel-
strängigen Bereichs (‘‘flap’’) umfasste maximal 3 Nukleotide (Details s.h. Text). (B) Es
wurden 0; 0,016; 0,16; 0,33; 1,6 und 16 ng FEN1 in dieser Reaktion eingesetzt. Die
Reaktionsprodukte wurden mit einem Harnstoffgel aufgetrennt. (C) Die Banden wurden mit
einem Phosphoimager detektiert und der Abbau der Substratbande quantifiziert.

Auf dem eingesetzten ‘‘flap‘‘-Testsubstrat war eine 5‘-3‘-Endonukleaseaktivität des

hFEN1, die einen 5’-markierten ‘‘flap‘‘ vom Substrat abtrennte, detektierbar (Abb. 12B).

Es waren drei verschiedene Produktlängen feststellbar, wobei eine Bande allerdings

deutlich dominierte (3mer Oligonukleotid). Die Detektion eines vorherrschenden Pro-

dukts deutet daraufhin, dass das eingesetzte Testsubstrat Intermediate bildete und von

diesen eines bevorzugt von hFEN1 geschnitten wurde. Die Quantifizierung des

Substratabbaus ist in Abb. 12C dargestellt.

Die Aktivität der beiden enzymatischen Eigenschaften von hFEN1 wurde vergleichend

untersucht (Abb. 13). Die Exonukleaseaktivität wurde auf dsDNA mit einem Einzel
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strangbruch (vgl. Abb. 11A) und die Endonukleaseaktivität auf dsDNA mit einem ‘‘flap‘‘

bestimmt (vgl. Abb. 12A).

Abb. 13 : Vergleich der Exo- und  Endonukleaseaktivität von FEN1
Die Aktivitäten der 5‘-3‘-Exonuklease auf dsDNA mit einem ‘‘nick‘‘ und der 5‘-3‘-Endo-
nuklease auf ‘‘flap‘‘-dsDNA wurden miteinander verglichen. Es wurden 0; 0,016; 0,16; 1,6
und 16 ng hFEN1 in diese Reaktionen (5 min) eingesetzt. Die Reaktionsprodukte wurden mit
einem Harnstoffgel aufgetrennt und mit einem Phosphoimager detektiert. Der Abbau der
Substratbande wurde quantifiziert und halblogarithmisch dargestellt.

Der Substratabbau wurde für beide Nukleaseaktivitäten quantifiziert und es zeigte sich,

dass die 5‘-3‘-Endonukleaseaktivität von hFEN1 scheinbar stärker als die 5‘-3‘-Exo-

nukleaseaktivität war (Abb. 13). Um ca. die Hälfte des Ausgangssubstrats exo-

nukleolytisch abzubauen wurden ~1000-fach höhere Konzentrationen von hFEN1 be-

nötigt als für einen endonukleolytischen Substratabbau.

4.2.6 Die 3‘-5‘-‘‘Proofreading‘‘-Exonuklease von Polymerase �

DNA-Polymerase � (S. cerevisiae) besitzt neben der 5‘-3‘-Polymerase eine 3‘-5‘-Exo-

nukleaseaktivität, die als intrinsische Korrekturexonuklease bezeichnet wurde (Morrison

et al.; 1991; Simon et al., 1991). Auch für die pentamere Pol � aus S. pombe ist eine

3‘-5‘-Proofreading-Exonuklease beschrieben worden (Chen et al., 2000).

Hier wurde die 3‘-5‘-Exonukleaseaktivität der tetrameren hPol � auf einem Primer /

Matrize-Substrat (vgl. 2.9, Tab. 4) mit einem rezessiven 3‘-Ende untersucht (Abb. 14A).
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Abb. 14 : Die 3’-5’-Exonukleasea ktivität der intrinsischen Korrekturexo-
nuklease von Polymerase �
(A) Humane Pol � wurde für 10 bzw. 60 min mit 150 Bq 5‘-32P-markiertem Primer eines
Substrats aus Primer / Matrize inkubiert. (B) Es wurden 2,5; 5 und 10 ng Pol � eingesetzt.
Die Reaktionsprodukte wurden mittels eines Harnstoffgels aufgetrennt und mit einem Phos-
phoimager detektiert. (C) Der Abbau des Substrats wurde quantifiziert.

Der Abbau des 5‘-radioaktiv markierten Primers erfolgte distributiv vom 3‘-Ende (Abb.

14B). Der Substratabbau wurde für die 10-minütige Reaktionsdauer quantifiziert (Abb.

14C).

Die hier dargestellten Experimente zur Exo- und Endonukleaseaktivität von TP53,

WRN, APE1, FEN1 und Pol � zeigten, dass die Proteine in aktiver Form vorlagen und

geeignet waren, in den nachfolgenden Studien zu deren Einfluss auf die Genauigkeit

verschiedener Polymerasen bzw. auf die Okazaki-Fragment-Prozessierung eingesetzt

zu werden. Die autonomen 3‘-5‘-Exonukleasen (TP53, WRN, APE1) wurden auf eine

potenzielle Korrekturlesefunktion für von Pol �-Prim und Pol � induzierte Fehlpaarungen

überprüft. Polymerase �-Holoenzym (Pol �-HE) und die 5‘-3‘-Endonuklease FEN1

wurden auf eine funktionelle Interaktion zur 5‘-3‘-Fehlerkorrektur bei der Okazaki-

Fragment-Prozessierung untersucht.
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4.3 Die Gewinnung der �X174am16-DNA-Substrate
Voraussetzung für das Studium der DNA-Replikation in vitro ist das Vorliegen einer ge-

eigneten DNA-Matrize. In Frage kommt einzelsträngige und partiell doppelsträngige

DNA, die als Modell für Replikationsintermediate dienen kann. Der in dieser Arbeit ein-

gesetzte Assay zur Genauigkeitsmessung von Polymerasen (vgl. 1.7) beruht auf der

Vermehrung des Phagen �X174am16, dessen DNA für die in vitro Replikationen einge-

setzt wurde. Im Folgenden ist die Präparation der DNA-Matrizen dargestellt.

4.3.1 Die Aufreinigung einzelsträngiger �X174am16-DNA

Die Aufreinigung der �X174am16-ssDNA erfolgte wie in Abschnitt 3.5 beschrieben. Die

Infektiösität der �X174am16-ssDNA wurde gegenüber dem Suppressorstamm

(E. coli CQ2) und dem Wildtypstamm (E. coli C) untersucht. Nur auf dem Suppressor-

stamm konnte die Infektion von Bakterienzellen beobachtet werden, bedingt durch das

vorhandene Amber-Stoppcodon in der DNA.

Die spontane Mutationsrate einzelsträngiger �X174am16-DNA wurde im Transfektions-

experiment (vgl. 1.7) mit 6 x 10-6 – 4 x 10-6 (ein Fehler pro 167000 bzw. 250000 Bp)

bestimmt und war somit niedrig genug, um die Detektion von Polymerase induzierten

Basensubstitutionen zu ermöglichen.

4.3.2 Die Konstruktion eines doppelsträngigen �X174am16-DNA-Substrats
Die Konstruktion eines partiell doppelsträngigen DNA-Substrates erfolgte ausgehend

von der �X174am16-Einzelstrang-DNA, wie in Abschnitt 3.6 beschrieben. Das ent-

standene dsDNA-Substrat wies einen einzelsträngigen Bereich von 21 Nukleotiden

(Lücke) in der Region des Amber-Codons auf. Durch Hybridisierung und Ligation des

ursprünglich eingesetzten, stromaufwärts vom Amber-Codon gelegenen Primers 1 ließ

sich die Lücke in dem dsDNA-Substrat auf sechs Nukleotide verkleinern (Abb. 15).
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Abb. 15 : Die Konstruktion des d oppelsträngigen �X174am16-DNA-Substrats
mit einem einzelsträngigen Bereich in der Region des Amber-Codons.
Die Herstellung eines dsDNA-Substrats mit einer Lücke von 21 bzw. sechs Nukleotiden im
Bereich des Amber-Codons. Mit dem Einsatz verschiedener Primer konnte die Größe der
Lücke variiert werden (Details s.h. Text).

Zur Herstellung eines DNA-Substrates mit einer größeren Lücke (32 Nt) wurde analog

vorgegangen und anstelle des Primers 1 der Primer 2 verwendet. Der stromaufwärts

vom Amber-Codon gelegene Primer 2 (16mer) hybridisierte nicht direkt vor dem TAG-

Codon sondern war zehn Nukleotide weiter stromaufwärts positioniert, so dass eine

größere Lücke erzielt werden konnte.

Das Vorhandensein des einzelsträngigen Bereichs in diesen dsDNA-Substraten wurde

im Transfektionsexperiment (vgl. 1.7) überprüft. Die messbare Fehlerhäufigkeit ent-

sprach mit 7 x 10-6 (ein Fehler pro 143000 Bp) eher der einer einzelsträngigen DNA

(vgl. 4.3.1) und nicht der von T7-Pol (vgl. 4.5, Abb. 19).

4.3.3 Die Sequenzen doppelsträngiger DNA-Substrate
Der Einfluss von autonomen 3’-5’-Exonukleasen auf die Genauigkeit der Pol � wurde in

vitro mit rekombinanten Proteinen unter näherungsweise rekonstituierten ‘‘long-patch‘‘

Basen-Exzisionsreparatur-Bedingungen untersucht. Dazu wurden partiell doppel-

strängige DNA-Substrate mit einem einzelsträngigen Bereich (Lücke) in der Region des

Amber-Codons hergestellt (vgl. 4.3.2). Die Lücke umfasste sechs Nukleotide. Damit
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auch der Einsatz ssDNA-bindender akzessorischer Proteine möglich war, wurde auch

ein Substrat mit einer Lücke von 32 Nukleotiden eingesetzt. Die DNA wies keine

apurinen / apyrimidinen Stellen (AP-Stellen) auf. In Abb. 16 sind die Sequenzen der

verwendeten Substrate aufgeführt.

Abb. 16 : Die Sequenzen der dop pelsträngigen �X174am16-DNA-Substrate
mit einer Lücke im Bereich des Amber-Codons
Ausschnitt der Sequenzen der partiell doppelsträngigen DNA-Substrate mit unterschiedlich
großen einzelsträngigen Bereichen in der Region des Amber-Codons. Der Pfeil zeigt die
Richtung der DNA-Synthese an. (A) Substrat mit eine Lücke von 6 Nt und (B) Substrate mit
einer Lücke von 32 Nt für die Rekonstitution der ‘‘long-patch‘‘ BER mit Pol �.

4.4 Die in vitro Replikation mit Polymerasen
In diesem Abschnitt wird auf die in vitro Replikation von �X174am16-DNA mit den

eukaryotischen DNA-Polymerasen Polymerase �-Primase (Pol �-Prim) und Poly-

merase � (Pol �) näher eingegangen.

4.4.1 Die in vitro Replikation von �X174am16-DNA mit Pol �-Prim

Ausgehend von der �X174am16-ssDNA synthetisierten die eingesetzten Polymerasen

in einer Primer initiierten Reaktion unter Verwendung der dNTPs den komplementären

DNA-Strang (vgl. 3.7.1). Auf dem mit einer Lücke versehenen dsDNA-Substrat verlief

die Replikation analog. Pol �-Prim konnte die Replikation auch de novo auf ssDNA

starten. Sie synthetisierte unter Verwendung von rNTPs einen RNA-Primer und

elongierte diesen anschließend mit dNTPs. Die ssDNA bzw. dsDNA mit Lücke wurde

vollständig in die doppelsträngigen replikativen Formen RFII (offen zirkulär) und RFIII

(linear) und in Anwesenheit von Ligase auch in RFIV (geschlossen zirkulär) überführt.

Das Auftreten der RFIII-Bande ist auf die bei der Präparation der einzelsträngigen

zirkulären DNA ebenfalls anfallende lineare DNA zurückzuführen. Ligase schließt den

Einzelstrangbruch (‘‘nick‘‘) im neu synthetisierten Strang der RFII durch Knüpfung einer

Phosphodiesterbindung, so dass die RFIV entsteht. Bei der Produktanalyse auf einem
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1-%igen Agarosegel ermöglicht die Gegenwart von EthBr in Gel und Laufpuffer die

Auftrennung der RFII und RFIV als zwei distinkte Banden.

In Abb. 17 sind am Beispiel einer Replikationsreaktion mit hPol �-Prim in Gegenwart

von steigenden Konzentrationen von mTP53 und in Anwesenheit von T4-Ligase die drei

replikativen Formen dargestellt.

Abb. 17 : Die in vitro Replikation einzelsträngiger �X174am16-DNA mit
hPol �-Prim in Anwesenheit von mTP53
Die Primer initiierte Replikation von �X174am16-ssDNA mit rekombinanter hPol �-Prim und
steigenden Konzentrationen von mTP53. Das rekombinante mTP53 wurde in Konzentration
von ¼; ½; 1; 2 und 5 Moleküle mTP53 (Tetramer) pro Molekül hPol �-Prim eingesetzt
(Bahn 3-7). Die Konzentrationen der dNTPs waren äquimolar. In Bahn 1 und Bahn 3-7
wurde Primer 1, in Bahn 2 der Korrekturprimer 1 zur Bestimmung der Fehlerausbeute
eingesetzt. M1: Marker �X174am16-ssDNA; M2: Marker, replikative Formen RFII, RFIII,
RFIV von �X174am16. Die Produktanalyse erfolgte auf einem 1-%igen Agarosegel mit
0,2 µg/ml EthBr in Gel und Laufpuffer.

Eine vollständige Überführung der RFII in RFIV konnte nicht erreicht werden (Abb. 17),

da hPol �-Prim die Reaktion teilweise kurz vor Erreichen des ursprünglichen Primers

abbrach und diese Lücke von wenigen Nukleotiden im neusynthetisierten Strang von

der Ligase nicht geschlossen werden konnte (Reckmann et al., 1985).

4.4.2 Die in vitro Replikation von �X174am16-DNA mit Pol �

Pol � ist im Gegensatz zur Pol �-Prim (vgl. 4.4.1) befähigt, nach vollständiger Re-

plikation eines zirkulären DNA-Substrats das 5‘-Ende des ursprünglichen Primers von

der Matrize zu verdrängen und die DNA-Synthese fortzusetzen (Wang & Korn, 1980;

Randahl et al., 1988). Dieses Phänomen wird als Überreplikation oder ‘‘strand

displacement‘‘-Synthese bezeichnet. Eine Überreplikation ließ sich durch das Ab-

stoppen der Reaktion zu einem geeigneten Zeitpunkt weitgehend vermeiden (Abb. 18A,

Bahn 1). Die nach längerer Reaktionsdauer gebildeten Produkte der Überreplikation

lassen sich oberhalb der RFII im Agarosegel detektieren (Abb. 18A, Bahn 2 u. 3). Die
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Zugabe von T4-Ligase ermöglichte eine Ligation der replizierten DNA zur RFIV (Abb.

18B).

Abb. 18 : Die in vitro-Replikation  von �X174am16-ssDNA mit hPol �
Die Replikation von ssDNA mit rekombinanter hPol � (30 Moleküle Pol � / Molekül ssDNA).
Die Proben wurden nach 3, 6 und 12 h abgestoppt und analysiert (Bahn 1-3) (A)
Überreplikation mit Pol �. (B) Replikation der DNA und Ligation zur RFVI in Anwesenheit von
T4-Ligase. M1: Marker �X174am16-ssDNA; M2: Marker, replikative Formen RFII, RFIII,
RFIV von �X174am16. Die Produktanalyse erfolgte auf einem 1-%igen Agarosegel mit 0,2
µg/ml EthBr in Gel und Laufpuffer.

Nach vollständiger Replikation wurde die dsDNA zur Transfektion von E. coli C600

Sphäroplasten eingesetzt. In den Transfektionsexperimenten zur Replikationsgenauig-

keit von Polymerasen mit autonomen 3‘-5‘-Exonukleasen wurde auf den Einsatz über-

replizierter DNA verzichtet, um mit RFII und RFIV unter standardisierten Bedingungen

in allen Experimenten ähnliche Transfektionseffizienzen zu erzielen. Auch sollte eine

eventuelle Stimulation der Reparatursysteme in den E. coli Sphäroplasten vermieden

werden, die durch die Transfektion überreplizierter DNA-Produkte hervorgerufen

werden könnte.

4.5 Die Genauigkeiten verschiedener Polymerasen im �X174am16-Reversions-
system

Zur Überprüfung, ob das �X174am16-Reversionssystem eine geeignete Methode zur

Bestimmung der Genauigkeit von Polymerasen darstellt, wurden einige virale und

bakterielle Polymerasen und zwei Reverse Transkriptasen in diesem System untersucht

(Abb. 19). In diesem und allen weiteren Balkendiagrammen wurde die errechnete Über-

Alles-Genauigkeit (vgl. 3.12) als ‘‘ein Fehler pro Anzahl replizierter Basen (1/…)‘‘

angegeben, wobei die Zahl der replizierten Basen oberhalb der Balken vermerkt ist.
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Abb. 19 : Die Genauigkeit viraler  und bakterieller Polymerasen
Die Über-Alles-Genauigkeiten von Klenow Polymerase, Klenow exo- Polymerase, T7-Poly-
merase, Sequenase Version 2.0, T4-Polymerase, HIV-Reverse Transkriptase und AMV-
Reverse Transkriptase auf �X174am16-ssDNA. Die Experimente wurden 3-4-mal unab-
hängig voneinander wiederholt.

Polymerasen mit einer intrinsischen 3’-5’-Exonukleaseaktivität (T4-Pol, T7-Pol, Klenow

Pol) zeigten in diesem System generell eine höhere Über-Alles-Genauigkeit als

Polymerasen, denen diese Korrekturfunktion fehlte (Sequenase Version 2.0, Klenow

exo- Pol) (Abb. 19). Ebenfalls war evident, dass die Polymerasen mit einer intrinsischen

3’-5’-Exonukleasefunktion im Vergleich zur korrespondierenden Exonuklease-

defizienten Polymerase (z.B. T7-Pol zu Sequenase Version 2.0; Klenow Pol zu Klenow

exo- Pol) eine höhere Replikationsgenauigkeit aufwiesen.

Die Reversen Transkriptasen ohne Korrekturfunktion (HIV-RT, AMV-RT) besaßen, wie

erwartet, eine sehr niedrige Replikationsgenauigkeit, vergleichbar einer Exonuklease-

defizienten Polymerase (z.B. Sequenase Version 2.0; Abb. 19).

4.6 Die Genauigkeit von Polymerase �-Primase im �X174am16-Reversions-
system

Die Replikationsgenauigkeit von Pol �-Prim, die keine intrinsische 3‘-5‘-Korrekturexo-

nuklease besitzt, wurde im �X174am16-Reversionssystem bestimmt. Pol �-Prim startet

die DNA-Synthese de novo auf Leit- und Folgestrang (vgl. 1.2) und ist auch an DNA-

Reparaturereignissen beteiligt (Saxena et al., 1990; Oda et al., 1996; Holmes & Haber,

1999). Um diese beiden Situationen zu berücksichtigen, wurde die Replikations-

genauigkeit von Pol �-Prim sowohl auf ssDNA in einer Primase und Primer initiierten

Reaktion, als auch auf partiell doppelsträngiger DNA ermittelt.
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Eingesetzt wurde Pol �-Prim verschiedener Herkunft, bovine Pol �-Prim aus Kalbs-

thymus und rekombinante, humane, in Insektenzellen exprimierte Pol �-Prim (vgl. 2.6,

Tab. 1). In Abb. 20 sind die erhaltenen Werte in einem Diagramm zusammengefasst.

Abb. 20 : Die Genauigkeit von bPol �-Prim und hPol �-Prim auf ssDNA und
auf dsDNA mit einer Lücke im Bereich des Amber-Codons
Die Über-Alles-Genauigkeit boviner Pol �-Prim und rekombinanter, humaner Pol �-Prim in
einer Primase und einer Primer initiierten Reaktion auf ssDNA und auf partiell doppel-
strängiger DNA. In den Reaktionen wurde 1 Molekül Polymerase pro Molekül DNA-Substrat
eingesetzt. Die Experimente wurden 5-mal unabhängig voneinander wiederholt.

Wie in Abb. 20 dargestellt, betrug die Über-Alles-Genauigkeit der bPol �-Prim in der

Primase initiierten Reaktion 1/13400, in der Primer initiierten Reaktion 1/11900 und auf

der dsDNA mit Lücke 1/11800, d.h. ein fehlgepaartes Nukleotid trat pro 13400 bzw.

