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Beschreibung

[0001] Gegenstand der Erfindung sind Verfahren zum Nachweis von Mitteln, die DNA-Schadigung verursa-
chen oder potenzieren und Molekile und transformierte Zellen, die nutzbringend in solchen Verfahren einge-
setzt werden kdnnen.

[0002] DNA-Schadigung wird durch eine Reihe verschiedener Mittel, wie zum Beispiel Ultraviolettlicht, Ront-
genstrahlen, freie Radikale, Methylierungsmittel und andere mutagene Verbindungen induziert. Diese Mittel
kdnnen eine Schadigung der DNA, die den genetischen Code eines Organismus umfasst, verursachen und
Mutationen in Genen hervorrufen. In Mikroorganismen kénnen diese Mutationen zur Evolution neuer uner-
wilnschter Stdmme des Mikroorganismus fiihren. Es kénnen zum Beispiel Antibiotika- und Herbizidresistente
Bakterien entstehen. In Tieren kdnnen diese Mutationen zu Carcinogenese fiihren, oder sie kénnen die Game-
ten schadigen, um Anlass zu kongenitalen Defekten bei der Nachkommenschaft zu geben.

[0003] Diese DNA-schadigenden Mittel kbnnen Nukleotide, die DNA umfassen, chemisch modifizieren und
kénnen auch die Phosphodiesterbindungen sprengen, welche die Nukleotide verknlpfen oder die Assoziation
zwischen Basen (T-A oder C-G) unterbrechen. Um der Wirkung dieser DNA-schadigenden Mittel entgegenzu-
wirken, haben Zellen eine Anzahl von Mechanismen entwickelt. So ist zum Beispiel die SOS-Antwort in E. coli
eine gut charakterisierte zellulare Antwort, die durch DNA-Schadigung induziert wird, bei der eine Reihe von
Proteinen exprimiert werden, einschlief3lich der DNA-Reparaturenzyme, welche die geschadigte DNA reparie-
ren.

[0004] Es gibt zahlreiche Umstande, wenn die Identifikation wichtig ist, welche Mittel die DNA-Schadigung
verursachen oder potenzieren kdnnen. Es ist insbesondere wichtig, Mittel nachzuweisen, die DNA-Schadigung
verursachen, bei der Beurteilung, ob es sicher ist, eine Person diesen Stoffen auszusetzen. So kann zum Bei-
spiel ein Verfahren zum Nachweis dieser Stoffe als ein Mutagenese-Assay zum Screening von Verbindungen
verwendet werden, bei denen es sich um Kandidatennahrungsmittelzusatzstoffe, -medikamente oder -kosme-
tika handelt, um zu beurteilen, ob die Verbindung von Interesse gegebenenfalls DNA-Schadigung induziert. Al-
ternative Verfahren zum Nachweis DNA-schadigender Mittel kénnen zur Uberwachung der Wasserversorgun-
gen auf Kontamination mit Schadstoffen, die mutagene Verbindungen enthalten, verwendet werden.

[0005] Es sind verschiedene Verfahren, wie zum Beispiel der Ames-Test, zur Bestimmung der Toxizitat eines
Mittels bekannt. Entwicklungen neueren Datums werden in WO 95/00834 offenbart, die sich auf die Verwen-
dung eines Licht emittierenden Organismus (insbesondere des Bakteriums Photobacterium phosphoreum)
zum Messen der Toxizitat von industriellen Abwassern beziehen. WO 95/07463 offenbart ein Genkonstrukt,
gebildet aus DNA, die fir griin fluoreszierendes Protein kodiert und DNA, die flr ein regulatorisches Element
(wie zum Beispiel einen durch Schwermetalle induzierten Promotor) kodiert, das zum Nachweis von Schad-
stoffen verwendet werden kann. WO 94/17208 offenbart die Verwendung von Stresspromotoren, einschlieBlich
fur DNA-Stress oder -schadigung, mit einem Reportergen zur Bestimmung der Toxizitat einer Verbindung auf
eine eukaryotische Zelle.

[0006] Gemal einem ersten erfindungsgemalen Aspekt ist ein rekombinantes DNA-Molekil bereitgestellt,
umfassend ein regulatorisches Element, das den Promotor und 5'-regulatorische Sequenzen des RAD54-Re-
paraturgens, das operativ an eine DNA-Sequenz, die ein griin fluoreszierende Protein und Licht emittierende
Derivate davon kodiert, gekoppelt ist.

[0007] Gemal einem zweiten erfindungsgemaflen Aspekt ist ein rekombinanter Vektor bereitgestellt, der ein
DNA-Molekil gemafs dem ersten erfindungsgemafen Aspekt und einen DNA-Vektor umfasst.

[0008] Gemal einem dritten erfindungsgemalen Aspekt ist eine Zelle bereitgestellt die ein DNA-Molekul ge-
maf dem ersten erfindungsgemafien Aspekt oder einen rekombinanten Vektor gemafl dem zweiten erfin-
dungsgemalien Aspekt umfasst.

[0009] Gemal einem vierten erfindungsgemafen Aspekt ist ein Verfahren zum Nachweis eines Mittels be-
reitgestellt, das DNA-Schadigung verursacht oder sie potenziert, umfassend:
(a) Aussetzen einer Hefe, die mit einem rekombinanten DNA-Molekiil transformiert ist, nach einem ersten
erfindungsgemafen Aspekt an ein Mittel; und
(b) Uberwachen der Expression des Licht emittierenden Reporterproteins aus der Zelle.

[0010] Unter ,regulatorischem Element" versteht man eine DNA-Sequenz, welche die Transkription eines
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Gens reguliert, mit dem sie assoziiert ist.

[0011] Unter ,operativ gekoppelt" versteht man, dass das regulatorische Element fahig ist, die Expression des
Reporterproteins zu induzieren.

[0012] Unter ,Reporterprotein” versteht man ein Protein, das — wenn es als Antwort auf das regulatorische
Element des erfindungsgemafien DNA-Molekils exprimiert wird — mittels eines geeigneten Assay-Verfahrens
nachweisbar ist.

[0013] Das Verfahren des vierten erfindungsgemafien Aspekts ist zur Beurteilung geeignet, ob ein Mittel ge-
gebenenfalls DNA-Schadigung verursachen kann. Es ist insbesondere nitzlich zum Nachweis von Mitteln, die
DNA-Schadigung verursachen, bei der Beurteilung, ob es sicher ist, eine Person DNA-schadigenden Mitteln
auszusetzen. Das Verfahren kann zum Beispiel als ein Mutagenese-Assay zum Screening verwendet werden,
ob bekannte oder nicht bekannte Mittel, wie zum Beispiel Kandidatennahrungsmittel, -medikamente oder -kos-
metika, DNA-Schéadigung induzieren. Als Alternative kann das erfndungsgeméRe Verfahren zur Uberwachung
von Wasserversorgungen auf Kontamination mit Schadstoffen, die DNA-schadigende Mittel enthalten, verwen-
det werden.

[0014] Das Verfahren des vierten erfindungsgemafen Aspekts kann gleichermallen zur Beurteilung verwen-
det werden, ob ein Mittel die DNA-Schadigung potenzieren kann. Bestimmte Mittel kénnen zum Beispiel
DNA-Schadigung durch Inhibition der DNA-Reparatur (zum Beispiel durch Verhinderung der Expression eines
Reparaturproteins) verursachen, ohne eine DNA-Schadigung direkt zuzufligen. Diese Mittel sind haufig als
Comutagene bekannt und schlieen Mittel, wie zum Beispiel Blei ein.

[0015] Das regulatorische Element des DNA-Molekdls des ersten erfindungsgemaflen Aspekts aktiviert die
Expression des Reporterproteins, wenn DNA-Schadigung auftritt. Diese regulatorischen Elemente umfassen
Idealerweise eine Promotorensequenz, welche die RNA-Polymerase induziert, an das DNA-Molekul zu binden
und die Transkription der DNA, die fir das Reporterprotein kodiert, zu beginnen. Das regulatorische Element
kann auch andere funktionelle DNA-Sequenzen, wie zum Beispiel die Translationsinitierungssequenzen fur
die Ribosomenbindung oder DNA-Sequenzen, die Transkriptionsfaktoren binden, welche die Genexpression
nach der DNA-Schadigung férdern, umfassen. Regulatorische Elemente kdnnen sogar fir Proteine kodieren,
welche zur Entfernung von Transkriptionsinhibitoren aus dem regulierten Gen wirken und dadurch die Trans-
kription dieses Gens verstarken.

[0016] Der Promotor und 5'-regulatorische Sequenzen des RAD54-Reparaturgens kdénnen sich von Hefe und
insbesondere von Saccharomyces cerevisiae herleiten. Es ist am bevorzugtesten, dass das regulatorische
Element den Promotor und 5'-regulatorische Sequenzen des RAD54-Reparaturgens umfasst, die der als SEQ
ID NO 1 identifizierten DNA-Sequenz oder einem funktionellen Analogon oder Fragment davon entsprechen.

