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Zusammenfassung

ZuverlässigeReplikationderDNS ist von essentiellerBedeutungfür denZellzyklus
und somit für das Überleben eines Organismus. Ist die ReplikationderDNS
beeinträchtigt,so können Fehler entstehen. Solche Mutationen führen zu genetischer
Instabilität und dadurch zu Krankheiten wie Krebs. DNS ist anfälligfür Schäden, die

von chemischen, mutagenen Substanzen,y-Strahlung, aber auch durch zelleigene
oxidative Metaboliten oder fehlerhafte Replikationentstehenkönnen. Eine Zelle muss

deshalbin der Lage sein, solcheSchäden reparieren zu können, um eine fehlerfreie

Verdoppelungder DNS sicherzustellen.

Mittels der Sprosshefe S.cerevisae als Modellorganismus, konnten wir feststellen,
dassdas Hefeproteinder 'Cullin'-Familie, RttlOlp,dazu dient, Problemein der S-

Phase zu lösen. Genaugenommen,konnten wir zeigen, dassRttlOlp benötigt wird,
um in sich zusammengefalleneReplikationsgabelnzu reparieren,damit die

Replikationder DNS fortgesetztwerden kann. Werdensolchedefekte
Replikationsgabelnnicht wiederhergestellt, führt dies oft zu doppelsträngigen
Brüchen in der DNS. Hefen die keine RttlOlp-Aktivität aufweisen,können

Doppelstrangbrüche reparieren; dies weist daraufhin,dass dieses Cullin keine direkte

Rolle in generellen DNS-Reparaturmechanismenspielt. Weiter haben wir bewiesen,
dass Replikationsgabeln,die zwar angehalten, abervon sog. 'Checkpoints' oder

Kontrollpunkten stabilisiert werden, auch ohne die Wirkung von RttlOlp das

Replizieren vonDNS wieder aufnehmenkönnen.

RttlOlp ist höchstwahrscheinlicheine E3-Ligase für Ubiquitinbei in sich

zusammengefallenenReplikationsgabeln. Diese Hypothesewird von genetischenund
biochemischen Interaktionen mit den E2-UbiquitinEnzymenUbc4p und Ubc5p
gestützt. Zudemkann RttlOlp die Bildung von Ubtquitin-Kettenin vitro

beschleunigen(Michel et al., 2003a).

RttlOlp ist in chromatinhaltigenFraktionenvon Zellextrakten anzutreffen. Dies

weist, zusammenmit den obenerwähntenDaten, daraufhin, dasseine E3-Ligase der
Cullin-Familie das Fortsetzen der DNS-Replikationnachdemeine Replikationsgabel
angehaltenwurde, gewährleistet. Höchstwahrscheinlichexistiert ein Protein, dass an

Doppelstrangbrüchen ubiquitiniertwird und damit die Wiederaufnahme der DNS-

Synthese zur Folge hat.



Summary

Aecurate DNAreplication is essentialfor cell cycle progressionand

organismal survival, If the replicationmachineryis compromised,errors can occur

which may lead to genetic instability and diseases like cancer. DNA is vulnerableto

attack from exogenousagentsincludingy-irradiationand chemical mutagens,
however the accumulation of endogenousoxidative metabolites, and naturally
oecurringDNAreplicationerrors can also result in DNAdamage. A cell must be

equipped to deal with such replicativeand damageinduced stress in orderto ensure

error free genomic duplication.
Using the buddingyeast,S. cerevisiae,as a model organism,we have found

that the yeast cullin protein, RttlOlp, is required to efficiently cope with S phase
problems. Specifically,we have shownthat RttlOlp is involved in the re-start of

collapsedreplication forks, which frequently result in a double strandedbreak. Cells

deleted for RttlOlp, are competent to repair a double strandedbreak indicating that

repair machineryis fullyintact and the cullin does directly function during repair.
Furthermore,we have demonstrated that a stalled, but Checkpoint stabilized

replicationfork is able to restart in the absence of RttlOlp. As well, RttlOlp, is

localized to the chromatin fraction of cell extracts.

RttlOlp is most likely acting as an ubiquitin conjugatingE3 ligase at

collapsed forks, as it shows genetic and biochemical interactionswith the E2

ubiquitin conjugatingenzymes,Ubc4p and Ubc5p. It has beenshownpreviouslythat
RttlOlp can enhancethe formation of ubiquitin chains in vitro (Michel et al. 2003).

Taken together these data provide the first evidence that a cullin based E3

ligase is required for replication forkre-start, and suggests that a targetprotein exists,
most likely at a double strandedbreak site, that becomes ubiquitinated to allow the

resumption of DNAsynthesis.