11900 bzw. 11800 replizierte Basen auf. Die Genauigkeit war in der Primase initiierten

Reaktion also geringfügig höher als in den beiden anderen Reaktionen, aber unter

Berücksichtigung der Standardabweichung war dieser Effekt nicht signifikant.

Für hPol �-Prim wurden sehr ähnliche Werte erhalten. Für diese Ergebnisse war es

ohne Bedeutung, ob der verwendete Primer direkt vor dem Amber-Codon oder im

Abstand von 10 Nt davor auf der ssDNA hybridisierte. Die unterschiedliche Herkunft der

Pol �-Prim und die Art des verwendeten DNA-Substrats waren für die Replikations-

genauigkeit in diesem Messsystem ohne Bedeutung.

Die Pol �-Prim replizierte auf den eingesetzten DNA-Substraten die Matrize mit einer

relativ hohen Ungenauigkeit von einer fehlgepaarten Base auf 8000-13400 eingebauten

Nukleotiden. Mit diesen Werten ist die Genauigkeit der Pol �-Prim mit denen der Exo-

nuklease-defizienten Sequenase Version 2.0 und Klenow exo- Polymerase vergleichbar

(Abb. 19). Wie erwartet, synthetisierte Pol �-Prim die DNA auf Grund der fehlenden

intrinsischen Korrekturexonuklease mit relativ hoher Ungenauigkeit und war daher für

Studien zur Funktion von autonomen 3‘-5‘-Exonukleasen als externe ‘‘Proofreader‘‘

geeignet.
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Es wurde überprüft, ob in dem �X174am16-Reversionssystem die, von einer auto-

nomen 3‘-5‘-Exonuklease herbeigeführte, Genauigkeitserhöhung einer Polymerase

detektierbar ist. Zu diesem Zweck wurde die E. coli Exonuklease III (Exo III) eingesetzt.

Sie besitzt eine 3‘-5‘-Exonukleaseaktivität, die auf Primer / Matrize-Substraten mit

rezessivem gepaarten oder ungepaarten 3‘-Ende aktiv ist (Kornberg & Baker, 1992). In

Abb. 21 ist die von Exo III bei hPol �-Prim herbeigeführte Genauigkeitserhöhung

dargestellt.

Abb. 21 : Der Einfluss von Exo III auf die Genauigkeit humaner Pol �-Prim
Die Über-Alles-Genauigkeit von rekombinanter, humaner Pol �-Prim in einer Primer
initiierten Reaktion auf ssDNA. In der Reaktion wurden 0,5 U E. coli Exonuklease III (NEB)
eingesetzt. Die Experimente wurden 3-mal unabhängig voneinander wiederholt.

Die Zugabe von Exo III zu einer Replikationsreaktion mit hPol �-Prim führte unter

Berücksichtigung der Standardabweichung zu einer Genauigkeitserhöhung um den

Faktor 2-3 (Abb. 21).

4.7 Die Replikationsgenauigkeit von Polymerase �-Primase in Anwesenheit
autonomer 3’-5’-Exonukleasen

In der Zelle führt eine niedrige Replikationsgenauigkeit zur Anhäufung von Fehlern und

damit zur genomischen Instabilität, welche in einem erhöhten Krebsrisiko resultiert

(Cahill et al., 1999; Loeb, 1998). Pol �-Prim, der eine intrinsische Korrekturexonuklease

fehlt, repliziert die DNA mit relativ hoher Ungenauigkeit (vgl. 4.6). Es sollte die Hypo-

these näher betrachtet werden, dass das Tumorsuppressorprotein P53 bzw. das

Werner Protein als externe Korrekturexonukleasen für Polymerasen agieren können

(vgl. 1.8). Dafür wurde das �X174am16-Reversionssystem in einer Elongationsreaktion

der Pol �-Prim verwendet. Die Replikationsgenauigkeit von Pol �-Prim wurde nach
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Titration mit dem 3‘-5‘-exonukleolytisch aktiven TP53 und WRN (vgl. 4.2.1; 4.2.3) auf

einzelsträngigen und / oder partiell doppelsträngigen DNA-Substraten des Bakterio-

phagen �X174am16 untersucht.

4.7.1 Die Genauigkeit von Pol �-Prim nach Titration mit TP53

Biophysikalische Untersuchungen zeigten, dass TP53 in vitro an Pol �-Prim binden

kann (Kühn et al., 1999). In wie weit auch eine funktionelle Interaktion der beiden

Proteine möglich ist, wurde in der vorliegenden Arbeit analysiert. Dazu wurde unter-

sucht, ob die 3’-5’-Exonukleaseaktivität des Tumorsuppressorproteins P53 die Über-

Alles-Genauigkeit humaner, rekombinanter Pol �-Prim bzw. boviner Pol �-Prim auf

�X174am16-DNA durch den Ausbau fehlgepaarter Nukleotide beeinflusst. Zum Einsatz

kam TP53 verschiedener Spezies, das in unterschiedlichen Expressionssystemen

exprimiert worden war (vgl. 2.6, Tab. 1). Die Replikationen wurden mit einem Primer

gestartet oder waren Primase initiiert. Einige Reaktionen wurden auch in Anwesenheit

des Einzelstrang-Bindeproteins RPA durchgeführt.

4.7.1.1 Die Genauigkeit von humaner Pol �-Prim nach Titration mit TP53

Die Replikationsgenauigkeit der hPol �-Prim wurde mit steigendenden Mengen bTP53

in einer Primase und einer Primer initiierten Reaktion auf �X174am16-ssDNA unter-

sucht (Abb. 22).

Abb. 22 : Der Einfluss von bovine m TP53 auf die Genauigkeit humaner Pol �-
Prim
Die Über-Alles-Genauigkeit von rekombinanter, humaner Pol �-Prim in einer Primase
initiierten Replikation und einer Primer initiierten Reaktion auf ssDNA. In der Reaktion
wurden 0, ¼, ½, 1, 2 und 5 Moleküle GST-bTP53 (Tetramer) pro Molekül Pol �-Prim
zugegeben. Die Experimente wurden 3-mal unabhängig voneinander wiederholt.
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Die Über-Alles-Genauigkeit der hPol �-Prim blieb auch in Anwesenheit des bTP53

unverändert (Abb. 22). Die Genauigkeit der Pol �-Prim war in der Primase initiierten

Reaktion geringfügig, aber nicht signifikant höher als in der Primer gestarteten

Reaktion. Ähnliche Ergebnisse wurden auch in Primase und Primer initiierten

Reaktionen mit mTP53 beobachtet (Daten nicht gezeigt).

Da RPA in vivo die zu replizierende ssDNA bedeckt und stabilisiert, wurde die

Genauigkeit von Pol �-Prim auf ssDNA auch in Anwesenheit vom Einzelstrang-

Bindeprotein hRPA ermittelt. Das hRPA bindet über die große Untereinheit (70 kDa) als

Heterotrimer bevorzugt an ssDNA (Wold et al., 1989; Kim et al., 1994). Außerdem

wurde hRPA eingesetzt, um zu klären, welche Auswirkungen es als akzessorischer

Faktor auf die Genauigkeit der Pol �-Prim haben könnte, da hRPA über die Primase-

Untereinheit mit der Pol �-Prim interagiert (Nasheuer et al., 1992; Dornreiter et al.,

1992) und ihre Aktivität stimuliert (Kenny et al., 1989; Mitsis et al., 1993). In einer Studie

erhöht RPA in einem ‘‘gap-filling‘‘ Assay die Genauigkeit der Pol �-Prim vierfach (Carty

et al., 1992), in anderen Studien zeigt es hingegen keinen Einfluss auf die Genauigkeit

von Pol �-Prim (Kunkel et al., 1991) oder nur geringe Auswirkungen auf die Häufigkeit

von Leseraster-Mutationen der Pol �-Prim aus Hefe (Roberts et al., 1990). Kürzlich

wurden Hinweise gefunden, dass RPA den Pol �-Prim-Komplex stabilisiert, als sog.

Polymerase-Klammer wirkt und den Einbau von Fehlern durch Pol �-Prim signifikant

reduziert (Maga et al., 2001a). Des Weiteren wurde hRPA im Genauigkeitsassay mit

Pol �-Prim und TP53 im Hinblick auf eine physikalische Interaktion von hRPA mit TP53

(Dutta et al., 1993; He et al., 1993; Li & Botchan, 1993) eingesetzt, die eventuell

Auswirkungen auf ein potenzielles Korrekturlesen durch TP53 haben könnte. 

Das hRPA wurde in einem Massenverhältnis von 4:1 zur ssDNA eingesetzt, so dass ein

Drittel der ssDNA bedeckt war (Abb. 23). Unter diesen Bedingungen war eine Initiation

der Replikation gewährleistet im Gegensatz zu einer vollständigen Bedeckung der DNA

mit hRPA, die die Primaseaktivität inhibiert und eine Initiation der Replikation

unterbindet (Atrazhev et al., 1992).
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Abb. 23 : Der Einfluss von bovine m TP53 auf die Genauigkeit humaner Pol �-
Prim in Anwesenheit von RPA in einer Primase initiierten Reaktion
Die Über-Alles-Genauigkeit von rekombinanter, humaner Pol �-Prim in einer Primase
initiierten Replikation. Das Einzelstrang bindende Protein hRPA wurde im Massenverhältnis
4:1 zur ssDNA eingesetzt, d.h. ein Drittel der ssDNA war mit hRPA bedeckt. In der Reaktion
wurden 0, ¼, ½, 1 und 2 Moleküle GST-bTP53 (Tetramer) pro Molekül Pol �-Prim einge-
setzt. Die Experimente wurden unabhängig voneinander 3-mal wiederholt.

Wie in Abb. 23 dargestellt, war die Replikationsgenauigkeit der hPol �-Prim in der

Primase initiierten Reaktion in Gegenwart von hRPA mit den entsprechenden Werten in

der Reaktion ohne RPA vergleichbar (Abb. 22). Auch war in Anwesenheit von hRPA

kein Korrekturlesen der 3’-5’-Exonukleaseaktivität des bTP53 für Fehler der hPol �-Prim

zu beobachten (Abb. 23).

Da es für Pol �-Prim Hinweise auf eine Beteiligung an DNA-Reparaturereignissen gibt

(Saxena et al., 1990; Oda et al., 1996; Holmes & Haber, 1999), wurde die Genauigkeit

auch auf dsDNA mit einer Lücke, wie sie als Reparaturintermediat in der Zelle

vorkommen kann, ermittelt. Die Über-Alles-Genauigkeit der hPol �-Prim wurde in

Anwesenheit von bTP53, mTP53 und hTP53 auf einem doppelsträngigen DNA-Substrat

des Bakteriophagen �X174am16 mit einer Lücke von sechs Nukleotiden im Bereich

des Amber-Codons, untersucht (Abb. 24). 
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Abb. 24 : Der Einfluss von TP53 a uf die Genauigkeit humaner Pol �-Prim
Die Über-Alles-Genauigkeit von rekombinanter, humaner Pol �-Prim auf partiell doppel-
strängiger DNA mit einer Lücke im Bereich des Amber-Codons nach Zugabe unter-
schiedlicher Mengen von rekombinantem, humanem TP53 und rekombinantem, bovinem
und murinem TP53 (His-tag). In der Reaktion wurden 0, ¼, ½, 1, 2 und 5 Moleküle TP53
(Tetramer) pro Molekül Pol �-Prim eingesetzt. Die Experimente wurden unabhängig von-
einander 3-mal wiederholt.

Wie in Abb. 24 dargestellt, übte das TP53 verschiedener Spezies auch auf partiell

doppelsträngigem DNA-Substrat keinen Einfluss auf die Replikationsgenauigkeit der

Polymerase aus.

Aus diesen Ergebnissen geht hervor, dass unabhängig vom eingesetzten DNA-

Substrat, die Zugabe von bTP53, mTP53 und hTP53 zu keiner Erhöhung der Über-

Alles-Genauigkeit der hPol �-Prim führte. TP53 agierte in diesen Experimenten offenbar

nicht in der Funktion eines externen Korrekturlesers für die hPol �-Prim.

In den bisher durchgeführten Experimenten stammten Polymerase und 3‘-5‘-Exo-

nuklease meist aus verschiedenen Spezies (Ausnahme hPol �-Prim und hTP53 in Abb.

24). Für eine funktionelle Interaktion von Polymerase und 3‘-5‘-Exonuklease, die zu

einem effektiven Proofreading führt, ist möglicherweise die Herkunft aus der gleichen

Spezies eine Voraussetzung.

4.7.1.2 Die Genauigkeit boviner Pol �-Prim nach Titration mit TP53

Auf ssDNA wurde die Replikationsgenauigkeit von Pol �-Prim aus Kalbsthymus mit

steigenden Mengen bTP53 (His-tag) untersucht, d.h. beide Enzyme stammten aus der

gleichen Spezies. In Abb. 25 sind Primase initiierte Reaktionen in An- und Abwesenheit

des Einzelstrang-Bindeproteins hRPA (vgl. 4.7.1.1) dargestellt.
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Abb. 25 : Der Einfluss von bovine m TP53 auf die Genauigkeit boviner Pol �-
Prim in einer Primase initiierten Reaktion
Die Über-Alles-Genauigkeit von boviner Pol �-Prim auf Primase initiierter ssDNA nach
Zugabe unterschiedlicher Mengen von rekombinantem, bovinem GST-TP53. In den Re-
aktionen wurden 0, ¼, ½, 1, 2 und 5 Moleküle bTP53 (Tetramer) pro Molekül Pol �-Prim
eingesetzt. In Reaktionen in Gegenwart vom Einzelstrang-Bindeprotein hRPA wurde es im
Massenverhältnis 4:1 zur ssDNA eingesetzt, d.h. ein Drittel der ssDNA war mit hRPA
bedeckt. Die Experimente wurden 3-mal unabhängig voneinander wiederholt.

Die Über-Alles-Genauigkeit der bPol �-Prim (in An- und Abwesenheit von hRPA)

erhöhte sich mit steigenden Mengen bTP53 und sank bei höheren Konzentrationen

bTP53 wieder auf den Ausgangswert ab (Abb. 25). Aber unter Berücksichtigung der

Standardabweichungen wurde jedoch klar, dass diese Erhöhung als nicht signifikant zu

werten war. Somit war auch unter der Voraussetzung, dass Polymerase und TP53 aus

der gleichen Spezies stammen, keine Veränderung der Genauigkeit zu beobachten.

Auch der Einfluss von mTP53 (His-tag) auf bPol �-Prim wurde auf partiell doppel-

strängiger DNA untersucht (Abb. 26).

Abb. 26 : Der Einfluss von murin em TP53 auf die Genauigkeit von bPol �-Prim
Die Über-Alles-Genauigkeit boviner Pol �-Prim auf partiell doppelsträngiger DNA mit einer
6 Nt Lücke im Bereich des Amber-Codons nach Zugabe unterschiedlicher Mengen von
rekombinantem, murinem TP53 (His-tag). In der Reaktion wurden 0, ¼, ½, 1, 2 und
5 Moleküle mTP53 (Tetramer) pro Molekül Pol �-Prim eingesetzt. Die Experimente wurden
3-mal unabhängig voneinander wiederholt.
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Aus Abb. 26 geht hervor, dass auch in diesem Fall TP53 ohne Einfluss auf die

Genauigkeit von bPol �-Prim blieb

Diese Ergebnisse belegen, dass auch bei der Titration von mTP53 und bTP53 zu

bPol �-Prim die Genauigkeit unbeeinflusst blieb. Auch unter der Voraussetzung, dass

Pol �-Prim und TP53 aus der gleichen Spezies stammen (vgl. Abb. 24, Abb. 25), war

keine funktionelle Interaktion detektierbar, die zu einem effektiven Korrekturlesen führte.

4.7.2 Die Genauigkeit von Pol �-Prim nach Zugabe von WRN
Da das Tumorsuppressorprotein P53 unter den beschriebenen Bedingungen offenbar

keinen Einfluss auf die Genauigkeit der Pol �-Prim ausübte, wurden die Auswirkungen

einer weiteren, humanen 3‘-5‘-Exonuklease, des Werner Proteins, auf die Genauigkeit,

untersucht. Die Exonukleasedomäne nahe dem N-Terminus von WRN besitzt drei kon-

servierte Motive, die eine Sequenzhomologie zu den ‘‘Proofreading‘‘-Exonuklease-

domänen von E. coli Pol I und E. coli RNase D aufweist (Mian, 1997; Moser et al., 1997;

Mushegian et al., 1997). Dies machte WRN zu einem aussichtsreichen Kandidaten für

ein externes Korrekturlesen.

Der Einfluss von hWRN auf die Genauigkeit von bPol �-Prim ist in Abb. 27 dargestellt.

Abb. 27 : Der Einfluss von human em WRN auf die Genauigkeit boviner Pol �-
Prim
Die Über-Alles-Genauigkeit von boviner Pol �-Prim auf Primer initiierter ssDNA nach Zugabe
von rekombinantem, humanem WRN (His-tag). In der Reaktion wurden 0 und 3 Moleküle
hWRN (Monomer) pro Molekül Pol �-Prim eingesetzt. Die Experimente wurden 3-mal unab-
hängig voneinander wiederholt.

WRN führte zu einem leichten Anstieg der Genauigkeit (Abb. 27), was jedoch unter

Einbeziehung der Standardabweichung als nicht signifikant eingestuft werden musste.



                                                                            Ergebnisse                                                                            68

Da Fehlpaarungen nur im Falle einer Verlängerung durch eine Polymerase in einer

Basensubstitution resultieren, trägt die Fähigkeit einer Polymerase zur Verlängerung

von Fehlpaarungen entscheidend zur Genauigkeit bei (vgl. 1.1.1). Die verzögerte Rate

der Verlängerung von Fehlpaarungen durch Pol �-Prim legt die Beteiligung eines

exonukleolytischen Korrekturlesens nahe (Perrino & Loeb, 1989). Außerdem ist für

WRN beschrieben worden, dass eine endständige 3‘-Fehlpaarung effizienter

hydrolysiert wird als eine komplementäre Base (Kamath-Loeb et al., 1998). Aus diesen

Gründen wurden die experimentellen Parameter so gewählt, dass sich am Primer eine

endständige Fehlpaarung befand. Es wurde untersucht, ob WRN die Fähigkeit besitzt,

die Fehlpaarung in Anwesenheit der Pol �-Prim zu entfernen, bevor sie von der

Polymerase verlängert werden kann. Dazu wurde ein Primer auf die einzelsträngige

Matrize hybridisiert, der eine endständige G:TMatrize-Fehlpaarung provozierte. Nach

Zugabe von hWRN und bPol �-Prim wurde die phänotypische Ausprägung dieses

Fehlers bestimmt. Als Kontrolle für die generelle Fehlerausbeute dieser Fehlpaarung

diente ein Experiment mit Korrekturprimer 1, der eine intrinsische G:TMatrize-Fehlpaarung

aufwies (vgl. 3.12) und von Pol �-Prim verlängert wurde. In Tab. 7 sind die ermittelten

Fehlerausbeuten zusammengefasst. 

Tab. 7 : Die Elongation eines Primers mit endständiger G:TMatrize-Fehlpaarung mit bPol �-
Prim in Anwesenheit von hWRN

Auf einzelsträngige �X174am16 wurde der Korrekturprimer 1 mit intrinsischer oder Primer 8 mit end-
ständiger G:TMatrize-Fehlpaarung hybridisiert. Die Substrate wurden zur Replikation mit bPol �-Prim in Ab-
und Anwesenheit von hWRN eingesetzt (Verhältnis bPol �-Prim zu hWRN-Monomer 1:3). Das Verhältnis
von Revertanten zur Gesamtzahl der Plaques (Fehlerausbeute) wurde bestimmt.