[0017] Grun fluoreszierendes Protein (GFP) stammt aus der Qualle Aquorea victoria und ist fahig, blaues
Licht zu absorbieren und ein leicht nachweisbares griines Licht zu reemittieren und ist folglich als ein Repor-
terprotein geeignet. GFP kann vorteilhaft als ein Reporterprotein verwendet werden, weil seine Messung ein-
fach und reagenzlos durchgefiihrt wird und das Protein nicht toxisch ist.

[0018] Derivate von GFP schlieRen DNA-Sequenzen ein, die flr Polypeptid-Analoga oder Polypeptid-Frag-
mente von GFP, die zum Emittieren von Licht fahig sind, kodieren. Viele dieser Derivate absorbieren und ree-
mittieren Licht bei Wellenlangen, die anders als die von GFP sind, das endogen in Aquorea victoria gefunden
wird. Die bevorzugten DNA-Molekiile gemal dem ersten erfindungsgemaflien Aspekt weisen zum Beispiel
eine DNA-Sequenz auf, die das S65T-Derivat von GFP kodiert (worin Serin 65 von GFP durch ein Threonin
ersetzt wird). S65T-GFP besitzt den Vorteil, dass es leuchtender als GFP des Wildtyps ist (wenn es bei dem
Peak seiner langsten Wellenlange angeregt wird) und nur langsames Photobleichen aufweist. S65T-GFP pro-
duziert weiter eine Fluoreszenz einer guten Quantenausbeute und stimmt den Ausgang von Argon-lonen-La-
sern ab, die in Fluoreszenz-aktivierten Zellsortierern verwendet werden. Zellen gemaR dem dritten erfindungs-
gemalen Aspekt, die S65T-GFP kodierende DNA-Molekdle enthalten, kénnen gemal dem Verfahren des vier-
ten erfindungsgemafen Aspekts verwendet werden und sind besonders nitzlich, wenn die Lichtemission aus
den Zellextrakten gemessen wird (siehe nachstehend).

[0019] Eine andere bevorzugte DNA-Sequenz kodiert fir ein durch Hefe verstarktes GFP (YEGFP; ,yeast en-

hanced GFP"), wie zum Beispiel das von Cormack et al. (1997) (in Microbiology 143, S. 303-311) beschriebene
GFP-Derivat. Ein derartiges YEGFP weist eine Aminosawesequenz auf, die zur Verwendung in Hefe bevorzugt
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ist. Folglich ist YEGFP insbesondere zur Transformation von Zellen gemaf dem dritten erfindungsgemafien
Aspekt geeignet, bei dem es sich um Hefe handelt. Wir haben weiter festgestellt, dass aus YEGFP emittiertes
Licht in dieser Hefe sogar umfangreicher als das ist, das von S65T-Derivaten emittiert wird. So war zum Bei-
spiel die Lichtausstrahlung aus dem Hefestamm FF18984 (auch bekannt als Y486), der mit einem YEGFP ko-
dierenden DNA-Molekil transformiert war, doppelt so hoch wie die Ausstrahlung aus FF18984, der mit einem
S65T-GFP kodierenden DNA-Molekil transformiert war. Wir haben festgestellt, dass YEGFP insbesondere fir
die Verwendung in Verfahren geméaR dem vierten erfindungsgeméRen Aspekt geeignet ist, die die Uberwa-
chung der Lichtemission aus intakten Zellen gemafl dem dritten erfindungsgemafien Aspekt (siehe ausfihrli-
chere Besprechung nachstehend) beinhalten.

[0020] DNA-Molekile, die YEGFP kodieren, sind auch nitzlich, weil YEGFP weniger warmeempfindlich als
naszierendes GFP ist.

[0021] DNA-Molekiile gemal dem ersten erfindungsgemafen Aspekt umfassen ein RAD54-regulatorisches
Element, das operativ mit einer DNA-Sequenz gekoppelt ist, die ein GPF oder ein Licht emittierendes Derivat
davon kodiert.

[0022] Das DNA-Molekil kann in einem geeigneten DNA-Vektor zur Bildung eines rekombinanten Vektors ge-
mak dem zweiten erfindungsgemaflen Aspekt enthalten sein. Der Vektor kann beispielsweise ein Plasmid,
Cosmid oder ein Phage darstellen. Derartige rekombinante Vektoren sind von grofiem Nutzen bei der Replika-
tion des DNA-Molekiils des ersten erfindungsgemafien Aspekts. Rekombinante Vektoren sind weiter duf3erst
natzlich zum Transformieren von Zellen mit dem DNA-Molekiil und kénnen auch die Expression des Reporter-
proteins férdern.

[0023] Die rekombinanten Vektoren schlieRen haufig einen oder mehr auswahlbare Marker ein, um die Aus-
wahl von mit dem DNA-Vektor transfizierten Zellen zu ermdglichen und bevorzugt, um die Auswahl von Zellen
zu ermdglichen, welche die rekombinanten Vektoren, die das DNA-Molekiil des ersten erfindungsgemalen As-
pekts inkorporieren, beherbergen. Beispiele dieser auswahlbaren Marker schlieRen Gene ein, die Resistenz
gegen Kanamycin (oder G 148) und Ampicillin verleihen. Auswahlbare Marker kénnen die einschlief3en, wel-
che die Prototrophie wiederherstellen, wie zum Beispiel das URA3-Gen von Hefe.

[0024] Rekombinante Vektoren kénnen dergestalt konzipiert sein, dass sich der Vektor autonom im Cytosol
der Zelle repliziert. In diesem Fall kdnnen im rekombinanten Vektor Elemente erforderlich sein, welche die
DNA-Replikation induzieren. Ein geeignetes Element leitet sich vom 2 p-Plasmid her. Solche Replikationsvek-
toren kdnnen Anlass zu multiplen Kopien des DNA-Molekiils in einem Transformanten geben und sind deshalb
niitzlich, wenn eine Uberexpression (und dadurch erhéhte Lichtemission) des Reporterproteins erforderlich ist.

[0025] Als Alternative kann der rekombinante Vektor dergestalt konzipiert werden, dass der Vektor und das
DNA-Molekil des ersten erfindungsgemaflen Aspekts in das Genom einer Zelle integriert werden. Eine derar-
tige Integration weist im Vergleich zu replikativen Plasmiden den Vorteil einer verbesserten Stabilitat auf. In
diesem Fall sind DNA-Sequenzen erwiinscht, welche die targetierte Integration (z. B. durch homologe Rekom-
bination) beglinstigen. So bevorzugt zum Beispiel die Inkorporation in den rekombinanten Vektor von Frag-
menten des HO-Gens aus Chromosom IV von Saccharomyces cerevisiae die targetierte Integration in Saccha-
romyces cerevisiae oder davon hergeleitete Zelllinien. Es ist bevorzugt, dass das Fragment des HO-Gens die
Sequenz aufweist, die als SEQ ID NO 5 identifiziert ist oder ein Derivat davon darstellt. Es ist auch mdglich,
multiple Kopien von integrierenden rekombinanten Vektoren in das Genom zu insertieren. Dies ermdglicht eine
gréRere Expression und erhdht den Signalausgang weiter. Die Vektoren kénnen zum Beispiel unter Verwen-
dung von Sequenzen aus dem ribosomalen DNA-Array auf Chromosom Xll| targetiert werden.

[0026] Bevorzugte rekombinante Vektoren kénnen aus PFA-Vektoren oder Derivaten davon gebildet werden,
die im Stand der Technik bekannt sind (siehe Wach et al. (1994) Yeast 10, S. 1793-1808).

[0027] Bevorzugte DNA-Molekiile gemaR dem ersten erfindungsgemafien Aspekt weisen eine DNA-Sequenz
auf, die fur ein GFP oder Licht emittierendes Derivat davon kodiert, das von diesen PFA-Vektoren hergeleitet
ist.

[0028] Bevorzugte rekombinante Vektoren sind PFA KANMX3GFP-RAD54, pWDH443 und pWDH444, die
ausfuhrlich im Beispiel beschrieben sind. Die bevorzugten DNA-Moleklle des ersten erfindungsgemafien As-
pekts, die ein RAD54-regulatorisches Element operativ an eine DNA-Sequenz gekoppelt umfassen, die fir ein
GFP oder Licht emittierendes Derivat davon kodiert, kann aus diesen bevorzugtesten rekombinanten Vektoren

4/32



DE 698 25 152 T2 2005.08.11
PFA KANMX3GFP-RAD54, pWDH443 oder pWDH444 hergeleitet werden.

[0029] Der rekombinante Vektor PFA KANMX3GFP-RAD54 umfasst den Vektor des Sequenzprotokolls SEQ
ID NO 4 mit dem regulatorischen Element des Sequenzprotokolls SEQ ID NO 1 oder ein funktionelles Analo-
gon oder Fragment davon, das zwischen die Restriktionsenzymorte Pac1 und BamH1 des Vektors von Se-
quenzprotokoll SEQ ID NO 4 insertiert ist.

