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The colony forming ability of E. coli mutants defective in DNA repair was compared to that of
the parent strain AB 1157 after neocarzinostatin treatment. A recA and a recB mutant were most
sensitive. The suppression of the recB mutation in the recBC sbcBC mutant, which is as sensitive
as the parent strain, indicates that recB is not the primary pathway by which lesions after NCS
treatment are repaired. The survival curve of the recBC recF sbcBC mutant, corresponding to
that of the recF mutant, further supports this interpretation. The relative resistance of the recBC
recF sbcBC mutant suggests that NCS lesions are not only repaired by the recF and recB pathway.
An alternative pathway could be the SOS induction, as a lexA mutant also is sensitive to NCS.
The sensitivity of the uvrA and polA xthA mutants, however is explained by the involvement of

the uvrA and polA gen products in rec repair.

Einleitung

Das Antitumor-Antibiotikum Neocarzinostatin
(NCS) induziert unter aeroben Bedingungen Strang-
briiche und Basenabspaltungen in der DNA [1—4].
NCS besteht aus einem sehr reaktionsfihigen Chro-
mophor (M, =659), der nicht kovalent an ein apo-
Protein (M, = 11105) gebunden ist, das den Chromo-
phor vor Weiterreaktion und Inaktivierung schiitzt
[5—7]. Der Chromophor kann von dem apo-Protein
dissoziieren und in doppelstrangige DNA interkalie-
ren [8, 9]. In Gegenwart von Thiolgruppen wird der
Chromophor aktiviert und reagiert unter Radikalbil-
dung mit der Desoxyribose [10, 11]. Dabei wird die
Desoxyribose unter Beteiligung von molekularem
Sauerstoff am C5-Atom zum Aldehyd oxidiert, wo-
durch es zum Strangbruch kommt [1]. Die geschadig-
te Desoxyribose kann auch abgespalten werden, und
es bleibt eine Liicke mit einem 3’-P- und 5'-P-Ende
zuriick, die nicht mehr durch eine Ligase geschlossen
werden kann [2, 12].

Abkiirzungen: DSB, Doppelstrangbruch; ESB, Einzel-
strangbruch; GSH, Glutathion; NCS, Neocarzinostatin;
PBS, phosphate buffered saline (Phosphatpuffer (20 mwm,
pH 6.,8) + 130 mm NaCl).
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Die biochemische Wirkung des NCS ist mit der
Wirkung ionisierender Strahlung verglichen worden
[13, 14]. Im Hinblick auf die mutagene und cytotoxi-
sche Wirkung des NCS ist es von Interesse zu unter-
suchen, ob und iiber welche Wege die entstandenen
DNA-Schéden in der Zelle repariert werden. In hu-
manen Zellinien wurden nach NCS-Einwirkung Re-
paratur von Chromosomen- und Strangbriichen
[15—17] und der Einbau von [*H]Thymidin in ge-
schiadigte DNA [18, 19] nachgewiesen. Eine Unter-
suchung an E. coli-Mutanten, die in der DNA-Repa-
ratur geschidigt waren, ergab, dal3 eine rec-Mutante,
nicht aber eine uvr-Mutante empfindlicher gegen
NCS ist als der Elternstamm [20]. Es war daher wiin-
schenswert, an einer grof3eren Anzahl von reparatur-
defekten Mutanten die Reparaturwege fiir NCS-
Schidden genauer zu analysieren. Hier boten sich
E. coli-Mutanten an. Sie sind zwar aufgrund ihrer
Zellwand sehr resistent gegen NCS [21], konnen
aber durch Inkubation in hypotonem Phosphatpuffer
durchlissig fiir NCS gemacht werden [22, 23].

Wir haben die abtotende Wirkung von NCS auf
E. coli-Mutanten, deren Rekombinations- und Exci-
sionsreparaturvermogen und deren Polymerase I
und SOS-System geschédigt sind, untersucht. Unsere
Ergebnisse zeigen, da3 ein betrdchtlicher Teil der
DNA-Schéden repariert werden kann. Alle in E. coli
bekannten Reparatursysteme sind daran beteiligt.
Die Ergebnisse lassen sich mit neuesten Erkenntnis-
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sen iiber die Reparaturwege und deren wechselseiti-
gen Beziehungen interpretieren.