Enzym Primer/�X174am16-ssDNA Substrat
mit

G:TMatrize-Fehlpaarung

Revertanten /
Gesamtzahl Plaques

(Fehlerausbeute)
bPol �-Prim Korrekturprimer 1 (intrinsischer Fehler) 0,76
bPol �-Prim Primer 8 (endständige Fehlpaarung) 0,77
bPol �-Prim und hWRN Primer 8 (endständige Fehlpaarung) 0,75

In Anwesenheit von hWRN war eine hohe Fehlerausbeute detektierbar, die den Werten

der beiden Kontrollexperimente entsprach. Aus diesen Werten kann auf eine

vollständige Verlängerung der Fehlpaarung durch die Polymerase geschlossen werden.
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4.8 Die Genauigkeit von Polymerase � im �X174am16-Reversionssystem

Die Pol � ist in vivo täglich an einer Vielzahl von Reparaturereignissen in der Zelle

beteiligt (vgl. 1.4). Sie besitzt jedoch keine intrinsische 3‘-5‘-Korrekturexonuklease

(Tanabe et al., 1979). Im Hinblick auf die fehlende ‘‘Proofreading‘‘-Exonuklease und auf

die Bedeutung der Pol � für die Basen-Exzisionsreparatur (BER) wurde die Genauigkeit

der Pol � im �X174am16-Reversionssystem analysiert. Dazu wurde sowohl ssDNA, als

auch partiell doppelsträngige DNA verwendet, die den bei der ‘‘long-patch‘‘ BER

auftretenden DNA-Intermediaten mit Ausnahme der AP-Stelle entspricht (Abb. 28; vgl.

4.3). Damit wurde die Fähigkeiten der hPol � berücksichtigt, zum Einen DNA auf großen

einzelsträngigen Molekülen in einem distributiven Modus und zum Anderen auf kurzen,

wenige Nukleotide umfassenden, einzelsträngigen Bereichen in einem prozessiven

Modus zu synthetisieren (Singhal & Wilson, 1993). Auf Grund dieser Eigenschaft war es

möglich, hPol � auf partiell doppelsträngigem Substrat im stöchiometrischen Verhältnis

von 1:1 zur DNA einzusetzen, wohingegen auf ssDNA ein Überschuss von hPol �

erforderlich war.

Abb. 28 : Die Genauigkeit human er Pol � auf ssDNA und auf dsDNA mit einer
Lücke im Bereich des Amber-Codons
Die Über-Alles-Genauigkeit von rekombinanter, humaner Pol � auf ssDNA und partiell
doppelsträngiger DNA mit einer Lücke von 6 Nt im Bereich des Amber-Codons. In den
Reaktionen wurden auf ssDNA 30 und auf partieller dsDNA ein Molekül Pol � pro DNA-
Matrize eingesetzt. Die Experimente wurden 4-mal unabhängig voneinander wiederholt.

Wie in Abb. 28 gezeigt, replizierte die hPol � die ssDNA mit einer Genauigkeit von

1/4500, d.h. auf 4500 replizierte Basen wurde ein falsches Nukleotid eingebaut. Auf

dem partiell doppelsträngigen Substrat war für Pol � eine Über-Alles-Genauigkeit von

1/3900 messbar. Die hPol � replizierte auf beiden Substraten, d.h. sowohl im

distributiven als auch im prozessiven Replikationsmodus, die DNA mit hoher
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Ungenauigkeit und war auf Grund dieser Eigenschaft für Untersuchungen zur Rolle von

3’-5’-Exonukleasen als potenzielle autonome Korrekturleser geeignet.

4.9 Die Replikationsgenauigkeit von Polymerase � in Anwesenheit autonomer
3’-5’-Exonukleasen

Die niedrige Replikationsgenauigkeit der hPol � (vgl. 4.8), die keine intrinsische

3‘-5‘-Exonuklease besitzt (Tanabe et al., 1979) und die Beteiligung an einer Vielzahl

von BER-Ereignissen, könnten zur Einführung und Anhäufung von Mutationen im

Genom führen und möglicherweise zur Tumorentstehung beitragen. Es war nahe-

liegend zu vermuten, dass die Rolle einer fehlenden intrinsischen Korrekturexonuklease

von einer oder mehreren, der erst kürzlich entdeckten, humanen, autonomen 3‘-5‘-Exo-

nukleasen ausgefüllt werden könnte und die somit zur genomischen Integrität der Zelle

beitragen könnten. Als potenzielle intermolekulare Korrekturleser, die mit ihrer

3’-5’-Exonukleaseaktivität in vitro möglicherweise einen Einfluss auf die Replikations-

genauigkeit der hPol � ausüben können, wurden TP53, APE1 und WRN untersucht. Als

Messsystem für Pol � diente der �X174am16-Reversionsassay, der durch die

Konstruktion eines partiell doppelsträngigen Substrats optimierte wurde (vgl. 4.3.2). In

den Experimenten wurde ein doppelsträngiges DNA-Substrat mit einer Lücke von sechs

oder 32 Nukleotiden im Bereich des Amber-Codons eingesetzt. Auf diesen Substraten

konnte Pol � im stöchiometrischen Verhältnis von 1:1 zur DNA eingesetzt werden

(vgl. 4.8). Damit war die Voraussetzung geschaffen, auch alle weiteren verwendeten

Enzyme in stöchiometrischen Verhältnissen zu Pol � und der DNA einzusetzen. Mit

einem weiteren rekombinanten Protein, dem hFEN1, wurden näherungsweise die

letzten Schritte der ‘‘long-patch‘‘ BER in vitro rekonstituiert und die Genauigkeit der

hPol � unter diesen Bedingungen bestimmt.

4.9.1 Die Genauigkeit von hPol � nach der Titration mit TP53

Die von Zhou et al. (2001) beschriebene physikalische Interaktion von TP53 mit Pol �

ließ es naheliegend erscheinen, auch eine funktionelle Interaktion zwischen Polymerase

und autonomer Exonuklease zur Erhöhung der Replikationsgenauigkeit zu vermuten.

Es wurden unterschiedliche Mengen TP53 verschiedener Spezies eingesetzt, rekom-

binantes, bovines und murines TP53 (His-tag) und rekombinantes, humanes TP53

(Abb. 29).
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Abb. 29 : Der Einfluss von TP53 a uf die Genauigkeit humaner Pol �
Die Über-Alles-Genauigkeit von rekombinanter, humaner Pol � auf partiell doppelsträngiger
DNA mit einer Lücke von sechs Nukleotiden im Bereich des Amber-Codons. In den
Reaktionen wurden 0, ¼, ½, 1, 2 und 5 Moleküle rekombinantes, humanes TP53 und
rekombinantes, bovines und murines TP53 (His-tag) Tetramer pro Molekül Pol � und pro
Molekül DNA-Substrat eingesetzt. Die Experimente wurden 3-mal unabhängig voneinander
wiederholt.

Aus Abb. 29 wird deutlich, dass die steigenden Mengen mTP53 keine Veränderung und

bTP53 lediglich eine geringfügige, nicht signifikante Erhöhung der Genauigkeit von

hPol � verursachen. Auch die bei höheren Konzentrationen von hTP53 beobachtete

Erhöhung der Genauigkeit um den Faktor ~2, sollte unter Berücksichtigung der

Standardabweichung als nicht signifikant gewertet werden.

Pol � synthetisiert DNA in vitro auf Substraten mit Lücken, die nur wenige Nukleotide

(�6) und eine 5‘-Phosphatgruppe umfassen, in einem prozessiven Modus. Auf größeren

Lücken synthetisiert sie in einem distributiven Modus (Singhal & Wilson, 1993). Die

Genauigkeit der Pol � ist davon unbeeinflusst (Ahn et al., 1998, Osheroff et al., 1999,

vgl. auch Abb. 28). Es wurde untersucht, ob die Exonukleaseaktivität von TP53,

abhängig vom Replikationsmodus der Pol �� einen Einfluss auf die Über-Alles-

Genauigkeit der Polymerase hat. Dazu wurde ein Substrat mit einer kleinen Lücke von

sechs Nukleotiden und ein weiteres mit einer größeren Lücke von 32 Nt eingesetzt

(Abb. 16). Im Vergleich der Genauigkeit von Pol � mit TP53 auf einer sechs Nukleotide

umfassenden Lücke (Abb. 29) zu Pol � mit TP53 auf einer größeren Lücke (Abb. 30)

zeigte sich, dass TP53 in beiden Fällen keinen Einfluss auf die Replikationsgenauigkeit

der Pol � ausübte. Der prozessive oder distributive Replikationsmodus der Pol � war

ohne Bedeutung für die Möglichkeit eines Korrekturlesens durch TP53.
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Die Genauigkeit der hPol � wurde auch in Anwesenheit des Einzelstrang-Bindeproteins

hRPA bestimmt, da es Hinweise auf einen Komplex von RPA und Pol � auf einem

Substrat aus Primer / Matrize gibt (Kolpashchikov et al., 2000) und dies möglicherweise

Auswirkungen auf die Genauigkeit haben könnte. RPA kann in einem stabilen Modus

an ssDNA binden und einen Bereich von 30 Nukleotiden bedecken (Seroussi & Lavi,

1993; Blackwell et al., 1996). RPA bindet auch an einen 30 Nt umfassenden einzel-

strängigen Bereich in einer Duplex-DNA, wobei die p32-Untereinheit am 3‘-Ende des

stromaufwärts und die p70-Untereinheit am 5‘-Ende des stromabwärts befindlichen

Oligonukleotids lokalisiert ist (Kolpashchikov et al., 2001). 

Hier wurde ein doppelsträngiges Substrat mit einer Lücke von 32 Nt verwendet, das

ausreichend Raum für die Bindung eines RPA Moleküls an die einzelsträngige DNA im

Bereich des Amber-Codons bot (Abb. 16). Es wurde untersucht, ob mTP53 in Anwesen-

heit von hRPA als Korrekturleser für Pol � arbeitet (Abb. 30). 

Abb. 30 : Der Einfluss von murin em TP53 auf die Genauigkeit humaner Pol �
in Ab- und Anwesenheit von humanem RPA
Die Über-Alles-Genauigkeit von rekombinanter, humaner Pol � auf partiell doppelsträngiger
DNA mit einer Lücke von 32 Nt im Bereich des Amber-Codons. In den Reaktionen wurden 0,
¼, ½, 1, 2, 5 Moleküle rekombinantes, murines TP53 (His-tag) Tetramer pro Molekül Pol �
und pro Molekül DNA-Substrat eingesetzt. Das rekombinante, humane RPA wurde im
Massenverhältnis 1:1 von RPA zu Pol � eingesetzt. Die Experimente wurden 3-mal unab-
hängig voneinander wiederholt.

Wie in Abb. 30 gezeigt, replizierte Pol � die DNA in der Kontrolle ohne TP53 in An- und

Abwesenheit von hRPA mit identischer Genauigkeit (1/4400; vgl. Abb. 29 und Abb. 30).

Die Replikationsgenauigkeit der Pol � blieb auch in Gegenwart von hRPA von den

steigenden Mengen TP53 unbeeinflusst.
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4.9.2 Die Genauigkeit von hPol � nach der Titration mit hAPE1
Die BER ist in vivo eine Multienzym-Reaktion und viele der daran beteiligten Enzyme

interagieren miteinander (vgl. 1.4) und üben so möglicherweise einen Einfluss auf die

Genauigkeit der Pol � aus.

Es wurde die Fragestellung näher untersucht, ob die Apurinische / Apyrimidinische

Endonuklease 1, als Interaktionspartner von Pol � (Bennett et al., 1997) und zentrales

Protein der BER, mit der 3’-5’-Exonukleaseaktivität (vgl. 4.2.2) als externer Korrektur-

leser für die Pol � agieren kann. Mit den rekombinanten Proteinen hPol �, hAPE1,

hFEN1, T4-Ligase und dem doppelsträngigen DNA-Substrat mit einer Lücke von sechs

Nukleotiden sind in vitro annähernd die Bedingungen einer ‘‘long-patch‘‘ BER

rekonstituiert worden (Abb. 31).

Abb. 31 : Der Einfluss humaner APE1 auf die Genauigkeit humaner Pol �.
Die Über-Alles-Genauigkeit von rekombinanter, humaner Pol � auf partiell doppelsträngiger
DNA mit einer Lücke von sechs Nukleotiden im Bereich des Amber-Codons. In den
Reaktionen wurden 0, 1, 2; und 5 Moleküle hAPE1 pro Molekül Pol � eingesetzt. Die
Reaktionen enthielten 10 Moleküle Pol � und ein Molekül hFEN1 pro Molekül DNA. Die
Experimente wurden 3-mal unabhängig voneinander wiederholt.

Es wurden steigende Mengen rekombinantes hAPE1 (Novus, Littleton) eingesetzt. Aus

Abb. 31 geht hervor, dass die Über-Alles-Genauigkeit der hPol � von der 3’-5’-

Exonukleasefunktion des hAPE1 unbeeinflusst war.

Die 3’-5’-Exonukleasefunktionen von TP53 und hAPE1 allein führten zu keiner Ver-

änderung der Replikationsgenauigkeit der Pol �. In weiteren Experimenten wurde

untersucht, ob beide Proteine zusammen, möglicherweise auf Grund ihrer, in vitro

beschriebenen, Protein-Protein Interaktion (Jayaraman et al., 1997), einen Einfluss auf

die Genauigkeit ausüben können. Dazu wurde die Replikationsgenauigkeit der Pol � in
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Anwesenheit von hAPE1 und steigenden Mengen mTP53 untersucht (Abb. 32). Dieses

Experiment wurde zusätzlich durch die Gegenwart von hFEN1 variiert.

Abb. 32 : Der Einfluss von murin em TP53 auf die Genauigkeit humaner Pol �
in Ab- und Anwesenheit von humaner APE1
Die Über-Alles-Genauigkeit von rekombinanter, humaner Pol � auf partiell doppelsträngiger
DNA mit einer Lücke von sechs Nukleotiden im Bereich des Amber-Codons. In den
Reaktionen wurden 0, ¼, ½, 1, 2; 5 und 10 Moleküle rekombinantes, murines TP53 (His-tag)
Tetramer pro Molekül Pol � und pro Molekül DNA-Substrat eingesetzt. Das hAPE1 und
hFEN1 wurden im stöchiometrischen Verhältnis von einem Molekül Enzym pro Molekül Pol �
bzw. dsDNA eingesetzt. Die Experimente wurden 3-mal unabhängig voneinander wiederholt.

Auch in diesen Versuchen (Abb. 32) war die Replikationsgenauigkeit der hPol � von

den Exonukleasen APE1 und TP53 unbeeinflusst. Bezogen auf die Exonuklease-

aktivität trat kein synergistischer Effekt zwischen dem APE1 und dem TP53 auf, der in

einem Korrekturlesen mündete.

4.9.3 Die Genauigkeit von hPol � nach der Titration mit WRN
Weder mit TP53, noch mit APE1 oder beiden Enzymen gemeinsam war eine Ver-

änderung der Replikationsgenauigkeit von hPol � zu beobachten. Aus diesem Grund

wurde noch eine weitere humane 3‘-5‘-Exonuklease, das Werner Protein (vgl. 4.2.3),

getestet. Die WRN-Exonuklease kann wie E. coli Exo III 3‘-phosphorylierte Nukleotide

von 3‘-rezessiver dsDNA entfernen, was auf eine Beteiligung an DNA-Reparatur-

ereignissen hinweist (Shen & Loeb, 2000). Weitere Hinweise auf eine Rolle von WRN in

der BER liefert die physikalische und funktionelle Interaktion von WRN mit hFEN1

(Brosh et al., 2001). WRN stimuliert die Schnittaktivität von FEN1 auf kurzen 5‘-‘‘flap‘‘-

Substraten (Brosh et al., 2001) und langen 5‘-‘‘flap‘‘-Substraten sowie Pseudo-Y-

Strukturen (Brosh et al., 2002).
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In Anwesenheit des hWRN und des hFEN1 wurde die Replikationsgenauigkeit der

hPol � auf partiell doppelsträngiger DNA untersucht (Abb. 33).

Abb. 33 : Der Einfluss von hWRN auf die Genauigkeit humaner Pol � in
Anwesenheit von hFEN1
Die Über-Alles-Genauigkeit von rekombinanter, humaner Pol � auf partiell doppelsträngiger
DNA mit einer Lücke von sechs Nukleotiden im Bereich des Amber-Codons. In den Re-
aktionen wurden 0, 1, 3 und 9 Moleküle rekombinantes, humanes WRN (Monomer) pro
Molekül Pol � und pro Molekül DNA-Substrat eingesetzt. Die Reaktionen erfolgten in
Anwesenheit von humanem FEN1 im stöchiometrischen Verhältnis von einem Molekül FEN1
pro Molekül dsDNA bzw. hPol �. Die Experimente wurden 3-mal unabhängig voneinander
wiederholt.

Es war ein minimaler, aber nicht signifikanter, Anstieg der Genauigkeit in der Gegen-

wart von WRN zu beobachten (Abb. 33).

4.9.4 Die Replikationsgenauigkeit von hPol � unter ‘‘nucleotide pool bias‘‘-
Bedingungen in Anwesenheit von TP53

Es sollte der Anteil bestimmt werden, den einzelne Fehlpaarungen an der Über-Alles-

Genauigkeit haben. Dazu wurden ‘‘nucleotide pool bias‘‘-Bedingungen eingesetzt, d.h.

die Konzentration eines Nukleotids wurde erhöht und die eines anderen erniedrigt. Am

Beispiel der G:TMatrize-Fehlpaarung befand sich die Konzentration des dGTPs in

10- bzw. 30-fachem Überschuss im Vergleich zur Konzentration des dATPs und

induzierte so die Fehlpaarung. Die Häufigkeit einer Fehlpaarung wurde als Fehlerrate

angegeben. Die Fehlerrate ergab sich aus der Steigung der Geraden aus Reversions-

frequenz (eines bestimmten Phagenphänotyps) / Fehlerausbeute aufgetragen gegen

das Nukleotidverhältnis.

Es wurde untersucht, welchen Einfluss die 3’-5’-Exonuklease des mTP53 (His-tag)

unter ‘‘nucleotide pool bias‘‘-Bedingungen auf die einzelnen Fehlerraten der Pol � hat.



                                                                            Ergebnisse                                                                            76

Zuerst wurden die Fehlerraten von Pol � auf einzelsträngiger DNA und auf dem

doppelsträngigen DNA-Substrat mit einer Lücke im Bereich des Amber-Codons

bestimmt. Letzteres Substrat kam auch bei dem Experiment mit Pol � und mTP53 zum

Einsatz. In Tab. 8 sind die Fehlerraten der einzelnen Fehlpaarungen aus diesen

Experimenten zusammengefasst. Parallel dazu wurde unter äquimolaren dNTP-

Konzentrationen die Über-Alles-Genauigkeit bestimmt (Tab. 8).

Tab. 8 : Die Auswirkungen des ‘‘nucleotide pool bias‘‘ auf die Genauigkeit der hPol �
Die Fehlerraten von hPol � wurden auf ssDNA und auf einer partiell doppelsträngigen DNA mit einer
Lücke von sechs Nukleotiden im Bereich des Amber-Codons bestimmt. Ein Experiment wurde in
Gegenwart von murinem TP53 (His-tag) durchgeführt. Das mTP53 wurde in einer Konzentration von
einem Molekül Tetramer pro Molekül hPol � eingesetzt. Für jedes der Experimente wurde die Über-Alles-
Genauigkeit separat bestimmt.
Die Fehlerrate errechnet sich aus den Steigungen der Geraden, die aus der Auftragung der um die
Fehlerausbeute korrigierten Reversionsfrequenz eines bestimmten Phagenphänotyps gegen das
Nukleotidverhältnis (10:1 und 30:1) resultiert. * Es wurden nur die Werte aus den 10:1 ‘‘nucleotide pool
bias‘‘ berücksichtigt.

Pol �
auf ssDNA

Pol �
auf dsDNA
mit Lücke

Pol �, mTP53
auf dsDNA mit

Lücke
pool bias induzierte

Fehlpaarung
Phänotyp Fehlerrate Fehlerrate Fehlerrate

G�A	 G:TMatrize �wt 1/10000 1/13500 1/15600

C�A	 C:TMatrize wt 1/66700 1/43500 1/71400

T�A	 T:TMatrize ts43 1/250000 1/125000 1/100000

G�T	 G:AMatrize ts42 1/13200 1/58800 1/66700

C�T	 C:AMatrize ts34 1/71400 1/28600 1/35700*

A�C	 A:GMatrize ts38 1/58800* 1/58800* 1/34500

G�C	 G:GMatrize ts35 1/76900* 1/34500 1/43500

Summe der Fehlerraten 1/4200 1/4900 1/5500

Über-Alles-Genauigkeit 1/5800 1/5100 1/5500

Die mit äquimolaren dNTP-Konzentrationen erhaltenen Über-Alles-Genauigkeiten der

hPol � waren in den drei Experimenten sehr ähnlich (Tab. 8) und ergaben eine relativ

gute Übereinstimmung mit den bei früheren Experimenten erzielten Werten (vgl. Abb.