[0030] Der bevorzugte rekombinante Vektor pWDH443 umfasst PFA KANMX3GFP-RAD54 mit einem Frag-
ment des HO-Gens, das dem SEQ ID NO 5 entspricht, das am einmaligen BamH1-Ort des
KANMX3GFP-RAD54 insertiert ist. pWWDH443 umfasst die DNA, die fur S65T-GFP kodiert und zur Integration
in das Hefe-Genom fahig ist.

[0031] Der bevorzugte rekombinante Vektor pWDH444 umfasst ein Fragment des 2 y-Plasmids, das mit dem
groRen Fragment ligiert ist, das aus dem BamH1- und Pme1-Aufschluss von pWDH443 generiert wird. Das
Fragment des 2 p-Plasmids kann genau dem grof3en Hindlll/BamH1-Fragment entsprechen, das aus dem
Plasmid pRDK249 freigesetzt wird, das im Journal Biological Chemistry, Volumen 266, S. 14049, Fig. 1
(1991)im Artikel von Johnson, A.W. und Kolodner, R.D., beschrieben ist. Die DNA aus dem 2 p-Plasmid in
pWDH444 ermdglicht diesem rekombinanten Vektor, im Cytosol einer Wirtszelle autonom zu replizieren und
dem rekombinanten Vektor dadurch zu erméglichen, in hohen Kopiezahlen anwesend zu sein (was vorteilhaft
sein kann, wenn eine Uberexpression von GFP und eine erhdhte Licht emittierende Fahigkeit erwiinscht ist).

[0032] Andere bevorzugte rekombinante Vektoren stellen yEGFP-443 und yEGFP-444 dar (siehe Fig. 11 und
Fig. 12).

[0033] YyEGFP-443 leitet sich von pWDH443 her und umfasst das gro3e Fragment von pWDH443, das durch
den Pac1- und Asc1-Aufschluss mit dem Pac1- und Asc1-Aufschlussprodukt von SEQ ID NO 6 (das ein
YEGFP kodiert) generiert wird, das in das groRe Fragment ligiert wird. yEGFP-443 umfasst DNA, die fur
YEGFP kodiert und in das Hefe-Genom integriert werden kann.

[0034] yEGFP-444 leitet sich von pWDH444 her und umfasst das gro3e Fragment von pWDH444, das durch
Pac1- und Asc1-Aufschluss generiert wird, wobei das Pac1- und Asc1-Aufschlussprodukt von SEQ ID NO 6
(das ein YEGFP kodiert) in dieses groRe Fragment ligiert ist. Die DNA aus dem 2 p-Plasmid in yEGFP-444
ermoglicht, dass dieser rekombinante Vektor autonom im Cytosol einer Wirtszelle replizieren kann und da-
durch dem rekombinanten Vektor ermdglicht, in hohen Kopiezahlen anwesend zu sein (was vorteilhaft sein
kann, wenn eine Uberexpression von GFP und erhéhte Lichtemissionsfahigkeit erwlinscht sind).

[0035] Gemal dem dritten erfindungsgemaflen Aspekt wird das DNA-Molekiil in eine Zelle inkorporiert. Der-
artige Wirtszellen kénnen prokaryotisch oder eukaryotisch sein. Geeignete Wirtszellen schlieRen Bakterien-,
Pflanzen-, Hefe-, Insekten- und Saugerzellen ein. Bevorzugte Wirtszellen sind Hefezellen, wie zum Beispiel
Saccharomyces cerevisiae. Hefezellen sind bevorzugt, weil sie wie Bakterien leicht manipuliert werden kén-
nen, sind aber eukaryotisch und weisen deshalb DNA-Reparatursysteme auf, die enger mit Menschen als de-
nen von Bakterien verwandt sind. Folglich stellt die Verwendung solcher Hefe im erfindungsgemafien Verfah-
ren ein verbessertes Verfahren zum Nachweis von DNA-Schadigung im Vergleich zum Ames-Test dar. Der
Ames-Test verwendet Bakterien (Stdmme von Salmonella typhimurium), die — wenn sie einem vermutlichen
DNA-schadigenden Mittel ausgesetzt werden — zu einem Genotoxizitatsergebnis (positiv oder negativ) fihren
koénnen, das aufgrund der Unterschiede zwischen Prokaryoten und Eukaryoten nicht unbedingt reprasentativ
fur die Wirkungen solcher Mittel in Eukaryoten, wie zum Beispiel Menschen, sein wirde.

[0036] Ein anderer sich aus der Verwendung von Hefezellen als ein Wirt ergebender Vorteil besteht darin,
dass DNA-Reparatursysteme im Gegensatz zu Menschen in Hefe induzierbar sind, bei denen die Reparatur-
systeme grofitenteils konstitutiv sind.

[0037] Zu bevorzugten Hefezellen zahlen folgende:
(i) Y485 in haploider Form;
(i) Y486 (auch bekannt als FF18984) in haploider Form
(iii) Y485/486 in diploider Form;
(iv) FY73
(v) YLRO30wa; und
(vi) Y300.

5/32



DE 698 25 152 T2 2005.08.11

[0038] Diese Stamme sind alle in den nationalen Hefestamm-Sammlungen zu finden.

[0039] Der Typ des verwendeten Hefestammes kann die Antwort auf DNA-Schadigung beeinflussen, und wir
haben gefunden, dass die Lichtemission in Abhangigkeit des verwendeten Hefestamms, sehr weitgehend va-
riieren kann. In dieser Hinsicht haben wir gefunden, dass (i), (ii) und (iii) vorstehend besonders niitzliche Stam-
me zur Verwendung gemaf dem erfindungsgenaflen Verfahren sind.

[0040] Zur Expression des durch das erfindungsgemafiie DNA-Molekul kodierten Proteins verwendete Wirts-
zellen werden idealerweise stabil transformiert, obwohl die Verwendung instabil transformierter (transienter)
Zellen nicht ausgeschlossen ist.

[0041] Transformierte Zellen gemanl dem dritten erfindungsgemaflen Aspekt kénnen gemaf den folgenden
Verfahren gebildet werden. PFA-Vektoren kdnnen als geeignetes Ausgangsmaterial verwendet werden, aus
dem DNA-Molekiile des ersten erfindungsgemafien Aspekts und rekombinante Vektoren des zweiten erfin-
dungsgemalien Aspekts gebildet werden kénnen. Die bekannten PFA-Vektoren enthalten oder kbnnen mani-
puliert werden, damit sie DNA enthalten, die fir GFP und Derivate davon kodiert. Solche Vektoren kénnen an-
hand bekannter molekularbiologischer Verfahren manipuliert werden, um ein geeignetes regulatorisches Ele-
ment nachbarstandig zur GFP-Kodierungssequenz zu insertieren, wobei folglich ein DNA-Molekul des ersten
erfindungsgemaflen Aspekts gebildet wird, das in einem rekombinanten Vektor gemal® dem zweiten erfin-
dungsgemalien Aspekt enthalten ist. So kénnen sich zum Beispiel pWDH443, pWDH444, yEGFP-443 und
yEGFP-444 von solchen PFA-Vektoren herleiten. Das DNA-Molekil kann aus dem rekombinanten Vektor ex-
zidiert werden oder das im rekombinanten Vektor enthaltene DNA-Molekul kann zur Transformation einer Zelle
verwendet werden und dadurch eine Zelle gemal dem dritten erfindungsgemafen Aspekt bilden. Die Zelle ist
idealerweise eine Hefezelle (zum Beispiel eine von den vorstehend beschriebenen Stammen). Solche trans-
formierten Zellen kdnnen gemal dem Verfahren des vierten erfindungsgemafen Aspekts verwendet werden,
ungeachtet, ob Mittel die DNA-Schadigung induzieren oder potenzieren oder nicht. Die GFP-Expression wird
als Antwort auf die DNA-Schadigung induziert und das vom GFP emittierte Licht kann leicht unter Verwendung
eines Fluorimeters als ein Index der verursachten DNA-Schadigung gemessen werden. So kann zum Beispiel
das vom GFP bei 511 nm (nach Anregung zwischen 475 und 495 nm —z. B. 488 nm) emittierte Licht als Antwort
auf DNA-Schéadigung, entweder in einer Suspension aus einer definierten Anzahl ganzer Zellen oder aus einer
aus Zellen freigesetzten definierten Materialmenge nach dem Aufspalten bewertet werden.