Material und Methoden
Neocarzinostatin

Klinisches NCS wurde von der Firma Kayaku An-
tibiotics Inc. hergestellt und uns vom Investigational
Drug Branch of the National Cancer Institute Be-
thesda, Md, USA, zur Verfiigung gestellt. Es wurde
in Na-Acetatpuffer (15 mm, pH 5) bei 4 °C gelagert
und hatte laut Hersteller eine Konzentration von
660 ug/ml. Der Chromophor wird durch seine starke
Bindung an das apo-NCS weitgehend vor Inaktivie-
rung geschiitzt. Jedoch lagert sich der durch Disso-
ziation frei werdende Chromophor in wifiriger Lo-
sung sehr schnell um [8]; deshalb nimmt selbst unter
den oben genannten gilinstigen Lagerbedingungen
die biologische Aktivitdt des NCS langsam ab. Sie
entsprach jedoch wihrend der gesamten Versuchs-
dauer anndhernd 250 ug NCS/ml. Dieser Wert diente
als Grundlage fiir die Berechnung der NCS-Konzen-
tration in den Versuchsansitzen.

Bakterienstimme

Die in Tab. I aufgefiihrten E. coli K12-Stimme
wurden von Dr. Barbara J. Bachmann, E. coli Gene-
tic Stock Center, Yale University, zur Verfligung ge-
stellt. Sie sind alle Abkdmmlinge von AB 1157, der
die folgenden genetischen Merkmale besitzt:

thr-1, ara-14, leuB6, A(gpt-proA)62, lacY 1. tsx-
33, supE44, galK2, &A™ rac-, hisG4, rfbD 1, mgl-51,
rpsL31, kdgK 51, xyl-5, mtl-1, argE3, thi-1.

Tab. I. Verwendete E. coli K12-Stamme.

Stamm Die DNA-Reparatur betreffende
genetische Defekte

AB 1157 —

(Elternstamm)

AB 1886 uvrA6

AB 3027 polA 20 xthA 14

AB 2470 recB21

AB 2463 recA13

AB 2480 recA 13 uvrA6

JC 8111 sbcC201 sbeB 15 recB21 recC22 recF 143

JC 7623 sbcC201 sbcB 15 recB21 recC22

JC 9239 recF 143

AB 2494 lexAl

AB 2494 ist zusitzlich auxotroph fiir Methionin.

AB 2480 ist durch mehrere Kreuzungen aus AB
2463 und AB 1886 entstanden und hat nur noch fol-
gende Mutationen:

A(gpt-proA)62, lacY 1, tsx-33?, supE44?, galK?2,
A", rpsL 8 oder rpsL31, xyl-5, mtl-1, thi-1.

Die Mutationen der Stamme beziiglich der DNA-
Reparatur sind gesondert in Tab. I aufgelistet.

Medien und Puffer

Die Zellen wurden in einem M9-Medium kulti-
viert mit folgenden Zusétzen (ug/ml): Threonin 100,
Leucin 200, Prolin 100, Histidin 40, Arginin 200,
Thiamin 1. NCS reagiert in den Zellen nur in Gegen-
wart von Glutathion (GSH) mit der DNA, wie die
NCS-Resistenz von GSH-Mangelmutanten zeigt (ei-
gene Untersuchungen). Deshalb und um einen aus-
reichenden GSH-Vorrat in den Zellen zu garantie-
ren, wurden dem Medium 0,27 mMm GSH zugesetzt.
(Die Zellen konnen neben der Eigenproduktion
auch angebotenes GSH speichern [24].)

Das Agarmedium fiir den Koloniebildungstest ent-
hielt: Trypton (Difco) 1,0%, Hefeextrakt (Difco)
0,3%, NaCl 0,5%, Agar 1,5%.

Wihrend der NCS-Behandlung waren die Zellen
in hypotonem Phosphatpuffer (20 mm, pH 6.8:
1,78 g Na,HPO, x 2 H,O + 1,36 g KH,PO, pro )
resuspendiert.

Inkubation der Zellen mit NCS

Zellen aus einer log-Phase-Kultur (inkubiert bei
37 °C in M9-Medium mit Zusétzen) wurden zentrifu-
giert, in Phosphatpuffer (20 mm, pH 6,8) resuspen-
diert und auf eine Zelldichte von 2 X 10%ml ver-
dinnt. Die Zellen wurden dann 10 min lang bei
37 °C in einem Schiittelwasserbad inkubiert, um die
Zellwand fiir NCS durchlédssig zu machen. Zu den
permeabilisierten Zellen wurde NCS-Losung (End-
konzentration 20 pg/ml) bzw. das entsprechende Vo-
lumen Na-Acetatpuffer (15 mm, pH 5) gegeben. Da
der Chromophor des NCS leicht durch UV-Strahlen
inaktiviert wird [25], wurden die Versuche bei gel-
bem Licht durchgefiihrt.