28, Abb. 29). Die Summen der Fehlerraten stimmen mit den Über-Alles-Genauigkeiten

relativ gut überein. In den drei verschiedenen Experimenten tritt die G:TMatrize-
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Fehlpaarung am häufigsten auf, wohingegen die T:TMatrize-Fehlpaarung nur selten

vorkommt. Auf dem doppelsträngigen DNA-Substrat liegen die Fehlerraten von hPol �

und hPol � mit mTP53 für die einzelnen Fehlpaarungen in der gleichen Größenordnung

und unterscheiden sich nicht signifikant. Die 3’-5’-Exonuklease des TP53 führte

demnach nicht zur Entfernung spezifischer Fehlpaarungen.

4.10 Die Untersuchungen zur Fehlerkorrektur bei der Okazaki-Fragment-Pro-
zessierung

Zum Anderen fokussierte sich diese Arbeit auf die Möglichkeit einer 5‘-3‘-Fehler-

korrektur für die von Pol �-Prim bei der Initiation der Replikation verursachten

Fehlpaarungen. Die Entfernung der von Pol �-Prim gesetzten Primer im Verlauf der

Okazaki-Fragment-Prozessierung, eröffnet einen Weg zur Fehlerbeseitigung (Murante

et al., 1998; Bae et al., 2001) und nachfolgender Neusynthese der DNA mit der

hochgenauen Pol �, die eine Korrektur lesende Exonukleaseaktivität besitzt.

Kürzlich beschrieben Maga et al. (2001b) ein in vitro Modell zur Okazaki-Fragment-

Prozessierung, das auf einer gemeinsamen Aktion von bPol �, hPCNA, hRFC, hRPA

und hFEN1 beruht. Pol � ist in Ab- und Anwesenheit von PCNA in der Lage, bei der

DNA-Synthese auf einem minizirkulären Substrat aus 72 Nt ein auftretendes 5‘-Ende

eines RNA / DNA-Primers zu verdrängen. RPA bindet an den verdrängten Strang und

begrenzt seine Länge auf ca. 30 Nt, so dass ein gutes Substrat für die Schnittaktivität

der FEN1-Endonuklease entsteht. Auf diese Weise könnte der mit geringer Genauigkeit

von Pol �-Prim synthetisierte RNA / DNA-Primer durch eine von der Pol � hochgenau

replizierte DNA ersetzt werden, woraufhin der für Pol �-Prim vermutete ‘‘Proofreader‘‘

überflüssig würde.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob und in welchem Ausmaß

Fehlpaarungen bei einer in vitro rekonstituierten Okazaki-Fragment-Prozessierung auch

in Gegenwart von Ligase entfernt werden können. Als Substrat diente zirkuläre

�X174am16-ssDNA, die mit einer Länge von 5386 Nukleotiden im Gegensatz zu einem

minizirkulären DNA-Substrat keine Torsionsspannungen aufweist, die möglicherweise

zu einer vermehrten Ablösung der 5‘-Enden der darauf hybridisierten Primer führen

könnten. Auf die �X174am16-ssDNA wurden Primer, die eine G:TMatrize-Fehlpaarung im
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Amber-Codon provozieren, hybridisiert. Die Fehlpaarungen waren 14 Nt, 9 Nt, 6 Nt und

3 Nt vom 5‘-Ende des Primers entfernt. Die Replikationen wurden mit zur Über-

replikation (ÜR) befähigten Polymerasen in Gegenwart von hFEN1 und zusätzlich

T4-Ligase ausgeführt. In Abb. 34 ist eine schematische Darstellung der in vitro

Replikation und der dabei möglicherweise auftretenden DNA-Produkte wiedergegeben.

Abb. 34 : Schema der in vitro Re plikation zur Detektion der Fehlerkorrektur
bei der Rekonstitution der Okazaki-Fragment-Prozessierung.
Der Primer provoziert eine G:TMatrize-Fehlpaarung, die durch das Zusammenwirken von
Überreplikation, ‘‘flap‘‘-Prozessierung und anschließender Ligation entfernt werden kann.

Die bei der rekonstituierten Okazaki-Fragment-Prozessierung verwendeten Enzyme

können möglicherweise zu einer 5‘-3‘-Fehlerkorrektur führen (Abb. 34).

Die induzierten Fehler waren im �X174am16-Reversionssystem detektierbar. Mit der

replizierten �X174am16-DNA wurden Sphäroplasten transfiziert und aus dem

Verhältnis der Revertanten zur Gesamtzahl der Phagen wurde die Fehlerausbeute (FA)

ermittelt (vgl. 3.12). Diese Experimente wurden mit zwei zur Überreplikation befähigten

Polymerasen durchgeführt, der E. coli Klenow Pol und der humanen Pol �.
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4.10.1 Die in vitro Rekonstitution der Okazaki-Fragment-Prozessierung mit
Klenow Polymerase

Für Klenow Pol ist ‘‘strand displacement‘‘-Synthese (Überreplikation) beschrieben

worden, die durch das Einzelstrang-DNA bindende Protein (E. coli SSB) stimuliert wird

(Canceill et al., 1999). Es wurde untersucht, ob diese Eigenschaft ausreichend für die

Entfernung einer vorgegebenen Fehlpaarung ist. Außerdem sollte geklärt werden,

welche Auswirkungen die Anwesenheit von hFEN1 und / oder T4-Ligase haben

könnten. Die Gegenwart von hFEN1 könnte möglicherweise die 5‘-3‘-Exonuklease-

aktivität komplementieren, die der Klenow Pol im Vergleich zur Pol I fehlt. Diese

Vermutung liegt nahe, da FEN1 der Säugetiere homolog zur 5‘-3‘-Exonukleasedomäne

der E coli Pol I ist (Robins et al., 1994; Sun et al., 2002). Die 5‘-3‘-Exonuklease der Pol I

spielt eine Rolle in der Exzisionsreparatur bei der ‘‘nick translation‘‘ und der

Überreplikation. Außerdem entfernt sie RNA-Primer vom 5‘-Ende bei der Okazaki-

Fragment-Prozessierung (Kornberg & Baker, 1992).

4.10.1.1 Die in vitro Replikation mit Klenow Pol

Der Verlauf der in vitro Replikationen (vgl. Abb. 34) mit Klenow Pol auf �X174am16-

ssDNA / Primer-Substraten mit G:TMatrize-Fehlpaarungen im Abstand von 14, 6 und 3 Nt

vom 5‘-Ende des Primers wurden auf Agarosegelen analysiert und dokumentiert.

Stellvertretend sind in Abb. 35 die Reaktionen mit Primer 6 gezeigt, der eine

Fehlpaarung im Abstand von 6 Nt vom 5‘-Ende des Primers induziert.
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Abb. 35 : Die Replikation von �X174am16-ssDNA mit Klenow Polymerase in
Ab- und Anwesenheit von hFEN1 und T4-Ligase
Die Replikationsreaktionen von �X174am16-ssDNA mit Klenow Pol. Die von Primer 6
provozierte G:TMatrize-Fehlpaarung an Position 5276 im Amber-Codon war 6 Nt vom 5‘-Ende
des Primers entfernt. Teilproben der Reaktionen wurden nach 5, 15, 30, 60, 120, 180 min
und 12 h (üN) abgestoppt und analysiert. (A) Klenow Pol. (B) Klenow Pol und hFEN1. (C)
Klenow Pol, T4-Ligase. (D) Klenow Pol, T4-Ligase und hFEN1. Es wurden 1,2 x 10-12 mol
ssDNA, 1,25 U (62,5 ng) Klenow Pol, 50 ng hFEN1 und 400 U T4-Ligase in 100 µl
Reaktionsvolumen eingesetzt. Das Verhältnis von ssDNA zu hFEN1 betrug 1:1.
M1: Marker, �X174am16-ssDNA. M2: Marker, replikative Formen RFII (doppelsträngig,
zirkulär mit Einzelstrangbruch), RFIII (doppelsträngig, linear), RFIV (doppelsträngig,
geschlossen zirkulär) von �X174am16. M3: Marker, RFII, RFIII von �X174am16. Die Pro-
duktanalyse erfolgte auf einem 1-%igen Agarosegel mit 0,2 µg/ml EthBr in Gel und
Laufpuffer.

In Abb. 35A ist die Reaktion mit Klenow Pol dargestellt. Nach 30-60 min war die ssDNA

vollständig in die RFII (zirkuläre dsDNA mit ‘‘nick‘‘) überführt und im weiteren Verlauf

der Reaktion war eine einsetzende Überreplikation (ÜR) zu beobachten. Ein Teil der

DNA blieb aber als RFII erhalten. In der Reaktion mit Klenow Pol und hFEN1 (Abb.

35B) war die ssDNA ebenfalls nach 30-60 min vollständig in RFII überführt. Eine ÜR-

Reaktion war auf dem Gel nicht nachweisbar, da hFEN1 mit seiner 5‘-3‘-Endo-

nukleaseaktivität den, bei der ÜR entstandenen, verdrängten Einzelstrang (‘‘flap‘‘)
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entfernte, d.h. Klenow Pol und hFEN1 führten eine effektive ‘‘nick translation‘‘ aus. Die

Gegenwart von T4-Ligase (Abb. 35C) erlaubte nach 30-60 min die teilweise Ligation der

RFII (offen zirkulär) zur RFIV (geschlossen zirkulär). Ein Teil der RFII-DNA wurde

anschließend überrepliziert. In Anwesenheit von T4-Ligase und hFEN1 (Abb. 35D) war

die ssDNA nach 30 min vollständig in RFII und RFIV überführt. In Anwesenheit von

hFEN1 wurde die durch ÜR entstandene ‘‘flap‘‘-DNA geschnitten, so dass eine RFII-

Bande detektierbar blieb.

4.10.1.2 Die Fehlerausbeuten mit Klenow Pol
In einer Tabelle sind die ermittelten Fehlerausbeuten (Revertanten / Gesamtzahl

Plaques; vgl. 3.12) für die G:TMatrize-Fehlpaarung aus den verschiedenen Reaktionen

zusammengefasst. Um vergleichende Betrachtungen der erhaltenen Fehlerausbeuten

aus den verschiedenen Reaktionen zu erleichtern, sind im unteren Bereich der Tabelle

die Faktoren I-II aufgeführt, die das Ausmaß einer auftretenden Fehlerabnahme

angeben.

Veränderungen der Fehlerausbeute (FA), die abhängig vom zeitlichen Verlauf einer

Reaktion auftraten, wurden durch die Bildung des Quotienten aus FA nach ½ h / FA

nach üN, im folgenden Faktor I genannt, verdeutlicht. Ein Wert von 1 für den Faktor I

repräsentiert eine unveränderte Fehlerausbeute im Reaktionsverlauf, während Werte

höher als 1 eine Abnahme der Fehlerausbeute widerspiegeln. Um auch die Aus-

wirkungen des hFEN1 auf die Fehlerausbeute zu analysieren, wurden die Reaktionen

ohne hFEN1 mit den hFEN1-haltigen Reaktionen verglichen. Dazu wurde der Quotient

aus FA ohne hFEN1 nach ½ h / FA mit hFEN1 nach ½ h (Faktor II) gebildet. Auch hier

gilt, dass ein Faktor mit dem Wert 1 eine unveränderte Fehlerausbeute wiedergibt,

während Werte höher als 1 eine Abnahme der Fehlerhäufigkeit repräsentieren.

In Tab. 9 (A-D) sind die Fehlerausbeuten für die induzierten G:TMatrize-Fehlpaarungen

aus den verschiedenen Reaktionen mit Klenow Pol zusammengefasst, wobei z.B. die in

Tab. 9A (6 Nt) transfizierte DNA mit dem Agarosegel in Abb. 35A korrespondiert.
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Tab. 9 : Die Fehlerausbeuten mit Klenow Pol
Die Fehlerausbeuten (FA; Revertanten / Gesamtzahl Phagen) wurde für die G:TMatrize-Fehlpaarung
im Abstand von 14, 6 und 3 Nt vom 5‘-Ende des Primers bestimmt. Die Form und die Reak-
tionsdauer der im Transfektionsexperiment verwendeten DNA sind angegeben. Faktor I gibt den
Quotienten aus der FA ½ h / FA üN an. Faktor II ist der Quotient aus der FA ohne
hFEN / FA mit hFEN1 bei einer Reaktionsdauer von ½ h. (A) Klenow Pol. (B) Klenow Pol,
hFEN1.(C) Klenow Pol, T4-Ligase. (D) Klenow Pol, hFEN1, T4-Ligase. 
A Klenow Pol Abstand der G:TMatrize-Fehlpaarung vom

5‘-Ende des Primers
14 Nt 6 Nt 3 Nt

DNA Zeit [h] Fehlerausbeute (FA)
RF II ½ 0,48 0,14 0,14
RF II, z.T. ÜR 1 0,29 0,05 0,02
ÜR, RF II üN 0,07 0,02 0,02
FA ½ h / FA üN Faktor I 7 7 7

B Klenow Pol,
hFEN1

Abstand der G:TMatrize-Fehlpaarung vom
5‘-Ende des Primers

14 Nt 6 Nt 3 Nt
DNA Zeit [h] Fehlerausbeute (FA)
RF II ½ 0,45 0,15 0,03
RF II 1 0,25 0,04 0,002
RF II üN � 0,01 0,0004 0,0001
FA ½ h / FA üN Faktor I � 45 375 300
FA ½ h A / FA ½ h B Faktor II 1,1 0,9 4,7

C Klenow Pol,
T4-Ligase

Abstand der G:TMatrize-Fehlpaarung vom
5‘-Ende des Primers

14 Nt 6 Nt 3 Nt
DNA Zeit [h] Fehlerausbeute (FA)
RF II, RF IV ½ 0,39 0,22 0,25
RF IV, RF II, ÜR 1 0,35 0,20 0,26
RF IV, ÜR üN 0,26 0,21 0,31
FA ½ h / FA üN Faktor I 1,5 1 0,8

D Klenow Pol,
T4-Ligase,

Abstand der G:TMatrize-Fehlpaarung vom
5‘-Ende des Primers

hFEN1 14 Nt 6 Nt 3 Nt
DNA Zeit [h] Fehlerausbeute (FA)
RF IV, RF II ½ 0,45 0,19 0,045
RF IV, RF II 1 0,67 0,16 0,065
RF IV, RF II üN 0,54 0,19 0,057
FA ½ h / FA üN: Faktor I 0,8 1 0,8
FA ½ h C / FA ½ h D Faktor II 0,9 1,2 5,6

Die mit Klenow Pol erhaltenen Werte erlaubten eine zeitabhängige Analyse der Fehler-

ausbeuten, die mit vollständig aufgefüllter DNA (RFII) und mit davon abgeleiteten DNA-

Formen erzielt wurden.
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In den Reaktionen mit Klenow Pol allein verringerten sich mit einsetzender ÜR die

Fehlerausbeuten um das siebenfache (Faktor I, Tab. 9A). Dies war unabhängig vom

Abstand des Fehlers vom 5‘-Ende des Primers. Die Fähigkeit zur ÜR war also

ausreichend für die Verdrängung einer vorgegebenen Fehlpaarung. 

In Anwesenheit von hFEN1 reduzierten sich die Fehlerausbeuten zeitabhängig im

Verlauf der Experimente dramatisch (45-375-fach, Faktor I, Tab. 9B). Diese im

Vergleich zur Klenow Pol allein signifikant erniedrigten Fehlerausbeuten ließen auf eine

Stimulation der Initiation der ÜR von Klenow Pol durch hFEN1 schließen. Klenow Pol

und hFEN1 interagierten funktionell in einer effektiven ‘‘nick translation‘‘.

Bei den Replikationsreaktionen von Klenow Pol in Anwesenheit von T4-Ligase

veränderten sich die Fehlerausbeuten in Abhängigkeit von der Reaktionszeit nicht oder

nur geringfügig (1,5-fach, Faktor I, Tab. 9C). Die vollständig replizierte DNA (RFII)

wurde von der T4-Ligase in die geschlossene RFIV überführt und somit wurde eine ÜR

weitgehend unterbunden.

Bei den Reaktionen in Anwesenheit von T4-Ligase und hFEN1 verhinderte ebenfalls die

Ligation der aufgefüllten DNA das Einsetzen einer ‘‘nick translation‘‘ und damit eine

zeitabhängige Reduktion der Fehlerausbeuten (Faktor I, Tab. 9D). 

Zusätzlich zu dem bisher analysierten zeitabhängigen Einfluss der Enzyme auf die

Fehlerausbeute, wurde auch eine vergleichende Betrachtung in Abhängigkeit von der

Position der vorgegebenen Fehlpaarung angestrebt. Nach abgeschlossener Auffüll-

reaktion der DNA (RFII, nach halbstündiger Reaktionszeit) waren für die Fehlpaarungen

an Position 6 (für alle Reaktionen) und an Position 3 (für die Reaktionen ohne hFEN1)

etwa zwei- bis dreifach niedrigere Fehlerausbeuten als an Position 14 messbar. Da

diese Beobachtung auf alle Experimente (Tab. 9A-D) zutraf, handelte es sich um ein

Phänomen, das abhängig von der Position der G:TMatrize-Fehlpaarung im Primer war.

Vermutlich führte eine nahe am 5‘-Ende des Primers befindliche G:TMatrize-Fehlpaarung

zu einer Destabilisierung der DNA-Duplex, so dass ein Ablösen des Primerendes ein-

schließlich der Fehlpaarung gefördert wurde. Dies führte möglicherweise schon in vitro

zu einer DNA-Synthese bis einschließlich zur Fehlpaarung. Auch ist denkbar, dass in

der transfizierten E. coli Zelle die destabilisierten 5‘-Enden einen Angriffspunkt für

zelleigene 5‘-Nukleasen bildeten.
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Für die Fehlpaarung an Position 3 ist allerdings ein Einfluss von hFEN1 auf die Fehler-

ausbeute hervorzuheben. Ein Vergleich der hFEN1-haltigen Reaktion mit der dazuge-

hörigen hFEN1-freien Reaktion ergab für die Reaktion ohne T4-Ligase eine 4,7-fache

(Faktor II, Tab. 9B) und für die Reaktionen mit T4-Ligase eine 5,6-fache (Faktor II, Tab.

9D) Erniedrigung der Fehlerausbeute in Anwesenheit von hFEN1. Es ist noch anzu-

merken, dass die Fehlerausbeute in Abwesenheit von T4-Ligase, bedingt durch eine

fortwährend ablaufende ‘‘nick translation‘‘, weiter absank. In Anwesenheit von T4-

Ligase wurde der Einzelstrangbruch hingegen geschlossen.

4.10.2 Die in vitro Rekonstitution der eukaryotischen Okazaki-Fragment-Pro-

zessierung mit Pol �-Holoenzym

Für Pol �-Holoenzym (Pol �, RFC, PCNA) aus Kalbsthymus ist eine begrenzte Über-

replikationsaktivität auf einer M13-DNA Matrize mit Lücke beschrieben worden (Podust

et al., 1995). Kürzlich konnte beobachtet werden, dass es sich dabei um eine

intrinsische Fähigkeit von bPol � handelt, da diese auch in Abwesenheit von auxiliaren

Faktoren auftrat (Maga et al., 2001b). Für Pol � aus S. cerevisiae wurde hingegen eine

Abhängigkeit der Überreplikation von den Faktoren RFC und PCNA nachgewiesen

(Ayyagari et al., 2003).