[0042] Viele bekannte Verfahren zum Nachweis von DNA-Schadigung (einschlief3lich des Ames-Tests und
verwandter Verfahren), bestimmen eine anhaltende DNA-Schadigung, als einen Endpunkt, entweder in der
Form einer falsch reparierten DNA (Mutationen und Rekombinationen) oder einer nicht reparierten Schadigung
in der Form von fragmentierter DNA. Der gréfite Teil der DNA-Schadigung wird jedoch repariert, bevor ein der-
artiger Endpunkt gemessen werden kann, und eine anhaltende DNA-Schadigung tritt nur auf, wenn die Ver-
haltnisse so ernsthaft sind, dass der Reparaturmechanismus gesattigt wurde. Bevorzugte Verfahren des vier-
ten erfindungsgemalen Aspekts sind viel empfindlicher als diese bekannten Verfahren, weil sie die Reparatu-
raktivitat nachweisen (von der wir gefunden haben, dass sie nachweisbar ist, wenn die eigentliche DNA-Scha-
digung nicht nachweisbar ist), die verhindert, dass der vorstehend erwahnte Endpunkt erreicht wird. Deshalb
kann das Verfahren des vierten erfindungsgemafen Aspekts zum Nachweis auf das Vorliegen von DNA-scha-
digenden Mitteln oder die DNA-Schadigung potenzierenden Mitteln bei Konzentrationen unter der Schwelle,
bei der die eigentliche DNA-Schadigung nachgewiesen werden kann, verwendet werden.

[0043] Das Verfahren des vierten erfindungsgemafRen Aspekts ist besonders nitzlich fir Nachweismittel, die
DNA-Schadigung bei niedrigen Konzentrationen induzieren. Die Verfahren kbnnen zum Screening von Verbin-
dungen, wie zum Beispiel Kandidatenmedikamenten, -nahrungsmittelzusatzstoffen oder -kosmetika, verwen-
det werden, zur Beurteilung, ob es sicher ist, einen lebenden Organismus, insbesondere Menschen, solchen
Verbindungen auszusetzen.

[0044] Als Alternative kdnnen die Verfahren des vierten erfindungsgemafen Aspekts zum Nachweis einge-
setzt werden, ob die Wasserversorgungen durch DNA-schadigende Mittel oder Mittel, die die DNA-Schadigung
potenzieren, kontaminiert oder nicht kontaminiert sind. Die Verfahren kénnen zum Beispiel zur Uberwachung
industrieller Abwasser auf das Vorliegen von Schadstoffen, die zu einer erhdhten DNA-Schadigung in Men-
schen oder anderen den Schadstoffen ausgesetzten Organismen flihren kann, verwendet werden.

[0045] Wenn die Verfahren zum Nachweis verwendet werden, ob Wasserversorgungen kontaminiert oder

nicht kontaminiert sind, stellen die Zellen gemaf dem dritten erfindungsgemafRen Aspekt idealerweise einzel-
lige Organismen, wie zum Beispiel Bakterien, Protozoen und insbesondere Hefe dar.
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[0046] Die Expression von Licht emittierendem Reporterprotein kann gemaf dem erfindungsgemafien Ver-
fahren aus Zellextrakten (in welchem Fall Zellen mit jedweden der vorstehend beschriebenen rekombinanten
DNA-Molekiile und/oder rekombinanten Vektoren verwendet werden kénnen) oder aus Proben, die intakte
ganze Zellen enthalten (in welchem Fall yEGFP-443 und yEGFP-444 transformierte Hefezellen bevorzugt ver-
wendet werden) Uberwacht werden.

[0047] Es gibt mehrere Vorteile, die mit der Verwendung ganzer Zellen einhergehen. Da das Aufbrechen der
Zellen keine Anforderung ist, wird die Anzahl der Behandlungsschrite reduziert. Die Herstellung von Extrakten
macht das Ernten von Zellen, Waschen, Zertrimmern mit Glasperlen und Zentrifugation zum Klaren des Ex-
trakts erforderlich. Die Verringerung der Behandlungsschritte reduziert auch das Risiko fir Fehler, die bei der
Handhabung entstehen und tragt zu einem viel schnelleren Verfahren bei. Die Zelldichte und Lichtemission
koénnen Uberdies simultan gemessen werden, wobei sich eine gréRere Sensitivitat ergibt. Deshalb wird das er-
findungsgemaRe Verfahren bevorzugt durch Ziichten von mit einem rekombinanten Vektor gemal dem zwei-
ten erfindungsgemalen Aspekt transformierten Zellen (wie zum Beispiel yYEGFP-443 oder yEGFP-444), Inku-
bation der Zellen mit dem Mittel, das vermutlich die DNA-Schadigung verursacht, fir eine pradeterminierte Zeit
und Uberwachung der Expression des Licht emittierenden Reporterproteins direkt aus der Probe der Zellen,
durchgefiihrt.

[0048] Wenn ganze Zellen verwendet werden, sind sie bevorzugt in einem Wachstumsmedium von geringer
Fluoreszenz enthalten. Dies kann die Notwendigkeit umgehen, dass die Zellen vor der Durchfiihrung von Mes-
sungen gewaschen werden mussen und kénnen folglich die Anzahl von Schritten im Verfahren weiter reduzie-
ren. Die bevorzugte Hefe kann zum Beispiel gemaf} dem dritten erfindungsgemafen Aspekt in F1-Medium ge-
zichtet werden (beschrieben in Walmsley et al. (1983) Mol. Gen. Genet. 192, S. 361-365).

[0049] Gemall einer bevorzugten Ausflihrungsform des erfindungsgemalen Verfahrens konnen
FF18984-Zellen mit yEGFP-444 transformiert und in F1-Medium gezichtet werden. Ein vermutliches
DNA-schadigendes Mittel (z. B. ein Nahrungsmittelzusatzstoff oder potenzielles Medikament oder ein in einer
Wasser- oder Abwasserprobe enthaltenes Mittel) kann dann dem die Zellen enthaltenden F1-Medium zugefligt
werden. Die Zellen durfen dann fur eine definierte Zeitdauer wachsen, nach welcher Zeit eine Probe der Zellen
entnommen und die Fluoreszenz davon gemessen wird. Diese Messung kann durch Bestimmung der Zellkon-
zentration und Fluoreszenz in der Probe unter Verwendung der Nephelometrie (Lichtstreuung) bewirkt werden.
Die Zellen kénnen zum Beispiel bei 600 nm illuminiert werden und das gestreute Licht (bei 600 nm) bei 90°
bezogen auf den einfallenden Strahl bestimmt werden. Das vom GFP emittierte Licht kann durch Anregung bei
495 nm und das bei 518 nm emittierte Fluoreszenzlicht bei 90° bezogen auf den einfallenden Strahl gemessen
werden. Beide Messungen kdnnen in einer einzigen Kivette vorgenommen werden. Eine normalisierte Licht-
emission des GFP wird durch Dividieren des GFP-Fluoreszenzwertes durch den Lichtstreuungswert der gan-
zen Zelle (bei 600 nm) berechnet. Diese erfindungsgemafe Ausfihrungsform besitzt den Vorteil, dass sie mit
einem Minimum an Schritten (d. h. einer Inkubationsperiode gefolgt von direkter Fluoreszenzmessung) leicht
durchgefiihrt werden kann.

[0050] Das erfindungsgemafe Verfahren sollte idealerweise empfindliche Fluorimeter einsetzen und die
Lichtstreuung reduzieren, damit diese Lichtemission vom Reporterprotein akkurat gemessen werden kann. Wir
haben ermittelt, dass die Sensitivitdt unter Verwendung eines Filters von 495 nm, das zwischen die Proben-
kammer und den Emissionsdetektor des Fluorimeters eingeflihrt wird, verbessert werden kann. Ein derartiges
Filter reduziert weiter den Impakt der Lichtstreuung und verbessert die Empfindlichkeit des Verfahrens, wenn
ganze Zellen enthaltende Proben verwendet werden.

[0051] Die vorliegende Erfindung wird nun durch Beispiele unter Bezugnahme auf die begleitenden Zeichnun-
gen beschrieben, worin:

[0052] Fig. 1 eine schematische Darstellung von DNA darstellt, die fir den RAD54-Promotor kodiert, der
zeigt, wo die in Beispiel 1 verwendeten PCR-Primer an die DNA binden,;

[0053] Fig. 2 eine schematische Darstellung von DNA darstellt, die fir den RAD54-Promotor kodiert, der
durch die PCR-Amplifikation, wie in 1.1 von Beispiel 1 beschrieben, hergestellt wird;

[0054] Fig. 3 eine schematische Darstellung des in Beispiel 1 bei der Herstellung von erfindungsgemafien
DNA-Molekilen verwendeten PFA KANMX3GFP-Konstrukts darstellt;

[0055] Fig. 4 eine schematische Darstellung des rekombinanten Vektors PFA KANMX3GFP-RAD54 von Bei-
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spiel 1 darstellt, der ein erfindungsgemalfes DNA-Molekiil inkorporiert;

[0056] Fig. 5 eine schematische Darstellung des rekombinanten Vektors pWDH443 von Beispiel 1 darstellt,
der ein erfindungsgemafes DNA-Molekul inkorporiert;

[0057] Fig. 6 eine schematische Darstellung des rekombinanten Vektors pWDH444 von Beispiel 1 darstellt,
der ein erfindungsgemafes DNA-Molekul inkorporiert;