Um die DNA degradierende Wirkung des NCS zu
einem moglichst definierten Zeitpunkt zu beenden,
wurden nach verschiedenen Inkubationszeiten 10 ul
Probe sofort 1:100 mit isotonem Phosphatpuffer
(20 mm, pH 6,8 + 130 mm NaCl + 5 mm MgCl,)
verdiinnt. Weitere erforderliche Verdiinnungsschrit-
te erfolgten in obigem Puffer ohne MgCl, (PBS).
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Die Platten wurden bei 37 °C inkubiert, um die
Anzahl der iberlebenden, koloniebildenden Zellen
zu bestimmen. Die erhaltenen Daten wurden als %
Uberlebende (N/N,) aufgetragen, dabei ist N die An-
zahl der Uberlebenden nach NCS-Behandlung und
N, die Zellzahl in der Kontrolle.

Beendigung der NCS-Aktivitdt

Da die E. coli-Zellen in isotonem Medium sehr
resistent gegen NCS sind, wurde zundchst davon aus-
gegangen, daf} in den Versuchen die Einwirkung des
NCS auf die Zellen durch 100fache Verdiinnung in
20 mMm Phosphatpuffer mit 130 mm NaCl (PBS) be-
endet werden konnte.

Es zeigte sich jedoch, daf3 die Koloniebildung auf
den Platten durch die verbleibenden geringen NCS-
Konzentrationen (2 X 1072 ug NCS pro Platte in der
1. Verdinnungsstufe) stark beeintrachtigt wird. Dies
wurde dadurch bestétigt, dafl die Koloniebildungsfa-
higkeit der in den Versuchen verwendeten Kontroll-
zellen ebenfalls durch diese geringen NCS-Konzen-
trationen, die direkt auf die Agarplatten aufgetragen
wurden, herabgesetzt war.

Aus der Literatur ist bekannt, da3 5 mm MgCl, die
Wirkung des NCS auf DNA in vitro zu 85% hemmt
[10]. Daher wurde der ersten Verdiinnungsstufe
5 mMm MgCl, zugesetzt und somit ein Weiterwirken
des NCS auf den Agarplatten unterbunden.

Ergebnisse

An 9 reparaturdefekten Mutanten von E. coli und
dem Elternstamm AB 1157 wurde die Koloniebil-
dungsfihigkeit in Abhidngigkeit von der NCS-Ein-
wirkungszeit untersucht. Die Versuche fiir jede Mu-
tante wurden mindestens dreimal durchgefiihrt. Die
erhaltenen Mittelwerte sind in halblogarithmischer
Darstellung als Dosiswirkungskurven aufgetragen.

Um die Auswirkungen der einzelnen Mutationen
auf das Uberleben der Zellen besser miteinander
vergleichen zu konnen, sind die Kurven gruppenwei-
se in 3 Abb. dargestellt (Abb. 1—3). In jeder Abbil-
dung sind die Kurven fiir den Elternstamm und die
am starksten geschidigte recA-Mutante als Refe-
renzkurven mit eingetragen. Das NCS wirkt zu-
ndchst mit einer sehr hohen Abtdtungsrate, die mit
zunehmender Inkubationszeit abnimmt. Dieser Kur-
venverlauf 148t sich nicht durch eine einfache Expo-
nentialfunktion (Eintreffer-Kurve) beschreiben. Er
konnte darauf beruhen, da3 die Konzentration des

aktiven Chromophors durch die Reaktion mit der
Bakterien-DNA abnimmt. Obwohl der Chromophor
unter den gewihlten Versuchsbedingungen (pH 6.,8;
37 °C) labil ist, blieb seine biologische Aktivitit in
einem Kontrollversuch ohne Zellen wihrend der ge-
samten Versuchsdauer konstant.

Im Verlauf der Reaktion des Chromophors mit
der DNA werden aber auch 2 Molekiile Thiol pro
Chromophormolekil oxidiert [1]. Die Reaktionsge-
schwindigkeit des NCS wird also auch stark von der
Verfiigbarkeit an reduzierten Thiolgruppen in der
Zelle bestimmt.