4.10.2.1 Die in vitro Replikation mit Pol �-Holoenzym

Die in vitro Replikationen der ssDNA mit hPol �-Holoenzym in Anwesenheit von hRPA

und T4-Ligase wurden auf Agarosegelen analysiert. Die vorgegebenen Fehler waren

14, 9, 6 und 3 Nt vom 5‘-Ende des Primers entfernt. In Abb. 36 sind die Reaktionen mit

Primer 7, der die G:TMatrize-Fehlpaarung im Abstand von 3 Nt vom 5‘-Ende induziert,

dargestellt worden.
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Abb. 36 : Die Replikation von �X174am16-ssDNA mit hPol �-Holoenzym in
Ab- und Anwesenheit von hFEN1
Die Replikationen von �X174am16-ssDNA mit hPol �-Holoenzym (hPol �, hRFC, hPCNA) in
Anwesenheit von hRPA. Die von Primer 7 provozierte G:TMatrize-Fehlpaarung an Position
5276 im Amber-Codon war 3 Nt vom 5‘-Ende des Primers entfernt. Teilproben der
Reaktionen wurden nach 10, 30, 180, 300  min und üN abgestoppt und analysiert.
(A) hPol �-HE und T4-Ligase (B) hPol �-HE
� T4-Ligase und hFEN1. Es wurden
4,7 x 10-13 mol ssDNA, 60 ng hPol �, 30 ng RFC, 120 ng PCNA, 1,8 µg RPA, 20 ng hFEN1
und 100 U T4-Ligase in 40 µl Reaktionsvolumen eingesetzt. Das Verhältnis von ssDNA zu
hFEN1 betrug 1:1 und von ssDNA zu Pol � 1:½. M1: Marker �X174am16-ssDNA; M2:
Marker, replikative Formen RFII, RFIII, RFIV von �X174am16. Die Produktanalyse erfolgte
auf einem 1-%igen Agarosegel mit 0,2 µg/ml EthBr in Gel und Laufpuffer.

Für hPol �-HE war in Anwesenheit von hRPA und T4-Ligase eine schwache Bande der

geschlossenen zirkulären RFIV detektierbar (Abb. 36A). Dabei handelte es sich um den

Anteil der DNA-Moleküle auf denen hPol �-HE keine oder eine auf den Agarosegelen

nicht detektierbare ‘‘strand displacement‘‘-Synthese durchführte. Der größere Anteil der

DNA lag als RFII und überreplizierte Form vor und deutete damit auf eine geringe

Effektivität der Ligationsreaktion mit der T4-Ligase hin. Im Gegensatz dazu war in

Anwesenheit von hFEN1 und T4-Ligase eine höhere Ligationsrate der DNA zu

beobachten (Abb. 36B). Hier trat nur noch eine sehr schwache ÜR auf und RFII war

kaum zu detektieren.
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4.10.2.2 Die Fehlerausbeute mit Pol �-Holoenzym

Die mit hPol �-Holoenzym in Anwesenheit von hRPA für die vorgegebene G:TMatrize-

Fehlpaarung erhaltenen Fehlerausbeuten sind in Tab. 10 angegeben.

Tab. 10 : Die Fehlerausbeuten mit hPol �-Holoenzym
Die Fehlerausbeuten (FA; Revertanten / Gesamtzahl Phagen) wurden für die G:TMatrize-Fehl-
paarung im Abstand von 14, 9, 6 und 3 Nt vom 5‘-Ende des Primers bestimmt. Die Form und die
Reaktionsdauer der im Transfektionsexperiment verwendeten DNA sind angegeben. Faktor I gibt
den Quotienten aus der FA 1/6 h / FA 3 h an. Faktor II ist der Quotient aus der FA ohne
hFEN / FA mit hFEN1 bei einer Reaktionsdauer von 1/6 h. (A) hPol �-Holoenzym, T4-Ligase. (B)
hPol �-Holoenzym, hFEN1, T4-Ligase. 
A hPol � Holoenzym,

T4-Ligase
Abstand der G:TMatrize-Fehlpaarung vom

5‘-Ende des Primers
14 Nt 9 Nt 6 Nt 3 Nt

DNA Zeit [h] Fehlerausbeute (FA)
ÜR 1/6 0,05 0,05 0,01 0,007
RF II, ÜR 1/2 0,09 0,05 0,02 0,008
RF II, III, IV, ÜR 3 0,11 0,1 0,03 0,007
FA 1/6 h / FA 3 h Faktor I 0,45 0,5 0,3 1

B hPol � Holoenzym,
T4-Ligase

Abstand der G:TMatrize-Fehlpaarung vom
5‘-Ende des Primers

hFEN1 14 Nt 9 Nt 6 Nt 3 Nt
DNA Zeit [h] Fehlerausbeute (FA)
anrepliziert, ÜR 1/6 0,03 0,04 0,007 0,007
RF 1/2 0,05 0,03 0,01 0,004
RF II, III, IV, (ÜR) 3 0,05 0,04 0,01 0,003
FA 1/6 h / FA 3 h Faktor I 0,6 1 0,7 2,3

FA 1/6 h A / FA 1/6 h B Faktor II 1,6 1,3 1,4 1

Für Pol �-HE waren, unabhängig vom Abstand des Fehlers vom 5‘-Ende, in Anwesen-

heit von T4-Ligase nur sehr geringe Fehlerausbeuten nachweisbar (Tab. 10A). Die

Entfernung der Fehler war auf eine ausgeprägte ÜR zurückzuführen. Außerdem legte

die niedrige Fehlerrate die Vermutung nahe, dass auch die auf den Agarosegelen als

RFII detektierte DNA zumindest einen kurzen durch ÜR entstandenen ‘‘flap‘‘ aufwies.

Dieser war ausreichend für eine Verdrängung des Fehlers, führte aber auf einem 1%-

Agarosegel zu keinem veränderten Laufverhalten der DNA. In Anwesenheit von hFEN1

und T4-Ligase wurden ähnlich niedrige Fehlerausbeuten beobachtet (Tab. 10B). Dies

ließ darauf schließen, dass auch die RFIV erst nach ÜR durch hPol �-HE und

Prozessierung durch hFEN und anschließende Verknüpfung durch T4-Ligase

entstanden war. hPol �-HE und hFEN1 waren zu sehr effektiver ‘‘nick translation‘‘ fähig,
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die Fehler nachweislich bis zu einer Distanz von 14 Nt vom 5‘-Ende des Primers

entfernte, bevor in Gegenwart von T4-Ligase der ‘‘nick‘‘ geschlossen werden konnte. 

Um einen direkten Vergleich des Ausmaßes einer 5‘-3‘-Fehlerkorrektur in Anwesenheit

von T4-Ligase zwischen den zwei untersuchten Polymerasen zu ermöglichen, wurden

in Abb. 37 die Fehlerausbeuten in [%] angegeben. Als Bezugsgröße für die ermittelten

Werte diente die detektierbare maximale phänotypische Ausprägung einer mit

Korrekturprimer 1 induzierten G:TMatrize-Fehlpaarung (an Position 14) in Experimenten

mit der jeweiligen Polymerase in Anwesenheit von T4-Ligase. Die Reaktionsbe-

dingungen und -zeiten waren so gewählt, dass eine Überreplikation weitgehend ver-

mieden wurde. Die Mittelwerte der so in jeweils 5-6 Experimenten ermittelten Fehler-

ausbeuten betrugen für Klenow Pol FA=0,5 (�0,08) und hPol �-HE FA=0,32 (�0,06) und

stellten somit die in diesem System maximal detektierbare Anzahl der Fehler dar. Diese

maximal detektierbare Zahl der Fehler wurde gleich 100 % gesetzt. Die Zahlen der

tatsächlich detektierten Fehler aus den Experimenten zur 5‘-Fehlerkorrektur (Tab. 9,

Tab. 10) wurden entsprechend dazu ins Verhältnis gesetzt und in [%] angeben (Abb.

37).

Abb. 37 : Der Ausbau der G:TMatr ize-Fehlpaarung 
Der Ausbau der G:TMatrize-Fehlpaarung ausgehend vom 5‘-Ende des Primers wurde für (A)
Klenow Pol und (B) hPol �-HE in Anwesenheit von T4-Ligase und mit und ohne hFEN1
grafisch dargestellt. Die G:TMatrize-Fehlpaarung war 14, 6 oder 3 Nt vom 5‘-Ende des Primers
entfernt. Die maximal messbare phänotypische Ausprägung einer Fehlpaarung ist gleich
100 % gesetzt worden. Die tatsächlich detektierbaren Fehler sind entsprechend dazu ins
Verhältnis gesetzt worden und in [%] angeben. Die Reaktionen waren zum Zeitpunkt der
Datenerhebung abgeschlossen, für Klenow Pol nach ½ h und für hPol �-HE nach 1/6 h.

Die schematische Darstellung der detektierbaren Fehler in Anwesenheit von T4-Ligase

ermöglichte den direkten Vergleich zwischen den verschiedenen Polymerasen (Abb.
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37). Hierbei wurde deutlich, dass mit Klenow Pol in Anwesenheit von T4-Ligase weder

‘‘strand displacement‘‘-Synthese noch ‘‘nick translation‘‘ effektiv stattgefunden haben,

so dass noch 38-90 % der vorgegebenen Fehler detektierbar waren (Abb. 37A).

Lediglich für Fehlpaarungen an Position 3 war mit hFEN1 eine Abnahme des Fehler auf

9 % feststellbar. Wohingegen mit hPol �-HE an Position 14 nur noch 16 % (ohne

hFEN1) und 9 % (mit hFEN1) der vorgegebenen Fehler detektierbar waren (Abb. 37B).

Bei den näher am 5‘-Ende befindlichen Fehlern waren es sogar nur 2-3 %. Eine

effektive Überreplikation bzw. ‘‘nick translation‘‘ der DNA in Anwesenheit von T4-Ligase

verursachte eine signifikant erniedrigte Fehlerhäufigkeit. 
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5. Diskussion
Im Mittelpunkt dieser Arbeit standen funktionelle Analysen von Mechanismen, die der

Aufrechterhaltung der genomischen Integrität bei der eukaryotischen DNA-Replikation,

Reparatur und Okazaki-Fragment-Prozessierung dienen. Zum einen wurde auf die

Möglichkeit eines intermolekularen 3‘-5‘-Korrekturlesens für DNA-Polymerasen ohne

intrinsischen ‘‘Proofreader‘‘ durch autonome 3‘-5‘-Exonukleasen fokussiert. Es wurden

mit dem Tumorsuppressorprotein P53 (TP53), dem Werner Protein (WRN) und der

Apurinischen / Apyrimidinischen Endonuklease 1 (APE1) autonome 3‘-5‘-Exonukleasen

ausgewählt, die durch vielfältige Interaktionen mit DNA-Polymerasen und / oder

akzessorischen Proteinen der Replikation und Reparatur Hinweise auf eine Beteiligung

an diesen Vorgängen lieferten.

Zum anderen war ein Schwerpunkt dieser Arbeit die Analyse eines möglichen

5‘-3‘-Korrekturlesens im Rahmen einer funktionellen Interaktion von humaner Poly-

merase � (Pol �� und humaner Flap-Endonuklease 1 (FEN1) in einer rekonstituierten

Okazaki-Fragment-Prozessierung. Hiermit sollte die Fragestellung, wie viele Nukleotide

eines Primers bei der Okazaki-Fragment-Prozessierung entfernt werden können, näher

betrachtet werden. Diese Experimente sollten Hinweise darauf liefern, ob das

5‘-3‘-Korrekturlesen ausreichen würde, die von der ungenauen Polymerase �-Primase

(Pol �-Prim) bei der Primersynthese verursachten Fehler zu entfernen.

5.1 Das �X174am16-Reversionssystem

5.1.1 Die Genauigkeitsmessungen mit verschiedenen Polymerasen
Vergleichend wurde eine Auswahl von Polymerasen mit und ohne intrinsische

Korrekturfunktion im �X174am16-Reversionssystem untersucht, um sicherzustellen,

dass dies eine geeignete Methode zur Detektion von replikativen Fehlern bzw.

‘‘Proofreading‘‘ ist. 

Die Polymerase des T4-Bakteriophagen repliziert DNA mit hoher Genauigkeit und

besitzt eine starke 3‘-5‘-Exonukleaseaktivität, die 200-fach aktiver als die Korrekturexo-

nuklease der E. coli Pol I ist (Kornberg & Baker, 1992). Mit dem �X174am16-

Reversionssystem konnte die erwartete hochgenaue DNA-Synthese der T4-Pol

bestätigt werden (Abb. 19). Für die T7-Pol sind eine Polymerase- und starke

intrinsische 3‘-5‘-Exonukleaseaktivität (Hori et al., 1979; Nordstrom et al., 1981; Engler

et al., 1983) beschrieben worden, wohingegen das gentechnisch hergestellte Derivat
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der T7-Pol, die Sequenase Version 2.0, exonukleasefrei ist (Tabor & Richardson, 1989).

Wie erwartet replizierte die T7-Pol mit Korrekturexonuklease die DNA mit höherer

Genauigkeit als die Exonuklease-defiziente Sequenase Version 2.0 (Abb. 19). Diese

Tendenz wurde auch von Kunkel et al. (1994) für Wildtyp-T7-Pol und eine Exonuklease-

defiziente T7-Pol beschrieben. Die Klenow Pol enthält als großes Fragment der E. coli

Pol I eine Polymerase- und 3‘-5‘-Exonukleaseaktivität (Kornberg & Baker, 1992). Bei

der Klenow exo- Pol unterbindet eine Mutation in der Exonukleasedomäne die 3‘-5‘-Exo-

nukleaseaktivität (Derbyshire et al., 1988). Im Vergleich zur Klenow Pol mit Korrektur-

exonuklease replizierte die Klenow exo- Pol die DNA mit einer höheren Fehlerhäufigkeit

(Abb. 19). Dieses Ergebnis steht im Einklang mit der von Bebenek et al. (1990) für

Exonuklease-defiziente Mutanten im Vergleich zur Klenow Pol beschriebenen ver-

mehrten Häufigkeit von Basensubstitutionen.

Die Reversen Transkriptasen, HIV-RT und AMV-RT, besitzen keine 3‘-5‘-Korrekturexo-

nuklease. Die Über-Alles-Genauigkeit von in E. coli exprimierter rekombinanter HIV-RT,

wurde mit 1/9700 bestimmt (Abb. 19). Diese Genauigkeit bestätigte die von Weber &

Große (1989) im gleichen System erhaltenen Werte von 1/5000-1/7000. Auch für die

AMV-RT wurde eine relativ hohe Ungenauigkeit von 1/5000 bestimmt (Abb. 19). Dieser

Wert stimmte gut mit der von Preston et al. (1988) im �X174am3-System bestimmten

Genauigkeit der AMV-RT von 1/9000 überein. 

Die für Exonuklease-defiziente Polymerasen und Reverse Transkriptasen erzielten

Resultate stehen im Einklang mit der Aussage von Loeb & Kunkel (1982), dass eine

Replikationsgenauigkeit von ca. 1/10000 charakteristisch für Polymerasen ist, denen

eine ‘‘Proofreading‘‘-Funktion fehlt. Die höhere Genauigkeit von Polymerasen mit

Korrekturfunktion im Vergleich zu den Exonuklease-defizienten Polymerasen belegte,

dass das �X174am16-Reversionssystem zur Detektion von intramolekularem und inter-

molekularem ‘‘Proofreading‘‘, ausgeführt durch das gleiche Enzym (vgl. Abb. 1A, 1B),

verwendbar war. Eine Unterscheidung zwischen diesen beiden Wegen des

Korrekturlesens kann das System jedoch nicht leisten.

5.1.2 Die Genauigkeitserhöhung durch intermolekulare Korrekturleser

Außerdem konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass das �X174am16-

Reversionssystem auch zum Nachweis von intermolekularem Korrekturlesen durch eine

autonome 3‘-5‘-Exonuklease geeignet ist (vgl. Abb. 1C), wie die 2-3-fache
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Genauigkeitserhöhung von Pol �-Prim durch E. coli Exo III belegt (Abb. 21). Bereits

Perrino & Loeb (1989) wiesen mit der exonukleolytisch aktiven �-Untereinheit der E. coli

Pol III eine Genauigkeitserhöhung für bPol �-Prim nach.

Das Modell vom intermolekularem Korrekturlesen (vgl. Abb. 1C) legt die Interaktion von

autonomen 3‘-5‘-Exonukleasen mit DNA-Polymerasen und / oder weiteren an

Replikation und Reparatur beteiligten Proteinen nahe. Das Tumorsuppressorprotein

P53, das Werner Protein und die Apurinische / Apyrimidinische Endonuklease 1 erfüllen

mit ihrer 3‘-5‘-Exonukleaseaktivität und den vielfältigen Wechselwirkungen mit

Polymerasen und / oder akzessorischen Proteinen der Replikation und Reparatur somit

die Anforderungen, die an einen externen ‘‘Proofreader‘‘ gestellt werden (vgl. 1.5).

5.2 Die Replikationsgenauigkeit von Pol �-Prim

Pol �-Prim ist essenziell für die Initiation der Replikation und initiiert die DNA-Synthese

de novo. Sie ist nicht kovalent mit einer 3‘-5‘-Exonuklease assoziiert (Roberts & Kunkel,

1996), die zu einer Erhöhung der Genauigkeit beitragen könnte.

Die hier unter verschiedenen Bedingungen gemessene relativ niedrige Über-Alles-

Genauigkeit der Pol �-Prim von 1/8000-1/13400 (Abb. 20) steht im Einklang mit der von

Grosse et al. (1983) im gleichen System bestimmten Replikationsgenauigkeit. Auch für

Pol �-Prim Präparationen verschiedener Herkunft wurden für Basensubstitutionen im

Vorwärts-Mutationssystem auf M13-DNA Genauigkeiten in der gleichen Größenordnung

ermittelt (Kunkel & Alexander 1986; Roberts & Kunkel, 1988; Kunkel et al., 1989).

5.2.1 TP53 – ein Korrekturleser für Pol �-Prim?

Fehlpaarungen werden von Pol �-Prim nur sehr ineffizient verlängert, was zu einer

partiellen Blockierung der DNA-Replikation führt (Perrino & Loeb, 1989; Mendelman et

al., 1990; Reckmann et al., 1983). Außerdem ist sie wenig prozessiv, d.h. sie dissoziiert

bereits nach dem Einbau von 6-20 Nukleotiden von der Matrize (Grossberger & Clough,

1981; Mikhailov & Androsova, 1984; Hohn & Grosse, 1987). Diese beiden

Eigenschaften begünstigen im naszierenden DNA-Strang ein von externen

3‘-5‘-Exonukleasen ausgeführtes ‘‘Proofreading‘‘ für Polymerase induzierte Fehler.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Replikationsgenauigkeit auf natürlicher ssDNA

untersucht. Die Bedingungen waren so gewählt, dass sie die Fehlerhäufigkeit der
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Polymerase nicht erhöhten. In den funktionellen Genauigkeitsstudien war kein Einfluss

von TP53 auf die Genauigkeit der Pol �-Prim nachweisbar (Abb. 22, 25). Ebenso

verhielt es sich auf dem mit einer Lücke versehenen dsDNA-Substrat (Abb. 24, 26). Im

Gegensatz hierzu beobachtete Huang (1998) einen Ausbau von Fehlpaarungen durch

TP53 auf kurzen Oligonukleotid-Substraten unter Bedingungen, welche die Bildung von

Fehlpaarungen durch Pol �-Prim provozierten. Eine Erklärung für diesen scheinbaren

Widerspruch könnte folgende Überlegung sein: Möglicherweise wirkt sich die

Anwesenheit von TP53 erst bei stark erhöhter Fehlerhäufigkeit der synthetisierenden

Polymerase positiv auf die Genauigkeit aus. Es ist denkbar, dass erst eine gesteigerte

Häufigkeit der Dissoziationsereignisse, bei denen sich die Polymerasemoleküle vom

Substrat ablösen, der Exonuklease einen Angriffspunkt bietet.

Die Exonukleaseaktivität von TP53 wurde auch auf eine Funktion bei der Entfernung

von in der Tumorbehandlung eingesetzten therapeutischen Nukleosidanaloga unter-

sucht. Neue Forschungsergebnisse belegen, dass TP53 beim exonukleolytischen

Ausbau von in der DNA befindlichen zytotoxischen Nukleosidanaloga nur eine

untergeordnete Rolle zu spielen scheint. TP53 bindet an die geschädigte DNA und löst

dann vermutlich Zellzyklusarrest oder Apoptose aus (Feng et al., 2000; Achanta et al.,

2001; Zhou et al., 2002).