[0058] Fig. 7 ein Diagramm darstellt, das eine Zunahme der Fluoreszenz erlautert, die in Zellen gemal dem
dritten erfindungsgemafien Aspekt auftritt, wenn die Zeilen einem DNA-schadigenden Mittel ausgesetzt wer-
den;

[0059] Fig. 8 ein Diagramm darstellt, das den zeitlichen Verlauf der Induktion von Helligkeit durch ein
DNA-schadigendes Mittel fir eine mit pWWDH444 transformierte Zelle erlautert;

[0060] Fig.9 ein Diagramm darstellt, das den zeitlichen Verlauf der Induktion von Helligkeit durch ein
DNA-schadigendes Mittels fir eine mit pWDH443 transformierte Zelle erlautert;

[0061] Fig. 10 ein Diagramm darstellt, das die Wirkung unterschiedlicher Konzentrationen eines DNA-scha-
digenden Mittels auf die Helligkeit des Zellextrakts durch ein DNA-schadigendes Mittel fur Extrakte aus einer
mit pWDH444 transformierten Zelle erlautert;

[0062] Fig. 11 eine schematische Darstellung des rekombinanten Vektors yEGFP-443 von Beispiel 3 dar-
stellt, der ein erfindungsgemaltes DNA-Molekiil inkorporiert;

[0063] Fig. 12 eine schematische Darstellung des rekombinanten Vektors yEGFP-444 von Beispiel 2 dar-
stellt, der ein erfindungsgemalftes DNA-Molekdl inkorporiert; und

[0064] Fig. 13 ein Diagramm darstellt, das Emissionsspektren von Hefezellen, nicht transformierten und
transformierten Zellen mit yEGFP-444 —/+ 0,01% MMS erlautert.

BEISPIEL 1
1.1 VERFAHREN
1.1.1 Herstellung von DNA, die fur den RAD54-Promotor kodiert.

[0065] Es wurde ein DNA-Fragment hergestellt, welches die Promotor-Region des RAD54-Gens enthalt und
schematisch in Eig. 2 dargestellt ist.

[0066] Das RAD54-Gen befindet sich auf Chromosom VII der Hefe Saccharomyces cerevisiae. Die Sequenz
des gesamten Genoms fiir Saccharomyces cerevisiae ist in 6ffentlichen Datenbanken erhaltlich. Auf die Ge-
nom-Datenbank fiir zum Beispiel Saccharomyces cerevisiae kann Uber die World Wide Web an vielen Orten,
wie zum Beispiel http://genome-www.stanford.edu/, zugegriffen werden. Die relevante Region von Chromo-
som VII, die das RAD54-Gen und regulatorische Element von Interesse enthalt, Uberspannt die Basen
193710-198141.

[0067] Das DNA-Fragment, enthaltend die Promotor-Region des RAD54-Gens, wurde durch die Polymera-
sekettenreaktionsamplifikation (PCR-Amplifikation) der vorgeschalteten nicht kodierenden Region von RAD54
zwischen dem RAD54-Startcodon (ATG) und dem nachsten Gen (SUT1) hergestellt. Diese Region Giberspannt
1729 Basenpaare und enthalt alle Sequenzen, von denen bekannt ist, dass sie an der RAD54-Regulation (d.
h. dem regulatorischen Element) beteiligt sind. Diese Region ist durch SEQ ID NO 1 kodiert.

[0068] Die PCR-Amplifikation wurde unter Verwendung von zwei PCR-Primern, die als BAM54 und 54PAC
bezeichnet werden, die im Sequenzprotokoll als SEQ ID NO 2 bzw. SEQ ID NO 3 identifiziert sind, durchge-
fuhrt.

[0069] BAM54 umfasst die folgenden 31 Basen:
5' cctccggatccgacatacgatgacctcaatg 3
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[0070] Designgemal enthalt BAM54 die Basen ggatcc zur Gewahrleistung, dass das PCR-Produkt einen
BamH1-Restriktionsort und die Basen gacatacgatgacctcaatg enthielt, die den ersten 20 Basen nach dem
SUT1-Gen entsprechen, damit BAM54 an das gewilinschte DNA-Fragment binden kann. Die 5'-Basen cctcc
wurden zugeflgt zur Gewahrleistung, dass BamH1 am Einfliihrungsort schneiden konnte.

[0071] 54PAC umfasst die folgenden 44 Basen:
5' ccteegttaattaacatcagttataaggaaatatatatggtace 3'

[0072] Designgemal enthielt 54PAC die Basen ttaattaa zur Gewahrleistung, dass das PCR-Produkt einen
Pac1-Restriktionsort enthielt, die Basen cagttataaggaaatatatatggtacc den ersten 27 vorgeschalteten Basen
des RAD54-Gens entsprechen, damit 54PAC an das gewlinschte DNA-Fragment binden kann, und die 5'-Ba-
sen cctcecg wurden zugeflgt, zur Gewahrleistung, dass Pac1 am Einflihrungsort schneiden konnte. Der Primer
54PAC bildet den Antisense-Strang des amplifizierten Fragments, und folglich stellen die Basen in 54PAC, die
schlieBlich fir ein Reporterprotein eines DNA-Molekiils gemal dem ersten erfindungsgemalfen Aspekt kodie-
ren, ,Antisense-Codons" dergestalt dar, dass die Basen cat eingefiihrt wurden, um die Aminosawe Methionin
zuzufiigen, die in einem rekombinanten Vektor des zweiten erfindungsgemafen Aspekts als ein Startcodon
wirkt und die Basen cctccgttaattaacat auch eine ,Antisense"-Kodierungssequenz darstellen.

[0073] Fig.1 zeigt eine schematische Darstellung der 5'- und 3'-Anteile des DNA-Fragments (1), das
PCR-amplifiziert wurde und erlautert, wo Primer BAM54 (2) und 54PAC (3) an das Fragment binden. Fig. 1
zeigt weiter den BamH1-Restriktionsort (4) und den Pac1-Ort (5), die in das PCR-amplifizierte Fragment (1)
eingefihrt wurden. Der Start der Transkription, die Codons fiir die ersten 5 Aminosauren eines Proteins, die
vom RAD54-Promotor exprimiert werden, und die Richtung der Transkription sind auch bekannt.

[0074] Nach der PCR-Amplifikation wurde die fir den RAD54-Promotor kodierende DNA zur Bildung eines
erfindungsgemafen rekombinanten Vektors in einen PFA-Vektor insertiert (siehe 1.3).

1.1.2 Das PFA KANMX3GFP-Konstrukt.

[0075] Zur Konstruktion von erfindungsgemalen rekombinanten Vektoren wurde ein PFA-Vektor verwendet.
Die PFA-Plasmidreihe wurde zuvor veréffentlicht (Wach et al. (1994) Yeast 10, S. 1793-1808).

[0076] Ein Plasmid PFA KANMX3GFP leitete sich vom bekannten Plasmid PFA KANMX3 her (gezeigt in
Fig. 1B, Seite 1797 von Wach et al.). Im von den Erfindern verwendeten Plasmid wurden die lacz-Sequenzen
von PFA KANMXS zur Bildung von PFA KANMX3GFP durch GFP-Sequenzen ersetzt. Die Sequenz von PFA
KANMX3GFP ist als SEQ ID NO 4 angeheftet (siehe Fig. 3).

[0077] PFA KANMX3GFP enthalt eine DNA-Sequenz, die fiir das S65T-Derivat von GFP kodiert, das einen
Pac1-Ort eben nach dem Startcodon der Transkription des GFP-Gens aufweist. S65T wurde als ein
Pac1/Asc1-Fragment in den Vektor insertiert. PFA KANMX3GFP enthalt auch DNA (2689 bp), die fur ein Gen
kodiert, das Kanamycin-Resistenz verleihen kann.

1.1.3 Das KANMX3GFP-RADS54-Konstrukt (siehe Eig. 4)

[0078] Die DNA, kodierend fur den RAD54-Promotor (siehe 1.1) und PFA KANMX3GFP (siehe 1.2), wurde
mit den Restriktionsenzymen BamH1 und Pac 1 behandelt. Das KANMX3GFP-RADS4-Konstrukt wurde dann
durch einmaliges Ligieren der DNA, kodierend fur den RAD54-Promotor (mit den klebrigen Enden von BamH1
und Pac 1) in das linearisierte PFA KANMX3GFP zwischen dem einmaligen BamH1- und Pac 1-Ort nachbar-
standig an die S65T kodierende Sequenz hergestellt. Zur Erleichterung des Klonierens wurde PFA
KANMX3GFP auch mit Smal behandelt. Der Smal-Ort in PFA KANMX3GFP liegt zwischen BamH1 und Pac1,
deshalb verhinderte die Smal-Behandlung die Rezirkularisierung des Vektors. Der Pac1-Ort stellt einen ,In-fra-
me" dergestalt dar, dass das S65T-Gen transkribiert werden kann.