Die DNA-Reparatur, die den Kurvenverlauf
ebenfalls beeinflult, kann bereits wihrend des Ver-
suchs, aber auch spater wiahrend des Wachstums der
Zellen auf dem Agarmedium stattfinden. Da in den
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Abb. 1. Wirkung von 20 ug NCS/ml auf verschiedene rec-
Mutanten von E. coli. Log-Phase-Zellen (2 x 10%/ml) wur-
den in hypotonem Phosphatpuffer bei 37 °C unter aeroben
Bedingungen mit NCS inkubiert. Die Wirkung des NCS
wurde zu den angegebenen Zeiten durch Verdiinnung von
Proben mit isotonem Phosphatbuffer (20 mm + 130 mm
NaCl. pH 6.,8) mit 5 mm MgCI*-Zusatz beendet. Die Kolo-
niebildungsfihigkeit wurde auf Vollmedium-Agar be-
stimmt. Die experimentellen Punkte sind Mittelwerte von
mindestens 3 Versuchen.
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Abb. 2. Inaktivierung einer uvrA- und recA uvrA-Mutante
von E. coli durch Inkubation mit 20 ug NCS/ml. Zum Ver-
gleich sind die Inaktivierungskurven fiir den Elternstamm
und die recA-Mutante ebenfalls dargestellt. Niheres siche
Legende zu Abb. 1.

Zellen in Puffer andere Reparaturprozesse ablaufen
als auf dem néhrstoffreichen Agarmedium [26—28],
wurden die Zellen nicht spéter als 45 min nach Been-
digung der NCS-Einwirkung plattiert.

Bis auf die recBC sbcBC-Mutante (Abb. 1) wer-
den alle Mutanten stdrker als der Elternstamm durch
NCS abgetotet. Sowohl das rec-System (Abb. 1) als
auch das SOS-System und die Polymerase I (Abb. 3)
sind an der Reparatur von DNA-Schiaden nach NCS-
Einwirkung beteiligt. Auch das uvr-System beein-
fluf3t diese Reparatur (Abb. 2).

Die hohe Empfindlichkeit der recA-Mutante ent-
spricht der regulierenden Funktion des recA-Pro-
teins im rec- und SOS-Reparaturweg [29—31]. Der
recF-Weg hat nur eine untergeordnete Bedeutung
fiir die Reparatur von DNA-Schidden nach NCS-Ein-
wirkung. Dagegen wirkt sich das Fehlen des recB-
Gens fast so stark aus wie die recA-Mutation. Dieses
Ergebnis entspricht Befunden nach Bestrahlung, aus

% Uberlebende
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Abb. 3. Inaktivierung einer lexA- und polA xthA-Mutante
von E. coli durch Inkubation mit 20 ug NCS/ml. Die Kur-
ven fiir den Elternstamm und die recA-Mutante aus Abb. 1
sind zum Vergleich mit eingetragen. Niheres siehe Legen-
de zu Abb. 1.

denen geschlossen wurde, daf3 99% der Rekombina-
tionsreparatur tber den recBC-Weg und 1% iiber
den recF-Weg lauft [32, 33]. Die recBC sbcBC-Mu-
tante, in der die sbcBC-Mutation den Defekt in der
recBC-Reparatur kompensiert [34], wird durch NCS
nur so stark abgetotet wie der Elternstamm. Obwohl
dieser Mutante der recBC-Reparaturweg fehlt, wird
sie durch eine zusitzliche Mutation im recF-Gen
nicht empfindlicher gegen NCS als die recF-Mutan-
te: Die Uberlebenskurven der recBC recF sbcBC-
und recF-Mutante haben etwa den gleichen Verlauf.

Diskussion

Die stark abtotende Wirkung des NCS beweist,
dafl der GSH-Gehalt der Zellen ausreicht, um das
NCS zu aktivieren. Dies ist bemerkenswert, da in
hypotonem Puffer kleine Molekiile aus den Zellen in
das Medium diffundieren. Boye wies nach, dal3 iiber
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50% der niedermolekularen Zellthiole freigesetzt
werden, wodurch die Zellen empfindlicher gegen
ionisierende Strahlung sind [22]. GSH bindet in E.
coli K12 mit groBer Affinitit an ein Protein [35].
Moglicherweise wird es dadurch in den Zellen zu-
rickgehalten. Es ist nicht auszuschlieBen, aber un-
wahrscheinlich, dal die Mutanten in den Versuchen
einen anderen GSH-Gehalt als der Elternstamm ha-
ben. Eine gegeniiber dem Elternstamm verdnderte
Schutzwirkung des GSH nach Einwirkung ionisie-
render Strahlung in reparaturdefekten Mutanten ist
in der Literatur noch nicht beschrieben worden. Zu
beachten ist auch, daf3 “liquid holding recovery” in
hypotonem Puffer nur begrenzt ablaufen kann, da
den Zellen niedermolekulare Substanzen und Ionen
fehlen, die sie fiir die DNA-Reparatur benétigen. In
20 mM Phosphatpuffer wurden durch ionisierende
Strahlung induzierte Strangbriiche zwar noch repa-
riert, jedoch langsamer und mit geringerer Effizienz
als in PBS [22].