Die vorgestellten Experimente wurden unter Bedingungen ausgeführt, welche die

Fähigkeit der Polymerase, Fehler zu induzieren, nicht zusätzlich stimulierte. Unter

diesen Bedingungen wäre möglicherweise eine physikalische Interaktion von TP53 und

Pol �-Prim in einem Komplex für eine funktionelle Zusammenarbeit beider Proteine

während des Replikationsvorgangs erforderlich. Unter dieser Vorgabe wird die fehlende

funktionelle Interaktion der beiden Proteine (Abb. 22, 24, 25) von dem Befund

unterstützt, dass sich mit rekombinanten Proteinen als auch mit Proteinen aus Zellen

und Geweben kein Protein-Protein-Komplex von TP53 und Pol �-Prim mittels

Dichtegradientenzentrifugation und affinitätschromatografischen Methoden nachweisen

ließ (Hartmann, 2001). Im Gegensatz dazu reinigten Melle & Nasheuer (2002) einen

Komplex aus TP53 und Pol �-Prim mittels eines immunaffinitätschromatografischen

Verfahrens. Bisher konnte nur gezeigt werden, dass dieser Komplex in vitro die

Fähigkeit besaß, vorgegebene Fehlpaarungen zu entfernen und die neu gebildeten
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3‘-Enden, wenn auch ineffizient, zu verlängern. Die Autoren geben zu bedenken, dass

dieser Vorgang wahrscheinlich zu langsam ist, um als ‘‘Proofreading‘‘ von Nutzen zu

sein. Dornreiter (nicht publizierte Beobachtung) fand, dass in vivo ein spezifischer

Komplex von TP53 und einer immunologischen Subklasse von Pol �-Prim detektiert

werden kann (Albrechtsen et al., 1999). Es gibt auch Hinweise auf eine Funktion von

TP53 bei der Initiation der Replikation. So zeigten Vaziri et al. (2003), dass TP53

während der S-Phase die mehrfache Initiation der Replikation an einem Replikations-

ursprung unterbindet. Die hier für TP53 vorgestellten Ergebnisse, sowie die teilweise

widersprüchlichen Beobachtungen anderer Autoren deuten weniger auf eine Rolle von

TP53 als Korrekturleser für Pol �-Prim hin, sondern legen vielmehr eine andersartige,

vielleicht regulatorische, Rolle von TP53 bei der DNA-Replikation nahe.

Für eine funktionelle Interaktion von TP53 und Pol �-Prim ist möglicherweise die

Anwesenheit weiterer Faktoren von Bedeutung. Vorstellbar ist, dass diese Faktoren die

3‘-5‘-Exonukleaseaktivität von TP53 stimulieren. Die Assoziation von TP53 mit einem

anderen Protein bedingt vielleicht eine Konformationsänderung im TP53, die auch die

Exonukleaseaktivität beeinflusst. Für die WRN-3‘-5‘-Exonuklease ist beispielsweise eine

Stimulation der Aktivität durch das DNA-Reparaturprotein Ku-Heterodimer beschrieben

worden, mit dem es auch physikalisch interagiert (Orren et al., 2001). Möglicherweise

steigern akzessorische Proteine des Replikationskomplexes in vivo die Präferenz der

3‘-5‘-Korrekturexonukleasen für fehlgepaarte DNA. So ist beispielsweise für Pol � in

Gegenwart vom Einzelstrang-Bindeprotein eine erhöhte Präferenz für Fehlpaarungen

nachgewiesen worden (Gray & Wong, 1992). Auch wäre ein zusätzlicher Faktor

denkbar, der die Exonukleaseaktivität von TP53 mit der Pol �-Prim verbindet und so

deren Kooperation ermöglicht. Aus diesem Grund war es von Interesse, die Rolle des

Einzelstrang-Bindeproteins RPA näher zu untersuchen, da es sowohl mit TP53 (Dutta

et al., 1993; He et al., 1993; Li & Botchan, 1993) als auch mit Pol �-Prim (Dornreiter et

al., 1992; Nasheuer et al., 1992) interagiert.

Das zusätzlich zum TP53 vorhandene RPA übte in den durchgeführten Experimenten

keinen Einfluss auf die Genauigkeit der Pol �-Prim aus (Abb. 23, 25). Diese

Beobachtung wird dadurch unterstützt, dass für RPA keine Hinweise auf einen

spezifischen Einfluss auf die TP53-Exonukleaseaktivität gefunden wurden (Hartmann,

2001). Bei den hier auf langen ssDNA-Matrizen durchgeführten Genauigkeitsstudien
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konnte sich anscheinend keine physikalische Interaktion zwischen RPA und TP53

ausbilden, da die Komplexbildung von RPA-TP53 durch ssDNA unterbunden wird

(Miller et al., 1997). An ssDNA gebundenes RPA tritt nicht mit TP53 in Wechselwirkung.

Dies kann darauf zurückzuführen sein, dass die p70-Untereinheit von RPA für die

Wechselwirkungen mit TP53 und ssDNA verantwortlich ist und eine Präferenz für

ssDNA besitzt (Miller et al., 1997). Auch eine von DNA-Schäden induzierte Hyper-

phosphorylierung von RPA verhindert eine Komplexbildung mit TP53 (Abramova et al.,

1997). In einer in vitro Studie zeigten Miller et al. (1997), dass eine Assoziation mit RPA

das spezifische Binden von TP53 an DNA verhindert. Diese Daten werden daher von

mehreren Autoren dahingehend interpretiert, dass die TP53-RPA-Wechselwirkung bei

der Regulation von Replikations- und Reparaturprozessen eine Rolle spielt (Abramova

et al., 1997; Tchang & Mechali, 1999). Allerdings hat sowohl in Wildtyp- als auch in

Krebszellen von Ovarien die Interaktion von TP53 mit RPA keinen Einfluss auf die

frühen Schritte der DNA-Reparatur, so dass Riva et al. (2001) eine Beteiligung an den

späteren Ereignissen der Reparatur vorschlagen.

In den hier durchgeführten Experimenten agierte TP53 nicht als Korrekturleser für

nukleäre Pol �-Prim. Diese Beobachtung wird von dem Befund unterstützt, dass in nicht

gestressten Zellen nukleäres TP53 im Gegensatz zu cytoplasmatischem TP53 eine

schwache Exonukleaseaktivität besitzt (Lilling et al. 2003). Die Autoren vermuten, dass

die Funktion der cytoplasmatischen TP53-Exonukleaseaktivität bei der Prozessierung

eukaryotischer RNA zu suchen sein könnte. Ausgehend von der Beobachtung, dass die

TP53-Exonukleaseaktivität durch exogene Reize stimuliert werden kann (Huang, 1998),

stellen Lilling et al. (2003) folgende Hypothesen auf: (1) Die TP53-Exonukleaseaktvität

erkennt pathogene ssDNA im Cytoplasma und baut sie ab. (2) Die TP53-Exonuklease-

aktvität dient als ‘‘Proofreader‘‘ für virale Reverse Transkriptasen, die keine intrinsische

Korrekturexonuklease besitzen. Die Autoren gründen ihre Spekulation zum einen auf

die Beobachtung, dass rekombinantes TP53 die Genauigkeit von HIV-RT erhöht

(Bakhanashvili, 2001b), zum anderen darauf, dass eine HIV-Infektion die intrazelluläre

TP53-Menge erhöht (Genini et al., 2001). Da TP53 nach neuesten Erkenntnissen im

Cytoplasma nicht gestresster Zellen mit Parc direkt interagiert und einen Komplex bildet

(Nikolaev et al., 2003), bedarf die Hypothese vom cytoplasmatischen 3‘-5‘-Korrektur-

lesen noch eingehender experimenteller Überprüfung.
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Modifikationen von TP53, wie die Phosphorylierung oder Acetylierung (Ko & Prives,

1996; Prives & Manley, 2001), könnten ebenfalls einen Einfluss auf die Fähigkeit zu

einer physikalischen oder funktionellen Interaktion haben. In diesem Zusammenhang

wäre es auch von Interesse, die Auswirkungen post-translationaler Modifikationen von

TP53 auf seine Fähigkeit zu untersuchen, als Exonuklease zu dienen.

Aus der Fülle verschiedenartiger DNA-Schäden werden im �X174am16-System nur die

Basensubstitutionen detektiert. In den hier gezeigten Experimenten hat TP53 keinen

Einfluss auf die von Pol �-Prim verursachten Basensubstitutionen. Neben den Basen-

substitutionen haben Pol �-Prim und Pol � allerdings auch die Tendenz, mittels

Deletionen oder Insertionen den Leserahmen zu verändern (Kunkel, 1986). Janus et al.

(1999) spekulieren, dass TP53 durch Deletionen oder Insertionen hervorgerufene

dsDNA-Schäden exonukleolytisch entfernen könnte, da es an solche Schäden bindet

(Lee et al., 1995).

Möglicherweise ist die TP53-Exonkuleaseaktivität für die Rekombination von

Bedeutung. Humanes RAD51 ist an Rekombinationsereignissen beteiligt. Es geht eine

Wechselwirkung mit TP53 ein (Buchhop et al., 1997) und stimuliert den von TP53

ausgeführten exonukleolytischen Abbau von DNA-Intermediaten (Süße et al., 2000).

Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass keine Hinweise auf eine Korrekturlese-

Funktion der TP53-Exonuklease für Pol �-Prim induzierte Fehler gewonnen wurden.

Dies gilt für Reaktionsbedingungen, welche die Fehlerhäufigkeit von Pol �-Prim nicht

erhöhten.

5.2.2 WRN – ein Korrekturleser für Pol �-Prim?

Im Hinblick auf eine korrekturlesende Funktion für Pol �-Prim wurde auch noch eine

weitere humane 3‘-5‘-Exonuklease, das Werner Protein, untersucht. WRN besitzt in der

Exonukleasedomäne drei konservierte Motive, die eine Sequenzhomologie zu den

‘‘Proofreading‘‘-Exonukleasedomänen von E. coli Pol I und E. coli RNase D aufweist

(Mushegian et al., 1997; Moser et al., 1997; Mian, 1997). In den durchgeführten

Experimenten mit äquimolarem Nukleotidangebot blieb WRN ohne Einfluss auf die

Genauigkeit (Abb. 27). Bisher konnte Shevelev (nicht publizierte Daten) für WRN
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lediglich unter Bedingungen mit nicht-äquimolarem Nukleotidangebot eine leichte

Erhöhung der Genauigkeit von E. coli Pol I, Pol � und Pol � zeigen (Shevelev et al.,

2002). Es muss noch geklärt werden, ob dieser Effekt auch unter äquimolaren

Nukleotidkonzentrationen von Bedeutung sein könnte oder sich auf Situationen

beschränkt, welche die Fehlerhäufigkeit der Polymerase fördern. WRN interagiert

physikalisch mit Pol � (Szekely et al., 2000). Auch eine funktionelle Interaktion wurde

beschrieben, welche die Polymeraseaktivität von Pol � in Abwesenheit von PCNA

stimuliert (Kamath-Loeb et al., 2000). Daraus wurde die Hypothese abgeleitet, dass

WRN eine Rolle bei der Auflösung von blockierten Replikationsgabeln und sekundären

Strukturen bei der Replikation spielen könnte (Kamath-Loeb et al., 2000). Die hier

vorgestellten Ergebnisse liefern keine Hinweise auf ein exonukleolytisches

Korrekturlesen von WRN für Pol �-Prim induzierte Fehler, so dass die Funktion der

3‘-5‘-Exonukleaseaktivität weiterhin unklar bleibt.

Auch wenn TP53 und WRN in den hier vorgestellten Experimenten für Pol �-Prim keine

Korrekturlesefunktion ausführen, ist nicht auszuschließen, dass eine andere 3‘-5‘-Exo-

nuklease in dieser Weise arbeitet. Skalski et al., (2000b) identifizierten eine als ExoN

bezeichnete, humane 3‘-5‘-Exonuklease, die Nukleotidanaloga vom 3‘-Ende einer DNA

ausbaut. Mit diesem Enzym wiesen Brown et al. (2002) in einem Vorwärts-

Mutationssystem eine Genauigkeitserhöhung von Kalbsthymus Pol �-Prim nach.

5.3 Die Replikationsgenauigkeit von Pol �

In vivo ist Pol � an der ‘‘short-patch‘‘ und ‘‘long-patch‘‘ Basen-Exzisionsreparatur (BER)

beteiligt (Podlutsky et al., 2001a; Podlutsky et al., 2001b). Jedoch fehlt ihr eine

intrinsische 3‘-5‘-Exonukleasefunktion (Tanabe et al., 1979), die eine hohe Replikations-

genauigkeit gewährleisten würde. 

In dieser Arbeit wurde für rekombinante hPol � auf verschiedenen DNA-Substraten

(ssDNA und dsDNA mit Lücke) eine niedrige Genauigkeit bestimmt (Abb. 28). Dies

steht mit den in zahlreichen Studien für Pol � verschiedener Herkunft auf ähnlichen

Substraten in Vorwärts-Mutationssystemen und Opal-Reversionssystemen des M13-

Phagen sowie im �X174am3-Assay gemessenen niedrigen Genauigkeiten im Einklang

(Kunkel & Alexander, 1986; Beard et al., 1996; Osheroff et al., 1999; Shevelev et al.,

2000). Übereinstimmend mit den aus der Literatur bekannten Daten, wurde eine
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ähnliche Genauigkeit auf der, in der BER physiologisch relevanten, mit einer Lücke

versehenen dsDNA wie auf der eher unphysiologischen ssDNA gemessen (Abb. 28).

So wurde gezeigt, dass die DNA-Synthese von Pol � auf einem Substrat aus

Primer / ssDNA distributiv und auf einem Substrat mit einer kleinen Lücke und

5‘-Phosphat prozessiv verläuft (Singhal & Wilson, 1993). Weiterhin ist bekannt, dass

Pol �
auf Lücken von 2-6 Nt im Vergleich mit einer Primer / ssDNA eine erhöhte

katalytische Effektivität besitzt (Chagovetz et al., 1997; Ahn et al., 1998; Osheroff et al.,

1999). Die Über-Alles-Basensubstitutions-Genauigkeit von Pol � scheint unabhängig

davon auf Substraten mit 2-6 Nt Lücken und ssDNA-Matrizen sehr ähnlich zu sein

(Chagovetz et al., 1997; Osheroff et al., 1999).

Möglicherweise wird die Genauigkeit der Pol � in vivo durch akzessorische Proteine

erhöht. Ein Beispiel dafür ist die Erhöhung der katalytischen Rate, Genauigkeit und

DNA-Bindeaffinität für T7-Polymerase und T4-Polymerase in Gegenwart von

akzessorischen Proteinen (Tabor et al., 1987; Munn & Alberts, 1991a; Munn & Alberts,

1991b; Young et al., 1992).

5.3.1 Der Einfluss von TP53 und akzessorischer Proteine auf Pol �

Die geringe replikative Genauigkeit von Pol �, verbunden mit dem Risiko der Einführung

von bis zu 10 Fehlern pro Tag / Zelle im Verlaufe von BER-Ereignissen (vgl. 1.1.2) lässt

vermuten, dass in vivo Fehlerkorrektur-Mechanismen von Bedeutung sind.

Da die BER eine Multi-Enzym-Komplex Reaktion ist, ist nicht auszuschließen, dass in

diesem System erst die zusätzliche Anwesenheit eines oder mehrerer Faktoren die

Ausprägung eines Korrekturlesens für die Pol � durch eine autonome 3‘-5‘-Exonuklease

ermöglicht. Aus diesem Grund wurden weitere akzessorische Proteine der BER in das

�X174am16-Reversionssystem einbezogen. In einem schrittweisen Vorgehen wurde

zunächst der Einfluss der externen 3‘-5‘-Exonukleasen allein auf die Genauigkeit von

Pol � untersucht und dann weitere Enzyme zusätzlich eingesetzt.

Zunächst wurde der Einfluss von TP53 auf die Genauigkeit von Pol � untersucht. Zhou

et al. (2001) wiesen in vitro in Far-Western Analyse, Ko-Immunpräzipitation und Protein

‘‘Cross-linking‘‘ Experimenten eine physikalische Interaktion von TP53 mit Pol � nach.

Aus diesem Grund erschien die Überprüfung des ‘‘Proofreading‘‘-Konzepts nahe
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liegend. Jedoch ergab die vorliegende funktionelle Analyse dieser beiden Interaktions-

partner im �X174am16-Reversionssystem, dass TP53 mit seiner 3‘-5‘-Exonuklease

allein nicht ausreichend für eine Genauigkeitserhöhung der hPol � war (Abb. 29),

unabhängig davon, ob es sich um murines, bovines oder humanes TP53 handelte.

Für eine funktionelle Wechselwirkung von TP53 und Pol � ist möglicherweise die

Anwesenheit von akzessorischen Proteinen von Bedeutung. RPA wurde unter diesem

Blickwinkel in die Experimente einbezogen, da es Hinweise auf eine Stimulation der

‘‘long-patch‘‘ BER durch RPA gibt (DeMott et al., 1998; Dianov et al., 1999b). Außerdem

interagieren TP53 und Pol � miteinander (Kolpashchikov et al., 2000). Jedoch war auch

in Anwesenheit von RPA keine von TP53 verursachte Genauigkeitserhöhung für Pol �

feststellbar (Abb. 30). Nachdem der Einsatz von RPA ohne Einfluss auf die Genauigkeit

blieb, scheint es naheliegend, die Funktion von RPA in den nachgeordneten Schritten

der BER zu vermuten (DeMott et al., 1998). Dabei können die intrinsischen Fähigkeiten

von RPA, dsDNA zu entwinden (Georgaki & Hübscher, 1993; Treuner et al., 1996) und

FEN1 zu stimulieren (Biswas et al., 1997) eine Rolle spielen.

5.3.2 Der Einfluss von APE1 und akzessorischer Proteine auf Pol �

Auch für APE1, einem zentralen Protein der BER, wurde eine physikalische Interaktion

mit Pol � nachgewiesen (Bennett et al., 1997), was eine nähere Untersuchung auf ein

Korrekturlesen sinnvoll erscheinen ließ. Die Experimente wurden in Anwesenheit von

hFEN1 durchgeführt, welches sowohl mit APE1 (Dianova et al., 2001) als auch mit

Pol � interagiert (Prasad et al., 2000). In dem �X174am16-Reversionssystem war

allerdings kein ‘‘Proofreading‘‘ durch APE1 für Pol � induzierte Fehler nachweisbar

(Abb. 31). Zuvor zeigten Chou & Cheng (2002), dass APE1 mit seiner 3‘-5‘-Exo-

nukleaseaktivität an einem Einzelstrangbruch befindliche Fehlpaarungen bzw. antivirale

Nukleosidanaloga in Gegenwart von Pol � und Ligase I entfernen kann. Daraus wurde

abgeleitet, dass APE1 auch nach dem endonukleolytischen Schnitt noch an der

abasischen Stelle einer DNA verbleibet und von Pol �
eingeführte Fehler Korrektur

lesen kann (Chou & Cheng, 2002; Jiricny, 2002). Eine aktuelle Studie zur ‘‘short-patch‘‘

BER zeigte eine leicht erhöhte Genauigkeit der Pol � auf einer 1 Nt-Lücke in

Anwesenheit von Uracil-DNA-Glykosylase, APE1 und DNA-Ligase I im Vergleich zu

Pol � allein (Matsuda et al., 2003). Als Ursache dafür stellten die Autoren eine durch
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akzessorische Proteine oder die Gegenwart der 5‘-dRP-Gruppe erhöhte Nukleotid-

selektion sowie ein Korrekturlesen durch APE1 zur Diskussion. Die in dieser Studie

gewählten Reaktionsbedingungen provozierten den Einbau von Fehlern im Gegensatz

zu den in dieser Arbeit verwendeten Bedingungen. Da sich sowohl die Reaktions-

bedingungen, die eingesetzten Proteine als auch die DNA-Substrate unterscheiden, ist

ein direkter Vergleich der hier erzielten Ergebnisse mit der genannten Studie nicht

möglich.

Das in dieser Arbeit vorgelegte Ergebnis lieferte hingegen keine Hinweise auf ein

Korrekturlesen von APE1 für von Pol � verursachte Fehler. Dies kann daraufhin deuten,

dass die Funktion von APE1 vorrangig in einer Koordination des BER-Vorganges durch

die Bildung transienter Komplexe liegt (Bennett et al., 1997; Mol et al., 2000; Wilson &

Kunkel, 2000), oder dass möglicherweise weitere akzessorische Proteine für eine

funktionelle Interaktion notwendig sind. Außerdem gibt es Hinweise, dass die 3‘-5‘-Exo-

nuklease im Vergleich zur Endonuklease lediglich eine geringe Aktivität besitzt. Sie

zeigte im Vergleich zu rezessiver DNA keine Präferenz für dsDNA mit Lücke oder

Einzelstrangbruch (Lebedeva et al., 2003). 