1.1.4 Das pWDH443-Konstrukt
[0079] Das KANMX3GFP-RADS54-Konstrukt wurde am einmaligen BamH1-Ort geschnitten, dann mit
DNA-Polymerase (poll) und intestinaler Phosphatase vom Kalb behandelt, um stumpfe und nicht selbst ligier-

bare Enden zu produzieren. Ein Dral-Fragment (siehe SEQ ID NO 5) des HO-Gens wurde dann zwischen den
stumpfen Enden des behandelten KANMX31-RAD54-Konstrukts zur Bildung des pWDH443-Konstrukts ligiert.
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[0080] Das HO-Gen wird auf Chromosom IV des Hefe-Chromosoms gefunden, und die Sequenzen sind in
der Genom-Datenbank fir Saccharomyces cerevisiae hinterlegt, die sich in der 6ffentlichen Domane befindet.
Auf die Datenbank kann tber die World Wide Web an vielen Orten zugegriffen werden, zum Beispiel Uber
http://genome-www.stanford.edu/.

[0081] Das Dral-Fragment des HO-Gens enthéalt einen BamH1-Ort an den Basen 711-716 von SEQ ID NO 5
und wurde zur Férderung der Integration des Konstrukts in das Hefe-Genom durch die bekannten Verfahren
der homologen Integration eingesetzt.

[0082] Das pWDH443-Konstrukt kann mit BamH1 geschnitten und zur Transformation von Hefe (Y485/486)
mit der G418-Selektion (einem Derivat von Kanamycin) verwendet werden. Die Transformation wurde unter
Verwendung des bekannten Lithiumacetat-Verfahrens (siehe http://www.umanitoba.ca/faculties/medici-
ne/human_genetics/gietz/Trafo.html) durchgefiihrt.

[0083] Das pWDH443-Konstrukt integriert in das Hefe-Genom am HO-Locus. pWDH443 ist ein bevorzugter
rekombinanter Vektor gemaf dem zweiten erfindungsgemafien Aspekt und mit pWDH443 transformierte Zel-
len sind bevorzugte Zellen gemaf dem dritten erfindungsgemafen Aspekt.

1.1.5 Das pWDH444-Konstrukt (siehe Fig. 6).

[0084] Das pWDH444-Konstrukt wurde dann (durch Manipulation von pWDH443) dergestalt entwickelt, dass
das Konstrukt zur Replikation im Inneren eines Hefewirtes zum Vorliegen als Multikopien fahig war. Um dies
zu erreichen, wurden ein DNA-Fragment (stumpf an einem Ende und BamH1 geschnitten am anderen), ent-
haltend Sequenzen, die fir cis-wirkende Replikationsfaktoren aus dem nattirlich vorkommenden 2 p-Plasmid
in Hefe kodieren, Hefe-URA3-Gen (Uracil-Prototrophie) und bakterielle Plasmid-pBR322-Sequenzen, die Re-
plikationsfahigkeit (ORI) und Ampicillin-Resistenz (AMPr) gegen das Konstrukt (bei Erhaltung in E. coli) verlei-
hen, in mit BamH1 und Pme1 geschnittenes pWDH443 ligiert. Anhand dieses Schneidens wurde ein Fragment
von pWDH443 entfernt, das einen Not1-Ort enthielt. Das Ligationsgemisch wurde vor der Transformation mit
Not1 geschnitten, um die Rezirkularisierung von pWDH443 zu verhindern. Der BamH1-Ort im HO-Fragment
(siehe vorstehend) und das HO-Fragment sind deshalb im pWDH444 frankiert.

[0085] Das 2 p-Plasmid-Fragment enthielt Sequenzen, die der Sequenz von Hefe der 2u-Herkunft, des
URA3-Gens, des pBR322-ORI und der Ampicillin-Resistenz entsprechen, werden als ein angrenzendes Frag-
ment in mehreren Plasmiden gefunden. (Zum Beispiel der als Yep420 bezeichnete Shuttle-Vektor.) Das von
den Erfordern verwendete 2 p-Plasmid-Fragment entspricht genau dem gro3en Hindlll/BamH1-Fragment, das
aus dem Plasmid pRDK249, beschrieben im Journal Biological Chemistry, Volumen 266, S. 14049, Fiqg. 1
(1991) im Artikel von Johnson, A.W. und Kolodner, R.D., freigesetzt wird. Das Plasmid wurde zuerst spezifisch
mit Hindlll geschnitten, dann mit DNA-Polymerase 1 zur Herstellung eines stumpfen Endes behandelt. Das
Plasmid wurde dann mit BamH1 behandelt, wobei ein Fragment hergestellt wurde, das an einem Ende stumpf
ist und am anderen Ende ein BamH1 aufweist. Dieses Fragment wurde mittels Gelelektrophorese gereinigt.

[0086] Das pWDH444-Konstrukt wurde zur Transformation von Hefe (wie fir pWDH443 beschrieben) ver-
wendet, das fir entweder Uracil-Prototrophie (URA3) oder G418-(Kanamycin)-Resistenz selektierte und zur
autonomen Replikation mit der Hefe fahig war. pWWDH444 ist ein bevorzugter rekombinanter Vektor gemaf
dem zweiten erfindungsgemafRen Aspekt, und mit pWDH444 transformierte Zellen sind gemaf dem dritten er-
findungsgemafien Aspekt bevorzugte Zellen.

1.2. EXPERIMENTE ZUR FLUORESZENZBESTIMMUNG.

[0087] Durch GFP bei 511 nm (nach Anregung bei 488 nm) emittiertes Licht aus Hefezellen, die mit p?WDH443
und pWDH444 transformiert sind und GFP exprimieren, wurde in einem Fluorimeter bei Abwesenheit (Kontrol-
len) oder Anwesenheit von Verbindungen, von denen bekannt ist, dass sie DNA-Schadigung induzieren, wie
zum Beispiel Methylmethansulfonat (MMS), gemessen. Die Proben wurden als ganze Zellen oder als Zellex-
trakte bestimmt.

1.2.1. Stdmme und Wachstumsbedingungen.

[0088] Hefestamme Y485 und Y486 in haploider Form oder Y485/486 in diploider Form waren in diesem Bei-
spiel enthalten (siehe vorstehend).
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[0089] Die Medien YP plus 2% Glucose (YPD) und synthetische Medien plus 2% Glucose (SD) wurden wie
in Kaiser et al. (1994) (Methods in Yeast Genetics. Cold Spring Harbor Laboratory Course Manual, NY: Cold
Spring Harbor Press, Cold Spring Harbor Laboratory, NY, NY.), beschrieben, hergestellt.

1.2.2. Fluoreszenz-Assays.

[0090] Eine in SD-Medium geziichtete Zellkultur in der stationdren Phase wurde als Inokulumquelle verwen-
det. Aliquote von Zellen (30 pl) wurden in 3 ml SD in 15-ml-Reagenzréhrchen inokuliert. Die Halfte der Rohr-
chen wurde mit 0,01% MMS supplementiert (die Gbrigen Réhrchen blieben als Kontrollen zuriick). Die Rohr-
chen wurden 16 h bei 25°C auf einem orbitalen Schittler bei 120 U/min inkubiert, dann unter Aufrechterhaltung
des Rihrens in eine Eisbox transferiert. Die Zellen wurden dann in 1,5 ml fassende Eppendorf-Réhrchen trans-
feriert, durch Zentrifugation (10s) geerntet, zweimal in sterilem destilliertem Wasser gewaschen und in 250 pli
Extraktionspuffer resuspendiert.

[0091] Fur die Fluoreszenzmessungen ganzer Zellen wurden die gewaschenen Zellen direkt in Kiivetten, die
2,75 ml steriles destilliertes Wasser enthielten, tUberfihrt.

[0092] Fur Studien an Zellextrakten wurden den Réhrchen mit Zellen 100 pl Glasperlen mit einem Dwchmes-
ser von 400-600 nm zugefiigt, die dann in einen BIO 101 Fastprep FP120 zur mechanischen Aufspaltung der
Zellen gegeben wurden. Nach der 30-sekiindigen Zentrifugation wurde der Uberstand in ein reines Réhrchen
Uberfuhrt. Das Pellet aus Perlen wurde in weiteren 250 ul Extraktionspuffer gewaschen, und dieses wurde dem
Uberstand aus der vorherigen Extraktion zugefiigt. 200 pl des gepoolten Extrakts in 300 pl Wasser wurden
dann in eine Kivette Uberfuhrt.