Die untersuchten Mutanten haben Defekte, die
die Reparatur von DNA-Schidden betreffen, die von
UV- und ionisierender Strahlung verursacht werden.
Mutanten, die empfindlich gegen ionisierende Strah-
lung sind, werden, wie erwartet, auch besonders
stark durch NCS abgetotet, da NCS wie ionisierende
Strahlung Strangbriiche und Basenabspaltungen in-
duziert. Die geringe Empfindlichkeitssteigerung der
uvrA-Mutante, die von Tatsumi und Nishioka [20]
nicht gefunden wurde, ist zundchst schwer verstind-
lich, da die Mutation die Excision der Thymindimere
nach UV-Bestrahlung regelt. Der Befund konnte je-
doch darauf beruhen, daf3 die uvrA- und uvrB-Gene
modifizierend auf das Rekombinationssystem wirken
[36, 37].

Obwohl Doppelstrangbriiche (DSB) durch NCS
nur nach quadratischer Kinetik induziert werden [23,
38, 39], hat der recB-Weg, iiber den DNA-DSB re-
pariert werden [40], eine groBe Bedeutung fiir die
Reparatur der DNA-Schdden. Durch Suppression
der recBC-Mutation in der recBC sbcBC-Mutante
konnen die Schidden auch iiber den recF-Weg repa-
riert werden, denn eine zusitzliche Mutation des
recF-Gens in dieser Mutante bewirkt eine Zunahme

der Empfindlichkeit, wie die Kurve der recBC recF
sbcBC-Mutante zeigt. Uber den recF-Weg werden
einstrangige DNA-Bereiche in doppelstringiger
DNA und DSB, die in diesem Bereich spontan ent-
stehen konnen [40], repariert. Werden die einstran-
gigen DNA-Bereiche an den DSB durch die Exonu-
klease I, dem Produkt des sbcBC-Gens, abgebaut,
konnen die DSB nur von dem recBC-System erkannt
werden [41, 42]. Wenn das recB-Gen mutiert ist,
wird die Aktivitat der Exonuklease I sinnlos. Damit
kann die starke Abtotung der recB-Mutante und die
Aufhebung dieses Effekts in der recBC sbcBC-Mu-
tante erkldrt werden.

Wenn Schiden nur iiber den recF- und recBC-
Weg repariert werden konnen, sollte die recBC recF
sbcBC-Mutante stiarker abgetotet werden als die
recF-Mutante. Dies wurde auch nach UV-Bestrah-
lung gefunden [32]. In unserer Untersuchung ver-
lduft die Uberlebenskurve der recBC recF sbcBC-
Mutante etwa so wie die der recF-Mutante; das ent-
spricht dem Ergebnis nach Rontgenbestrahlung (s.
Tab. IV in [32]). Daraus kann geschlossen werden,
daBl es noch alternative Wege geben muf3, NCS-
Schiaden zu reparieren. Diese konnen bestimmte Ab-
schnitte der Rekombinationsreparatur sein [43—45].
Die Kurve der lexA-Mutante zeigt, daf3 ein erhebli-
cher Teil der Reparatur auch iiber die Induktion des
SOS-Systems lauft. Eine SOS-abhédngige Mutations-
auslosung nach NCS-Behandlung wurde bei E. coli
[46] und Salmonella [47] beobachtet.

Inwieweit die starke Abtotung der polA xthA-Mu-
tante durch die polA- bzw. xthA-Mutation bewirkt
wird, miite noch untersucht werden. Boye et al. [23]
zeigten in einem Hemmbhoftest, daB3 nur die polA-
Mutante, nicht aber die xthA-Mutante empfindlicher
gegen NCS ist als der Elternstamm. Die in unseren
Versuchen gefundene Empfindlichkeit der polA
xthA-Mutante mag darauf beruhen, daf3 die Polyme-
rase I an der Replikationsreparatur beteiligt ist. Da-
fiir spricht auch der Befund von Boye et al. [23], daB3
eine frithe Reparatur von DNA-Strangbriichen, wie
sie nach Einwirkung ionisierender Strahlung beob-
achtet wurde, nach NCS-Behandlung nicht statt-
findet.
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