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass APE1 und Pol � bei ausgeglichenem

Nukleotidgehalt funktionell nicht interagieren. Diese Beobachtung und die bereits

erwähnte schwache Exonukleaseaktivität von APE1 (Lebedeva et al., 2003) machen es

eher unwahrscheinlich, dass APE1 in vivo bei ausgeglichenem Nukleotidgehalt auf

Substraten mit einer Lücke (1 Nt) einen Beitrag zur Genauigkeit der Pol � leistet.

5.3.3 Der Einfluss von TP53 auf eine in vitro rekonstituierte ‘‘long-patch‘‘ BER
Neueste Forschungsergebnisse liefern Hinweise auf eine Beteiligung des TP53 an der

BER. Erstmals zeigten Offer et al. (1999), dass in vitro die BER-Aktivität in Zellextrakten

mit der Menge des TP53 korreliert und somit TP53 direkt in die BER involviert ist.

Kürzlich konnten Offer et al. (2001b) tatsächlich nachweisen, dass TP53 als DNA-

Reparatur-Protein und nicht in der Rolle eines Transaktivators an der BER beteiligt ist.

Transaktivierungsdefiziente TP53 Mutanten (TP53-22-23) wiesen in vitro und in vivo

eine effizientere BER-Aktivität auf als das Wildtyp TP53. Außerdem beschrieben Offer

et al. (2001a) nach einem genotoxischen Stresssignal eine zellzyklusspezifische

Modulation der BER-Aktivität durch TP53. Nach Einwirkung von �-Strahlung auf die

Zellen, steigerte stabilisiertes TP53 die mit der G0-G1-Phase assozierte BER-Aktivität,
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wohingegen TP53 die BER-Aktivität in den, während der G2-M-Phase angereicherten

Zellpopulationen überwiegend reduzierte und Apoptose induzierte.

Die Hinweise auf eine Beteiligung von TP53 an der BER, ließen eine in vitro

Rekonstitution der BER-Reaktion sinnvoll erscheinen. Auf einem dsDNA-Substrat mit

Lücke wurden die Proteine Pol �, TP53, APE1, FEN1 und T4-Ligase mit einbezogen

(Abb. 32). Neben den bereits erwähnten Wechselwirkungen zwischen TP53 und Pol �

sowie APE1 und Pol � sind in diesem Experiment noch weitere Protein-Protein

Interaktionen zu berücksichtigen, die einen Einfluss auf die Funktionalität eines

Korrekturlesens haben könnten. APE1 interagiert direkt mit TP53 (Gaiddon et al., 1999)

und ist außerdem in vitro und in vivo ein starker Aktivator von TP53 (Jayaraman et al.,

1997; Gaiddon et al., 1999). Des Weiteren korrelierte die Stimulation der BER durch

TP53 mit seiner Fähigkeit, in vitro direkt mit APE1 und Pol � zu interagieren (Zhou et

al., 2001). Trotz dieser vielfältigen Wechselwirkungen der beteiligten Enzyme war im

�X174am16-Reversionssystem keine Veränderung der Replikationsgenauigkeit zu

beobachten (Abb. 32). Es war keine funktionelle Interaktion zwischen Polymerase � und

autonomen 3‘-5‘-Exonukleasen nachweisbar.

Diese Ergebnisse deuten daraufhin, dass die biologisch relevante Rolle von TP53 bei

der BER vermutlich nicht in einem Korrekturlesen zu suchen ist. Stattdessen gibt es

Hinweise darauf, dass TP53 in Anwesenheit von APE1 die Bindung von Pol � an die

abasische DNA stabilisiert (Zhou et al., 2001). Außerdem gelang es Seo et al. (2002)

mittels Western-Blot Analyse eine deutlich reduzierte Expression von Pol � in TP53-

defizienten Zellen nachzuweisen. In TP53-defizienten und TP53-Wildtyp Zellen waren

keine Unterschiede in der Pol � mRNA-Expression detektierbar, die eine Erklärung für

unterschiedliche Pol � Mengen in den Zellen hätten sein können. Zur Ursache der in

TP53-defizienten Zellen reduzierten Pol � Menge stellten die Autoren die Hypothese

auf, dass TP53 möglicherweise die Stabilität der Pol � erhöht. Vermutlich sind die

beiden letztgenannten Phänomene die Mechanismen, mittels derer TP53 Einfluss auf

die BER ausübt.
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5.3.4 Der Einfluss von WRN auf Pol �
Als weiterer Kandidat für ein exonukleolytisches ‘‘Proofreading‘‘ bei der Basen-

Exzisionsreparatur wurde das Werner Protein untersucht. WRN interagiert physikalisch

und / oder funktionell mit zahlreichen Proteinen, die an der ‘‘long-patch‘‘ BER beteiligt

sind, z.B. Pol � (Szekely et al., 2000), PCNA (Lebel et al., 1999), RPA (Brosh et al.,

1999) und FEN1 (Brosh et al., 2001). Die hier durchgeführte funktionelle Analyse zeigte,

dass WRN in Anwesenheit von FEN1 keinen Einfluss auf die Genauigkeit der Pol �

ausübte (Abb. 33). Dieses Ergebnis steht nicht im Widerspruch zu den neuesten

Forschungsergebnissen, die eine physikalische Interaktion von WRN mit Pol � belegen

(Harrigan et al., 2003). Die Autoren demonstrierten, dass WRN die ‘‘strand

displacement‘‘-Synthese von Pol � stimuliert. Diese Stimulation ist abhängig von der

Helikaseaktivität des WRN. Außerdem wirken WRN und FEN1 synergistisch auf die

‘‘strand displacement‘‘-Aktivität von Pol �. Des Weiteren entwindet WRN DNA-Substrate

mit einer AP-Stelle, die zuvor von APE1 eingeschnitten wurden. Auf Grund dieser

Hinweise, halten Harrigan et al. (2003) eine Beteiligung der WRN-Helikase an der BER

durch eine Entwindung von alternativen DNA-Strukturen für wahrscheinlich.

Auf einem unvollständig entwundenen, gegabelten dsDNA-Substrat können die WRN-

Helikase- und Exonukleaseaktivität zusammenarbeiten und so einen ssDNA-Strang

freisetzen (Opresko et al., 2001). Die Helikaseaktivität entwindet den DNA-Stang von

der einen Seite, während die Exonukleaseaktivität den Strang von den anderen Seite

verkürzt. Die Autoren vermuten, dass diese Fähigkeit von WRN eine Rolle bei der

Rekombination spielen könnte. Des Weiteren entwickelten sie ein Modell, in dem WRN

an der Prozessierung der Telomerenden beteiligt sein könnte. WRN interagiert

physikalisch und funktionell mit Ku86/70 (Cooper et al., 2000; Orren et al., 2001). Das

Ku-Heterodimer bindet an DNA-Telomere (Bianchi & de Lange, 1999). Es gibt Hinweise

darauf, dass an den Telomeren sekundäre DNA-Strukturen gebildet werden (Griffith et

al., 1999). Möglicherweise spielt die WRN-Helikase bei der Auflösung dieser

sekundären DNA-Strukturen an den Telomerenden eine Rolle (Opresko et al., 2001).

Die in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse liefern keine Hinweise auf eine Funktion

der WRN-Exonuklease als 3‘-5‘-Korrekturexonuklease. Die biologisch relevante Rolle

der WRN-Exonuklease ist somit noch unklar. Auch die aktuellen Modelle zur Beteiligung

von WRN an der BER (Harrigan et al., 2003) und der Telomer-Prozessierung (Opresko

et al., 2001) stellen die WRN-Helikasefunktion in den Vordergrund.
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Des Weiteren besteht natürlich die Möglichkeit, dass ein in dieser Arbeit nicht

berücksichtigter Faktor eine Rolle für die Replikationsgenauigkeit von Pol � spielen

kann. Ein möglicher Kandidat als weiteres akzessorisches Protein ist XRCC1, welches

Teil des BER-Systems ist und physikalisch mit Pol � interagiert (Caldecott et al., 1996).

Außerdem bildet Pol � ein Multiprotein BER-Komplex mit DNA-Ligase I (Prasad et al.,

1996). Eine weitere Möglichkeit besteht darin, dass eine hier nicht untersuchte

3‘-5‘-Exonuklease, wie z.B. TREX1 (Höss et al., 1999; Mazur & Perrino, 1999) oder eine

bisher noch nicht entdeckte 3‘-5‘-Exonuklease als Korrekturleser für Pol � dienen

könnte. So wiesen Shevelev et al. (2000) für Pol � mit einer unter nicht-äquimolaren

Nukleotidverhälnissen (500:1) induzierten G:TMatrize-Fehlpaarung ein externes Korrektur-

lesen durch nicht näher charakterisierte 3‘-5‘-Exonukleasen aus Rattenleber, Kalbs-

thymus und E. coli nach. Die Größe dieser korrekturlesenden 3‘-5‘-Exonukleasen von

28 kDa schließt aus, dass es dabei um das hier untersuchte TP53 oder WRN handeln

könnte.

5.3.5 Der Einfluss von TP53 auf spezifische Fehlpaarungen bei der Replikation

mit Pol �
Aus Arbeiten von Bakhanashvili (2001a; 2001b) ist bekannt, dass das rekombinante

Tumorsuppressorprotein P53 auf DNA-Oligonukleotid-Substraten vorgegebene Purin-

Purin-Fehlpaarungen effektiver abbaut als Purin-Pyrimidin-Fehlpaarungen. Auch für

Substrate aus RNA / DNA gilt, dass TP53 bevorzugt Transversionsmutanten entfernt.

Ebenfalls konnte für TP53 aus cytoplasmatischen Extrakten der LCC2-Zelllinie eine

bevorzugte Exzision von Transversions- gegenüber Transitionsmutanten nachgewiesen

werden (Lilling et al., 2003).

TP53 hat zwar im �X174am16-Reversionssystem keinen nachweisbaren Einfluss auf

die Über-Alles-Genauigkeit der hPol � (Abb. 29-32), aber es sollte näher untersucht

werden, ob TP53 möglicherweise einen Einfluss auf einzelne der sieben im System

detektierbaren Fehlpaarungen (vgl. 1.7, Tab. 1) haben könnte. 

In dieser Arbeit wurden die Fehlerraten der einzelnen Fehlpaarungen von Pol �

zunächst ohne TP53 auf ssDNA und dsDNA unter ‘‘nucleotide pool bias‘‘-Bedingungen

bestimmt (vgl. 4.9.4). Es konnte gezeigt werden, dass die G:TMatrize-Fehlpaarung sehr

häufig auftritt und die T:TMatrize-Fehlpaarung nur sehr selten vorkommt (Tab. 8). Diese

Beobachtung stimmt mit den von Beard et al. (1996) für rekombinante hPol � auf einem
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partiell doppelsträngigen Substrat mit einer Lücke von 5 Nt bestimmten Tendenz

überein. Auch nach Zugabe von TP53 bewegten sich die Werte für die Fehlerraten in

der gleichen Größenordnung wie zuvor ohne TP53 (Tab. 8), die Veränderungen waren

geringer als der Faktor 2. Weiterhin war die G:TMatrize-Fehlpaarung die häufigste und die

T:TMatrize-Fehlpaarung nur sehr selten. Es war somit für Polymerase induzierte Fehler

keine Präferenz des TP53 für den Ausbau einzelner Fehlpaarungen detektierbar.

5.4 Zusammenfassung zum intermolekularem 3‘-5‘-Korrekturlesen
Zusammenfassend muss festgestellt werden, dass sich im Verlauf der funktionellen

Untersuchungen unter Verwendung verschiedener Polymerasen für die eingesetzten

3‘-5‘-Exonukleasen TP53, WRN und APE1 keine Hinweise auf ein externes

3‘-5‘-Korrekturlesen ergeben haben. Auf Grund der eindeutigen Resultate und der

Vielzahl der Experimente, die unter verschiedenen Bedingungen auf unterschiedlichen

DNA-Substraten und in An- und Abwesenheit akzessorischer Proteine durchgeführt

wurden, bin ich zu der Auffassung gelangt, dass TP53, WRN und APE1 in vivo

höchstwahrscheinlich nicht als ‘‘Proofreader‘‘ für Pol �-Prim oder Pol � dienen. Vielmehr

liegt die Vermutung nahe, dass die Genom stabilisierenden Eigenschaften von TP53,

WRN und APE1, überwiegend unabhängig von deren intrinsischer Exonukleaseaktivität,

möglicherweise auf eine direkte Beteiligung an DNA-Reparaturprozessen zurück-

zuführen sind. Beispielsweise sind für TP53 Funktionen bei der Nukleotid-Exzisions-

reparatur (Ford & Hanawalt, 1997; Hwang et al., 1999, Wang et al., 2003) und der

Basen-Exzisionsreparatur (Offer et al., 1999; Offer et al., 2001a; Offer et al., 2001b;

Zhou et al., 2001; Seo et al., 2002; Offer et al., 2002) beschrieben worden. Auch gibt es

Hinweise auf eine Beteiligung von TP53 an DNA-Rekombinationsereignissen

(Stürzbecher et al., 1996; Wiesmüller et al., 1996; Søe et al., 2002; Stephan et al.,

2002), wobei hier auch die 3‘-5‘-Exonukleaseaktivität von Bedeutung sein könnte (Süße

et al., 2000). Für WRN sind in diesem Zusammenhang die aktuellen Modelle zur

Beteiligung an der BER (Harrigan et al., 2003) und der Telomer-Prozessierung

(Opresko et al., 2001) zu nennen, welche die WRN-Helikasefunktion in den Vorder-

grund stellen. APE1 ist mittels der Endonukleasefunktion und der Koordination des

Reparaturvorgangs von herausragender Bedeutung für die BER (Mol et al., 2000;

Ranalli et al., 2002).
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Weitere experimentelle Ergebnisse dieser Arbeit liefern Hinweise auf eine 5‘-3‘-Fehler-

korrektur bei der Okazaki-Fragment-Prozessierung. Im folgenden Abschnitt wird die

Auswirkung der funktionellen Interaktion von Pol �-HE, FEN1 und Ligase diskutiert,

wobei die Möglichkeit, von Pol �-Prim induzierte Fehler zu entfernen, von besonderem

Interesse ist.

5.5 Die Okazaki-Fragment-Prozessierung
Ein kritischer Prozess bei der Aufrechterhaltung der genomischen Integrität ist die

korrekte Entfernung der RNA-Primer der Okazaki-Fragmente während der Folgestrang-

DNA-Synthese. Störungen dieses Prozesses haben starke mutagene Auswirkungen

und können zur Entwicklung von Tumoren beitragen (Qiu et al., 1999).

Die strukturspezifischen ‘‘Flap‘‘-Endonukleasen spielen eine herausragende Rolle bei

der Entfernung der RNA-Primer und der DNA-Reparatur (Bambara et al., 1997;

Klungland & Lindahl, 1997; Lieber 1997; Bae et al., 2001; Shibata & Nakamura, 2002).

Die 5‘-3‘-Nukleasen bauen sequenzunabhängig ein DNA-DNA und ein RNA-DNA-

Duplex ab. Dies eröffnet die Möglichkeit, dass in all diesen Systemen eine an die RNA-

Primer anschließende DNA-Sequenz entfernt und repariert werden könnte. Wenn die

initiale Elongation des RNA-Primers mit geringer Genauigkeit von Pol �-Prim vollzogen

wird, bietet die Entfernung der RNA benachbarter DNA eine Möglichkeit, die

Genauigkeit zu erhöhen (Bhagwat & Nossal, 2001).

5.5.1 Die funktionelle Interaktion von Klenow Polymerase und hFEN1
Die E. coli Pol I ist eine Polymerase mit geringer Prozessivität, die an der DNA-

Reparatur und der Entfernung der RNA-Primer bei der Okazaki-Fragment-Pro-

zessierung beteiligt ist (Kornberg & Baker, 1992). Pol I enthält drei enzymatische

Aktivitäten in einem Polypeptid. Eine proteolytische Spaltung der Pol I in zwei aktive

Fragmente (Klenow et al., 1971) separiert das große C-terminale Fragment

(Klenow Pol) mit einer Polymeraseaktivität und einer korrekturlesenden 3‘-5‘-Exo-

nukleaseaktivität (Brutlag & Kornberg, 1972; Kunkel, 1988) von einem kleinen

N-terminalen Fragment mit einer 5‘-3‘-Exonukleaseaktivität (Klett et al, 1968).

Ursprünglich als 5‘-3‘-Exonuklease beschrieben, besitzt diese Aktivität auch die

Fähigkeit, strukturspezifisch an dem Übergang von doppelsträngiger DNA zu einem
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einzelsträngigen Bereich (‘‘flap‘‘) endonukleolytisch zu schneiden. Diese Aktivität ist

funktionell homolog zu hFEN1 (Lyamichev et al., 1993).

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob hFEN1 als Homologes der N-ter-

minalen 5‘-3‘-Exonukleasedomäne der Pol I funktionell mit Klenow Pol, der die

5‘-3‘-Exonukleaseaktivität der Pol I fehlt, interagieren kann. Des Weiteren wurde ana-

lysiert, wie viele Basen unter verschiedenen Reaktionsbedingungen entfernt wurden.

Es konnte festgestellt werden, dass Klenow Pol zu einer Überreplikation der DNA

(‘‘strand displacement‘‘-Synthese) befähigt war (Abb. 35A). Dieses Ergebnis steht im

Einklang mit der für Klenow Pol beobachteten Überreplikation ausgehend von einem

Einzelstrangbruch oder von einer vorgebildeten Replikationsgabel (Lechner &

Richardson, 1983; Kornberg & Baker, 1992; Canceill et al., 1999), wobei die in vitro

Überreplikation der DNA 10-fach langsamer verläuft als die Synthese auf ssDNA-

Matrizen (Hillebrand & Beattie, 1985). Die ‘‘strand displacement‘‘-Synthese, gekenn-

zeichnet durch die Verdrängung des ursprünglichen Primers mit der Fehlpaarung von

der Matrize und der Bildung eines einzelsträngigen Bereichs (‘‘flap‘‘), war im

Transfektionsexperiment durch sinkende Fehlerausbeuten nachweisbar (Tab. 9A). Die

Fähigkeit zur Überreplikation von Klenow Pol und die damit verbundene Bildung eines

verdrängten Einzelstrangs war eine Vorraussetzung zum Studium einer funktionellen

Interaktion von Klenow Pol mit hFEN1.

Die Polymeraseaktivität der Pol I verlängert auf dsDNA mit einem Einzelstrangbruch

(‘‘nick‘‘) den Primer und führt somit zur steten Neubildung eines Substrats, das von der

5‘-3‘-Exonuklease abgebaut wird, so dass eine effektive ‘‘nick translation‘‘ stattfindet

(Lundquist & Olivera, 1982). Die ‘‘nick translation‘‘ der Pol I spielt eine Rolle bei der

Exzisionsreparatur und der Okazaki-Fragment-Prozessierung (Kornberg & Baker,

1992). Neuere Studien auf Modell-Matrizen mit Lücken und ‘‘flaps‘‘ zeigten, dass die

Polymerase- und 5‘-Nukleaseaktivität der Pol I unabhängig voneinander agieren,

obgleich die Nuklease mit höherer Wahrscheinlichkeit Moleküle geschnitten hat, die

bereits von der Pol verlängert wurden (Xu et al., 2000).

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass hFEN1 bei gleichzeitig stark

erniedrigten Fehlerausbeuten (Tab. 9B) die Anhäufung von überreplizierten DNA-Mole-

külen durch Klenow Pol verhinderte (Abb. 35B). Somit konnte erstmals demonstriert

werden, dass Klenow Pol und hFEN1 in vitro funktionell in einer effektiven ‘‘nick
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translation‘‘ interagieren können. Es gibt Hinweise, dass die 5‘-3‘-Exonuklease von Pol I

nicht nur ein strukturell sondern auch ein funktionell homologes Protein von FEN1 ist.

So fanden Sun et al. (2002), dass die Überexpression der N-terminalen

5‘-3‘-Nukleasedomäne von Pol I in einem S. cerevisiae rad27-Null-Stamm in vivo den

Phänotyp, der mit dem Fehlen des Rad27 (FEN1-Homolog) assoziiert ist, unterdrückt.