[0093] Fluoreszenzmessungen wurden mit einem Perkin Elmer LS50 Fluoreszenzspektrometer durchgefihrt.
Die Anregungs- und Emissionswellenlangen wurden auf 488 nm bzw. 511 nm eingestellt, wobei die Spaltweite
10 nm betrug. Zur Bereinigung von Variationen der Zellzahl/Proteinextraktionseffizienz wurde fiir jede Kivette
bei entweder 600 nm (fur ganze Zellen) oder 280 nm (fiir Extrakte) die Lichtabsorption aufgezeichnet. Die aus
dem Fluorimeter erhaltenen Fluoreszenzwerte wurden dann durch die Absorptionsablesungen dividiert, um
den ,Helligkeitswert" zu erhalten, eine willkurliche Einheit, die von der Probenkonzentration unabhangig ist. An-
dere Datenhandhabungseinzelheiten werden entweder im Text oder in den Figuren angesprochen.

1.2.3 Ergebnisse

[0094] Fur pWDH443-transformierte Hefe zeigten sowohl die Paarungstypen (Y485 und Y486) als auch die
diploiden Zellen (Y485/486) statistisch signifikante Zunahmen der Fluoreszenz, wenn sie 0,002% und 0,01%
MMS ausgesetzt wurden.

[0095] Wiein Fig. 7 ersichtlich ist, zeigte pWDH443-transformierte Hefe (Y485, Y486 und die diploiden Zellen
[Y485/486]) auch eine Zunahme der Helligkeit bei Vorliegen des DNA-schadigenden Mittels MMS (Y485i,
Y486i und Diploidi) im Vergleich zu nicht transformierten Zellen die auch dem MMS (Y485, Y486 und Diploid)
ausgesetzt wurden.

[0096] Die Fluoreszenz begann eine Stunde nach der Induktion mit 0,05% MMS zuzunehmen. Fig. 8 und
Fig. 9 zeigen zeitliche Verlaufe der Induktion von Helligkeit durch MMS im haploiden Hefestamm Y486, der mit
pWDH444 (Y486p + MMS) bzw. pWDH443 (Y486i + MMS) transformiert wurde. Die Wirkung von MMS auf
nicht transformierte Zellen (Y486 + MMS) und die Helligkeit in unbehandelten Zellen (Y486, Y486p und Y486i)
wird auch gezeigt.

[0097] Fig. 10 erlautert, dass 0,02% und 0,05% MMS zu einer Zunahme der Fluoreszenz im haploiden He-
festamm Y486 fuhrt, der mit pWDH444 (Y486p) transfiziert wurde, aber keine signifikante Wirkung bei nicht
transformierten Zellen (Y486) besitzt. SDS wurde als eine Kontrolle der Aushebung der Fluoreszenz aus GFP
eingeschlossen.

[0098] Proteinextrakte aus nicht transformierten Hefezellen und sowohl mit pWDH443 als auch pWDH444
transformierten Hefezellen wurden in einer Western-Blot-Analyse unter Verwendung eines Anti-GFP-Antikor-
pers nachgewiesen. GFP wurde in nicht transformierten Zellen nicht nachgewiesen und wurde nur bei niedri-
gen Konzentrationen in nicht induzierten transformieren Zellen nachgewiesen. Wenn jedoch mit pWDH443
oder pWDH444 transformierte Hefezellen mit MMS induziert wurden, trat eine erhebliche Zunahme der
GFP-Antikérperbindung auf. Diese Zunahme verhielt sich proportional zu der gemessenen Fluoreszenz und
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bestatigte folglich, dass die Zunahme der Fluoreszenz auf die DNA-Schadigung zuriickzufiihren war, die den
RAD54-Promoter induzierte und danach zur GFP-Expression fiihrte.

[0099] Diese Daten erlautern, dass mit pWDH443 und pWDH444 transformierte Hefe eine erhéhte Fluores-
zenz (bei 511 nm) bei Vorliegen eines DNA-schadigenden Mittels emittiert. Demzufolge sind pWDH443 und
pWDH444 gemal dem zweiten erfindungsgemafien Aspekt hoch bevorzugte rekombinante Vektoren, und die
mit pWDH443 und pWDH444 transformierten Zellen sind gemafk dem dritten erfindungsgemafen Aspekt hoch
bevorzugte Zellen. Diese transformierten Hefezellen sind zur Verwendung gemaf dem Verfahren des vierten
erfindungsgemafien Aspekts sehr geeignet, obwohl erkannt werden wird, dass alternative, rekombinante Vek-
toren gemafl dem zweiten erfindungsgemafien Aspekt konstruiert werden kénnen und Zellen, die mit diesen
alternativen, rekombinanten Vektoren transformiert werden, in den erfindungsgemafen Rahmen fallen.

[0100] Mit pWDH443 und pWDH444 transformierte Zellen kdnnen in einem Verfahren gemafl dem vierten er-
findungsgemafien Aspekt als ein Mittel zum Screening von Verbindungen, wie zum Beispiel Kandidatenmedi-
kamenten, -nahrungsmittelzusatzstoffen oder -kosmetika zur Beurteilung, ob es sicher ist, einen lebenden Or-
ganismus, insbesondere Menschen, solchen Verbindungen auszusetzen oder die Zellen kbnnen zum Nach-
weis verwendet werden, ob die Wasserversorgungen durch DNA-schadigende Mittel oder Mittel, die die
DNA-Schadigung potenzieren, kontaminiert sind.

BEISPIEL 2

[0101] Der rekombinante Vektor yEGFP-444 wurde gebildet und zur Transformation von Hefezellen verwen-
det, die YEGFP als Antwort auf ein DNA-schadigendes Mittel (MMS) exprimierten.

2.1. VERFAHREN
2.1.1. Stamme und Wachstumsbedingungen.

[0102] In diesem Beispiel verwendeter Hefestamm:

(i) FF18984 (MATa Leu2-3,112 Ura3-52 Lys2-I His7-1)

(i) YLRO30wa (MATa His3A200 Ura3-52)
[0103] Die verwendeten Medien waren die gleichen wie die unter 1.2.1 beschriebenen.

2.1.2 DNA-Konstrukte

[0104] Das modulare Design von pWDH444 (siehe Beispiel 1) ermdglichte den einfachen Ersatz des
S65T-Derivats von GFP durch das YEGFP-Gen (Cormack et al., 1997 vorstehend) zur Bildung des bevorzug-
ten rekombinanten Vektors yEGFP-444 (siehe Eig. 12).
[0105] YEGFP wurde unter Verwendung von Primern, die flankierende Pac1- und Asc1-Restriktionsenzymor-
te zufligen, um das PCR-Produkt von SEQ ID NO 6 zu ergeben, PCR-amplifiziert. Dieses PCR-Produkt wurde
dann mit Pac1 und Asc1 geschnitten.
[0106] Das S65T-GFP-Gen wurde durch Schneiden mit Pac1 und Asc1 aus pWDH444 freigesetzt, und die
Gelelektrophorese wurde zur Reinigung des ubrigen Vektorfragmentes (d. h. des groRen Fragments) verwen-

det.

[0107] Das grofiere Pac1- und Asc1-Fragment des PCR-Produkts wurde dann in das gro3e Fragment von
pWDH444 zur Bildung von yEGFP-444 ligiert.

2.2 EXPERIMENTE ZUR FLUORESZENZBESTIMMUNG.
2.2.1 Fluoreszenz-Assays.

[0108] Die Beurteilung der GFP-Fluoreszenz in ganzen Zellen wurde im Wesentlichen wie unter 1.2 (vorste-
hend) beschrieben durchgefiihrt.
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2.2.2 Ergebnisse
[0109] Die Lichtausstrahlung aus den mit Plasmid yEGFP-444 transformierten Zellen war sogar gro3er als
die aus den mit pWDH443 oder pWDH444 transformierten Zellen. Tabelle 1 erlautert faktisch, dass sich die

Lichtausstrahlung aus mit yYEGFP-444 transformierten FF18984 im Vergleich zu mit pWWDH444 transformierten
FF18984 mehr als verdoppelte.

TABELLE 1:

Vergleich der Fluoreszenzabgabe aus yEGFP-444 und pWDH444.

Rekombinanter Vektor Helligkeit (HE) + MMS Helligkeit (HE) - MMS

100 45
yEGFP-444 97 41
93 47

Durchschnitt = 96,7 Durchschnitt = 44,3
45 27
pWDH444 54 29
48 26

Durchschnitt = 49 Durchschnitt = 27,3

[0110] Wir haben gefunden, dass pWDH443 und pWDH444 zur Verwendung gemal dem erfindungsgema-
Ren Verfahren geeignet sind, wenn die Lichtentwicklung (als Antwort auf DNA-Schadigung) aus sich von Zellen
gemal dem vierten erfindungsgemalen Aspekt herleitenden Zellextrakten (damit ein gutes Sig-
nal/Rausch-Verhaltnis erreicht wird) gemessen wird. pWWDH443 und pWDH444 sind, teilweise infolge der Licht-
streuung, von begrenztem Gebrauch fir Messungen der ganzen Zelle. Es gibt nur einen schmalen Unterschied
zwischen den in der GFP-Beurteilung verwendeten Anregungswellenlangen von (475-495 nm) und Emissions-
wellenlangen (ca. 512 nm). Unter Verwendung von yEGFP-444, zusammen mit einem empfindlichen Spektro-
photometer, wurde es mdglich, das GFP-Signal als eine korrekt positionierte Schulter auf dem Fluores-
zenz-Scan zu erkennen.