Des Weiteren wurde gezeigt, dass in Abhängigkeit von der Reaktionszeit die Fehleraus-

beuten bei der ‘‘nick translation‘‘ (Tab. 9B) im Vergleich zur alleinigen Überreplikation

(Tab. 9A) auf ein deutlich niedrigeres Niveau sanken.

Dieses Phänomen lässt sich zumindest teilweise dadurch erklären, dass Klenow Pol nur

bei einem Teil der eingesetzten DNA tatsächlich eine ÜR durchführte (Abb. 35A). So

beobachteten auch Canceill et al. (1999) für Klenow Pol in Abwesenheit vom Einzel-

strang-Bindeprotein E. coli SSB eine relativ schwache ‘‘strand displacement‘‘-Aktivität.

Nach vollständiger Auffüllreaktion durch die Klenow Pol entsteht ein Substrat mit

Einzelstrangbruch, für welches die Klenow Pol eine geringere Bindungsaffinität aufweist

als für Substrate mit einer Lücke (Xu et al., 2000). Die rasche Dissoziation der

Polymerase vom Einzelstrangbruch ermöglicht es anderen Proteinen an die DNA zu

binden und zu agieren. Dieser Einzelstrangbruch ist im Vergleich zur DNA mit Lücke ein

gutes Substrat für die 5‘-3‘-Exonukleaseaktivität von hFEN1 (Alleva & Doetsch, 2000).

FEN1 kann durch die Freisetzung von Mononukleotiden zur Bildung einer Lücke führen,

an die wiederum die Polymerase bevorzugt bindet und so ergibt sich erneut die

Möglichkeit zur Initiation einer ÜR. Der so entstehende ‘‘flap‘‘ wird dann von der hFEN1

prozessiert.

Ebenso wäre denkbar, dass die bei der Überreplikation gebildeten verdrängten

Einzelstränge mit zunehmender Länge die ‘‘strand displacement‘‘-Synthese behindern,

bis diese zum Erliegen kommt (viele nur geringfügig oberhalb der RFII befindliche

Reaktionsprodukte in Abb. 35A). Demgegenüber verhinderte die Schnittaktivität von

hFEN1 die Entstehung langer störender ‘‘flaps‘‘, was durch die so eingeleitete effektive

‘‘nick translation‘‘ zur drastischen Abnahme der Fehlerausbeute führte.

Auch ein von Jin et al. (2003) entwickeltes Modell könnte eine Erklärung für die deutlich

höhere Zahl der erhaltenen Fehlpaarungen bei alleiniger Anwesenheit der Klenow Pol

bieten. Das Modell beruht auf der Annahme, dass bei einer im ‘‘strand displacement‘‘-

Modus befindlichen Polymerase eine hohe Wahrscheinlichkeit besteht, dass das

3‘-Ende der DNA in das katalytische Zentrum der 3‘-5‘-Exonuklease gelangt und es so
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zum Abbau des neusynthetisierten DNA-Stranges zurück bis zum Einzelstrangbruch

kommt. Mehrere Zyklen von ÜR und nukleolytischem 3‘-Abbau sowie Rehybridisierung

des verdrängten Stranges einschließlich der Fehlpaarung könnten aufeinanderfolgen,

wobei immer wieder ein Einzelstrangbruch als Substrat für die Ligase entsteht. In

Gegenwart von hFEN1 würden entstehende 5‘-‘‘flaps‘‘ geschnitten werden, so dass

eine Rehybridisierung dieser ausgeschlossen wird. Die ‘‘nick translation‘‘ führt somit zur

Verschiebung der Position des Einzelstrangbruchs auf dem DNA-Substrat (Abb. 35B)

und damit zur drastischen Reduktion der detektierbaren Fehlpaarungen (Tab. 9B). In

vivo ist es für Pol I allerdings unwahrscheinlich, dass die 3‘-5‘-‘‘Proofreading‘‘-Exo-

nuklease einen signifikanten Abbau von DNA mit ungepaartem 3‘-Ende verursacht, da

die 3‘-5‘-Exonuklease ~100-fach langsamer ist als die 5‘-Exonuklease (Kuchta et al.,

1988; Xu et al., 1997).

Außerdem konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass in einer Reaktion mit

Klenow Pol und T4-Ligase die geschlossen zirkuläre DNA (RFIV) über einen geringen

Anteil an offen zirkulärer (RFII) und überreplizierter DNA dominierte (Abb. 35C). Die

vorgegebenen Fehlpaarungen waren aber noch weitgehend vorhanden (Tab. 9C).

Unter den gewählten Bedingungen war die Präferenz der T4-Ligase für ein DNA-

Substrat mit Einzelstrangbruch offenbar größer als die der Polymerase, eine ‘‘strand

displacement‘‘-Synthese zu initiieren. 

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob auch in Gegenwart von T4-Ligase eine

funktionelle Wechselwirkung von Klenow Pol und hFEN1 auftritt, die zur Entfernung der

vorgegebenen Fehlpaarungen führt. Für die an Position 3 vorgegebene Fehlpaarung

konnte demonstriert werden, dass hFEN1 den Fehler auch in Anwesenheit von T4-

Ligase entfernt hat (Tab. 9D). Wohingegen die an Position 14 und 6 befindlichen

Fehlpaarungen noch vollständig vorhanden waren (Tab. 9D). Die 5,6-fache Reduktion

der Fehlerausbeute durch hFEN1 ist möglicherweise auf verschiedene Faktoren, wie

die Substratspezifität von hFEN1 und die Substrateigenschaften der verwendeten DNA

zurückzuführen. Vielleicht war die auf rezessiven 5‘-Enden relativ schwache

Exonukleaseaktivität von hFEN1 (Lieber, 1997) während der Auffüllreaktion in der Lage,

die an Position 3 des Primers befindliche Fehlpaarung zu entfernen, im Gegensatz zu

der an Position 6 und 14. Ebenso muss berücksichtigt werden, dass doppelsträngige

DNA mit einer einzelnen Fehlpaarung, thermodynamisch weniger stabil ist, als perfekt

gepaarte DNA (Wallace et al., 1979). Bei dem Primer mit der Fehlpaarung an
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Position 14 war die Bildung eines stabilen Hybrids am 5‘-Ende gewährleistet, wohin-

gegen bei den Fehlpaarungen an Position 6 und 3 nur fünf bzw. zwei perfekt gepaarte

Basen vorhanden waren, was zu einer deutlich erniedrigten Schmelztemperatur der

5‘-flankierenden Region führte. Diese niedrige Schmelztemperatur erleichterte die

Ablösung der 5‘-Enden der Primer einschließlich der Fehlpaarung, was bei noch nicht

vollständig aufgefüllter DNA in der Bildung einer Pseudo-Y-Struktur resultierte. hFEN

schneidet Pseudo-Y-Substrate effektiver als Einzelstrangbruch-Substrate. Möglicher-

weise entsteht ein Pseudo-Y-Substrat mit drei verdrängten Nukleotiden auch häufiger

als eines mit sechs oder hFEN1 besitzt eine größere Präferenz für das Pseudo-Y-

Substrat mit drei verdrängten Nukleotiden. Unterstützt wird letztere Vermutung durch

die Beobachtung, dass z.B. in der Kontrolle ohne hFEN1 kein Unterschied im

Positionseffekt zwischen Position 3 und 6 zu beobachten war. Weniger wahrscheinlich,

aber nicht auszuschließen war eine bereits einsetzende Überreplikation mit wenigen

verdrängten Nukleotiden, die von hFEN1 geschnitten wurden und damit eine sofortige

Ligation des Einzelstrangbruches ermöglichten. Die Ligation der DNA verhinderte dann

eine weitere ‘‘nick translation‘‘. Für verschiedene eu- und archaebakterielle FEN1-

Homologe wurde eine effektive Ligation der geschnittenen Substrate mit T4-Ligase

nachgewiesen (Kaiser et al., 1999).

Von Interesse wäre der zusätzliche Einsatz vom Einzelstrang-Bindeprotein E. coli SSB,

das die ‘‘strand displacement‘‘-Synthese der Klenow Pol stimuliert (Canceill et al.,

1999), und so möglicherweise auch in Gegenwart von Ligase eine ‘‘nick translation‘‘

ermöglicht.

Es gibt bereits Hinweise auf ein 5‘-3‘-Korrekturlesen bei Prokaryoten. Für das

Replikationssystem des T4-Bakteriophagen wurde in einer gekoppelten Führungs- und

Folgestrang-DNA-Synthese die Entfernung von durchschnittlich 30 Nukleotiden

beschrieben, die sich benachbart zum RNA-Primer befanden (Bhagwat & Nossal,

2001). T4-RNase H, ein Homologes von hFEN1, katalysiert die Entfernung der ‘‘flap‘‘-

DNA. Da bisher für die 5‘-Nukleaseaktivität der E. coli Pol I noch nicht nachgewiesen

wurde, ob bei der Okazaki-Fragment-Reifung auch an den RNA-Primer angrenzende

DNA-Sequenzen entfernt werden, wäre es von Interesse dies näher zu untersuchen.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass Klenow Pol und hFEN1 funktionell in

einer effektiven ‘‘nick translation‘‘ zusammenwirken. Die vorgegebenen Fehlpaarungen
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wurden durch dieses 5‘-3‘-Korrekturlesen sehr effizient entfernt. In Anwesenheit von T4-

Ligase wurde die ‘‘nick translation‘‘ allerdings weitgehend unterbunden. Vermutlich

besaß die T4-Ligase eine höhere Präferenz für das DNA-Substrat mit Einzelstrangbruch

als die Klenow Polymerase.

5.5.2 Die funktionelle Interaktion von hPol �-HE mit hFEN1
Es war nun von besonderem Interesse mit humanen Proteinen zu untersuchen, ob und

in welchem Ausmaß eine funktionelle Interaktion von Pol �-HE und FEN1 zu einem

5‘-3‘-Korrekturlesen führen könnte.

Für humane Pol �-HE (hPol �, hPCNA, hRFC) konnte in Anwesenheit von hRPA und

T4-Ligase eine ‘‘strand displacement‘‘-Synthese nachgewiesen werden (Abb. 36A), die

in einer Verdrängung der vorgegebenen Fehlpaarungen und somit in einer geringen

Fehlerausbeute resultierte (vgl. Tab 10A). Die Fähigkeit zur Überreplikation der

humanen Pol �-HE bestätigt die kürzlich von Maga et al. (2001b) für Pol � aus

Kalbsthymus und von Ayyagari et al. (2003) für Pol �-HE aus S. cerevisiae

beschriebenen Beobachtungen. In wie weit dies eine intrinsische wie in ersterem oder

eine PCNA- und RFC-abhängige Eigenschaft wie in letzterem Fall ist, müsste in

weiteren Experimenten geklärt werden.

In der vorliegenden Arbeit war in Anwesenheit von hRPA und T4-Ligase für hPol �-HE

und hFEN1 eine funktionelle Interaktion zu beobachten, die in einer effektiven ‘‘nick

translation‘‘ mit anschließender Ligation des Substrats resultierte (Abb. 36B). Die

Fehlerausbeute war dementsprechend sehr gering (Tab. 10B). Im Abstand von 14 Nt

waren nur noch 9-16 %, im Abstand von 6 und 3 Nt nur noch 2-3 % der vorgegebenen

Fehler detektierbar (Abb. 37). Dieses Ergebnis liefert erstmals Hinweise darauf, dass im

humanen System Pol � und FEN1 gemeinsam die Fähigkeit besitzen könnten, in einer

‘‘nick translation‘‘ nicht nur die von Pol �-Prim synthetisierten RNA-Primer (~10 Ribo-

nukleotide), sondern auch Teile des DNA-Primers zu entfernen. Auf diese Weise würde

bei der Okazaki-Fragment-Prozessierung ein 5‘-3‘-Korrekturlesen für von Pol �-Prim

verursachte Fehler stattfinden können. Diese aus einer in vitro Rekonstitution der

Okazaki-Fragment-Prozessierung mit rekombinanten humanen Enzymen erhalten

Ergebnisse zur Fähigkeit eines 5‘-3‘-Nukleotidausbaus stehen im Einklang mit den in

einer aktuellen Studie von Ayyagari et al. (2003) für rekombinante Enzyme aus
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S. cerevisiae erzielten Werte. Die Autoren beschreiben für den Bereich nach dem

RNA / DNA-Übergang einen Ausbau von 8-12 Nukleotiden. Die Ergebnisse der

vorliegenden Arbeit bestätigen somit das Modell eines 5‘-3‘-Korrekturlesens für Fehler

der Pol �-Prim bei der Okazaki-Fragment-Prozessierung. 

Die in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse zum 3‘-5‘-Korrekturlesen und

5‘-3‘-Korrekturlesen legen die Folgerung nahe, dass ein effektives Entfernen der von

Pol ��Prim verursachten Fehler im Verlauf der Okazaki-Fragment-Prozessierung die

Bedeutung eines 3‘-5‘-Korrekturlesen durch autonome 3‘-5‘-Korrekturexonukleasen

abschwächt. Eine Fehlerrate von 1/10000 ist für Pol �-Prim mehr als ausreichend,

wenn sie nur eine geringe Zahl von Nukleotiden als Primer synthetisiert. Zudem können

die gebildeten Fehler durch eine 5‘-3‘-Fehlerkorrektur bei der Okazaki-Fragment-

Prozessierung eliminiert werden.

Da die von Pol �-Prim erzeugten Fehler recht effektiv von Pol �-HE und FEN1 wieder

entfernt werden können, ist es vielleicht verständlich, dass die der Pol �-Prim phylo-

genetisch einmal innewohnende 3‘-5‘-Exonuklease im Verlauf der Evolution verloren

ging.

5.6 Ausblick
Das �X174am16-Reversionssystem mit den vorgegebenen Fehlpaarungen hat sich zur

Untersuchung der in vitro Okazaki-Fragment-Prozessierung bewährt. Mit diesem Sys-

tem können weitergehende Untersuchungen zur prokaryotischen und eukaryotischen

Okazaki-Fragment-Reifung durchgeführt werden. So wurde beispielsweise für E. coli

Pol I noch nicht näher untersucht, ob dieses Protein mit seiner Polymeraseaktivität und

5‘-3‘-Exonukleaseaktivität auch in der Lage ist, an den RNA-Primer anschließende

DNA-Sequenzen zu entfernen.

Weitere Studien zur humanen in vitro Okazaki-Fragment-Prozessierung könnten klären,

wie viele Nukleotide maximal durch die funktionelle Wechselwirkung von Pol �-HE und

FEN1 entfernt werden können. Außerdem wäre die Einbeziehung der humanen Ligase I

zweckmäßig. Des Weiteren wäre der Einsatz von RNA / DNA-Primern sinnvoll, um so

zu bestimmen, wie viele Nukleotide ausgehend vom RNA-DNA-Übergang entfernt

werden. 
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Pol �-HE und FEN1 sind zwar ausreichend für eine effektive ‘‘nick translation‘‘, aber

dennoch sollte auch humane Dna2 in die Untersuchungen einbezogen werden. Aus

dem Hefesystem gibt es Hinweise auf eine Beteiligung von Dna2 an der Okazaki-

Fragment-Prozessierung (Budd & Campbell, 1997; Bae et al., 2001; Ayyagari et al.,

2003). Anzustreben wäre die Etablierung eines Genauigkeitssystems, bei dem für von

Pol �-Prim synthetisierte RNA / DNA-Primer eine 5‘-3‘-Fehlerkorrektur durch Pol �-HE

und FEN1 beobachtet werden könnte.
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6. Zusammenfassung
Die Zellen eines Tumors prägen einen Mutatorphänotypen aus. Der Mutatorphänotyp

resultiert aus Mutationen in Genen, die eine Funktion in der Aufrechterhaltung der

genomischen Stabilität haben (Loeb , 2001). Diese Mutationen können bei fehlerhafter

DNA-Synthese oder Reparatur eines DNA-Schadens entstehen. Es gibt Hinweise

darauf, dass Polymerase induzierte Fehler, die nicht 3‘-5‘-korrekturgelesen werden, bei

Säugetieren zur Tumorgenese beitragen (Goldsby et al., 2001; Goldsby et al., 2002).

An Replikation und Reparatur sind zwei relativ ungenau replizierende DNA-

Polymerasen beteiligt, Pol �-Prim und Pol �, denen eine intrinsische 3‘-5‘-Korrektur-

exonuklease fehlt. Für diese Polymerasen wurde das Modell vom 3‘-5‘-Korrekturlesen

durch autonome 3‘-5‘-Exonukleasen überprüft. Ausgewählt wurden drei 3‘-5‘-

Exonukleasen, denen eine herausragende Rolle bei Aufrechterhaltung der

genomischen Integrität der Zelle zugeschrieben wird: Das Tumorsuppressorprotein P53

(TP53), das Werner Protein (WRN) und die Apurinische / Apyrimidinische

Endonuklease 1 (APE1). Diese Proteine zeichnen sich ebenfalls durch vielfältige

Interaktionen mit an der Replikation und Reparatur beteiligten Enzymen aus. Deswegen

lag die Vermutung nahe, sie könnten als 3‘-5‘-Korrekturleser für die Pol �-Prim oder

Pol � einen Beitrag zu Replikationsgenauigkeit und damit zur Aufrechterhaltung der

genomischen Stabilität leisten.

In dieser Arbeit waren in einer Vielzahl von Experimenten auf verschiedenen DNA-

Substraten des �X174am16-Reversionssystems und mit rekombinanten Proteinen

unterschiedlicher Herkunft keine Hinweise auf ein 3‘-5‘-Korrekturlesen von TP53 oder

WRN für Pol �-Prim induzierte Fehler nachweisbar. Auch die Anwesenheit vom

Einzelstrang-Bindeprotein RPA, als Interaktionspartner von Pol �-Prim und TP53, war

ohne Auswirkungen auf die Replikationsgenauigkeit.

In einer in vitro rekonstituierten ‘‘long-patch‘‘ Basen-Exzisionsreparatur (BER) war für

Pol � keine Genauigkeitserhöhung durch TP53, WRN oder APE1 feststellbar. Auch die

Kombination von den Interaktionspartnern TP53 und APE1 war ohne Einfluss auf die

Genauigkeit. In diesen Reaktionen wurden ebenfalls akzessorische Proteine, die mit

den Polymerasen und Exonukleasen interagieren, wie die ‘‘Flap‘‘-Endonuklease 1

(FEN1) und RPA einbezogen. Diese experimentellen Daten unterstützen das eingangs

vorgestellte Modell vom intermolekularen 3‘-5‘-Korrekturlesen durch TP53, WRN und

APE1 nicht. Für APE1 als einem zentralen Protein der BER ist die Beteiligung an
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Reparaturereignissen nachgewiesen, aber vermutlich sind auch TP53 und WRN in

einem alternativen Mechanismus direkt an der DNA-Replikation und Reparatur beteiligt.

Ein kritischer Prozess zur Aufrechterhaltung der genomischen Integrität ist die korrekte

Prozessierung der Okazaki-Fragmente. Bei diesem Vorgang werden die von Pol �-Prim

synthetisierten RNA-Primer des Folgestrangs wieder entfernt. Es wurde die Vermutung

überprüft, inwiefern dieser Mechanismus als sog. 5‘-3‘-Fehlerkorrektur auch geeignet

ist, die von Pol �-Prim mit niedriger Genauigkeit replizierten DNA-Bereiche zu

entfernen.

Die vorliegende Arbeit lieferte Hinweise auf eine 5‘-3‘-Fehlerkorrektur während der

Okazaki-Fragment-Prozessierung. Erstmals konnte mit rekombinantem, humanem

Polymerase �-Holoenzym (Pol �-HE) und humaner 5‘-3‘-‘‘Flap‘‘-Endonuklease 1 und in

Anwesenheit von Ligase die Entfernung vorgegebener Fehlpaarungen nachgewiesen

werden. Im Abstand von bis zu 14 Nukleotiden vom 5‘-Ende des Primers befindliche

Fehlpaarungen wurden durch die funktionelle Interaktion von hPol �-HE und hFEN1

effektiv entfernt. Diese Daten liefern somit Hinweise auf ein effektives

5‘-3‘-Korrekturlesen für von Pol �-Prim verursachte Fehler.

Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit Daten, die in einer aktuellen Studie im

Hefesystem gewonnen wurden (Ayyagari et al., 2003), und mit einem kürzlich

entwickelten Modell zur Okazaki-Fragment-Prozessierung (Bae et al., 2001).
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