[0111] FEig. 13 erlautert Emissionsspekiren (Anregung bei 488 nm) aus 0,2 ODG600-Einheiten von
FF18984-Zellen, mit yEGFP-444 —/+ 0,01% MMS nicht transformierten und transformierten Zellen. Die Zellen
wurden vor der Resuspension in 1 x TE und weiterer Verdiinnung zweimal in sterilem Wasser gewaschen. Das
niedrigste Spektrum stellt die Fluoreszenz dar, die von nicht transformierten Zellen mit einem MMS-Challenge
gemessen wurden, und das nachste zeigt die gleichen Zellen ohne MMS. Das mittlere Spektrum stellt
FF18984-Zellen dar, die mit dem yEGFP-444-Konstrukt ohne MMS-Challenge transformiert wurden, wahrend
das obere Spektrum das Ergebnis eines MMS-Insults auf die gleichen transformierten Zellen zeigt.

[0112] Andere Experimente wurden zur Verfeinerung des Assays durchgefiihrt. Um den Impakt der Licht-
streuung weiter zu reduzieren, wurde ein 495-nm-Filter zwischen der Probenkammer und dem Emissionsde-
tektor eingesetzt. Dies verstarkte sehr weitgehend die Empfindlichkeit des Instrumentes dergestalt, dass der
Unterschied zwischen nicht induzierten und induzierten Zellen mit dem vergleichbar war, der mit Zellextrakten
erhalten wurde. Wenn die Zellen weiter in F1-Medium (vorstehend) geziichtet wurden, war es nicht notwendig,
die Zellproben vor dem Transferieren an das Spektrophotometer zu waschen.

[0113] Wir fuhrten auch Experimente zum Nachweis durch, dass die Lichtausstrahlung aus Zellen gemaf
dem dritten erfindungsgemafien Aspekt fiir die DNA-Schadigung und nicht fiir einen Zellzyklus-Phanotyp spe-
zifisch war. Diese Experimente beinhalteten die Exposition transformierter Zellen gegenuber Hydroxyharnstoff
und Nocodazol, die die Mitose auf verschiedene Weisen verzégern kénnen.

[0114] Hydroxyharnstoff greift auf zwei Ebenen in die DNA-Synthese ein: Er inhibiert die Ribonukleotidreduk-
tase, wobei die Versorgung von Prakwsoren fir die DNA-Synthese eingeschrankt wird, und er inhibiert die
DNA-Ligase, ein Enzym, das fiir die Reparatur von Nicks (Einzelstrangbriichen) in der DNA-Hauptkette ver-
antwortlich ist. Im Gegensatz dazu inhibiert Nocodazol die Mikrotubuli-Bildung und unterbindet folglich primar
das Zellwachstum durch Verhinderung der normalen Chromosomensegregation wahrend der Mitose. Bei Kon-
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zentrationen dieser beiden Chemikalien, die das Zellwachstum in einem &hnlichen Ausmall wie unser
MMS-Behandlunsregime inhibierten, trat keine nachweisbare Induktion des GFP-Reportergens auf, was dar-
auf hinweist, dass die Lichtemission nicht mit dem Zellryklus verwandt war und durch die DNA-Schadigung in-
duziert wurde, welche die Aktivierung des RAD54-Promotors induzierte.

BEISPIEL 3

[0115] Das modulare Design von pWDH443 (siehe Beispiel 1) kann auch exploitiert werden, um einen einfa-
chen Ersatz des S65T-Derivats von GFP durch das YEGFP-Gen zur Bildung des bevorzugten rekombinanten
Vektors yEGFP-443 zu ermdglichen (siehe Fig. 11).

[0116] Das in Beispiel 2 beschriebene Verfahren kann zur Herstellung von yEGFP-443 mit der Ausnahme be-
folgt werden, dass pWDH443 anstelle von pWDH444 verwendet wurde.

[0117] Die mit yEGFP-443 transformierten Zellen sind fir die Verwendung gemaf dem erfindungsgemalen
Verfahren geeignet.

[0118] Mit yEGFP-444 und pWDH444 transformierte Zellen sind besonders nitzlich zum Nachweis der
DNA-Schadigung, ohne dass die Zellen zur Bildung eines Extrakts zum Assay aufgespalten werden muissen.
Die Kombination des YEGFP-Gens, eines empfindlichen Wirtsstammes (z. B. FF18984), eines Mediums mit
geringer Fluoreszenz (z. B. F1) und optimal der Begrenzung der Lichtstreuung in der Nachweisvorrichtung (z.
B. unter Verwendung eines 495-nm-Filters) ermdglicht, dass man von dem zeitraubenden und komplexen As-
say von Zellextrakten auf direkte Messungen von Proben, die ganze Zellen enthalten, Gbergehen kann.
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(F) POSTLEITZAHL: M60 1QD

(i) BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG: NACHWEIS DER DNA-SCHADIGUNG
(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN: 5

(iv) MASCHINENLESBARE FORM:

(A) DATENTRAGER: Diskette

(B) COMPUTER: IBM PC kompatibel

(C) BETRIEBSSYSTEM: PC-DOS/MS-DOS
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 1:

(i) SEQUENZMERKMALE:

(A) LANGE: 1729 Basenpaare

(B) ART: Nukleinséure

(C) STRANGIGKEIT: Doppelstrangig
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(i) MOLEKULART: DNA (genomisch)

(iil) HYPOTHETISCH: NEIN

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1:
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GACATACGAT GACCTCAATG
TCCAGTGCGT ACACTAATAC
AAAARAATTT TTTTTCTTTG
TAGATGAGTA AGGAARAATAC
ACAACAAGGC AAATGTGGAT
AAGACAAAAR AAACTAAGGC
TGAARAACCA CCGTCGTAAG
TTTTTTTTCC CTCTTTTGTG
AGCGGAGAAG TGTGGCTAAR
ACTGGCGGTC AGAAAAGAGC
GAAAGCGGGG ATTCGGCGAA
GTATTCGGAC CTTTGGOGAA
TTTCAATGCG CTACGGTTCC
TCTCTCTGCT GACAACTCCG
TCGGGAGGAG GGGGGAGGGG
GGTTTTGCGT GGAARATTCG
GTGGCCAAAA GCGTGGGGTG
ACAATAACAA CAACCAGCTC
TTCCAAAGTA GCATTTCTGT
TCCAGCTTCA TGTGCTTGCA
GCTAGGAGAA AAATATTCIG
TGCGTTCTTG CATTACTACT
AGCTTATGTA TCAARAATTT
GTTCTGGACC TGAGTGGTGC

CCTTACTGCA ATAATAAAAA
AAAARAAAAT AAAAAACAAT

ACTGAAGCGA AGGCCAAAAC

AGCAACTTTT CTCTTTCTIC

GARCTTAGCT CTATTTCAAG
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ATTTAGATTA TGTGTTGCAC TTTTATAGAC
TTTCATAAAG ATACCTGAAA CAATAACCAG
CCGAGATCAC AAACCTACTA TGACGAAAAA
AAGTGACGCT TTTATATGGT GCAAGGAACA
CTGTCATGTA TGGCAACGAC AGCAGGATGG
AAAAGAACAA AGCTCCTCTC CTGCTCAAGA
AAAGTTTTTC TGTGACCTAT AATGGTTTAA
GTCCAGTCTT TCTCATACTC GAGGGAAARTT
CCGGCAAGTG CCTGCAAGAT CCACAGAACT

CTGTTCCGGA AAGAGAGAAA CAGAGAAACG

GAACGAGACT GGAAAGGGAA AAAGAGAAAT
GTCCGAACCC TTGAAACCCA AAGATGATCG

TGCCGCTCGT GGGAACCCCA CGCAAAARCAT

GTTTACGTTA TACCGTATTA

AAGAATGTAC ATCGTCATAA

TTTTCAATGA TATAGAGCCC

GGCGGACAAA GCTACACTGG

ACGTTGCTGA ACAGCCGAGG

GCTAGCTATG TCTGTAGGTT

TGTGATGTCC TGCAGATGGT

CTCGAAGATC TGTCCTCTTA

CAACGCGTAC GCAAATGCGT

ARCATCTTGA AAATACACAA

CATGTATGCT ATTTAACATG

GTATTTTACG CGTTACCCAA

GGATCACTAT

GGCCTTTATG

ACGCATATAC

TAAAATACRG

TCAGCCGATG

TACATTTAAT

ARGAAGATTC

AGTAGAAARGC

CTACTGCACC

GTGGTGCAAA

CAAAGGGGAA

TATAGCAAAG

TACAAACAAA AAGRAAARAAA AGGAAATAAT
TCTTCTCACT TGACGTAATA GCOGATACAA
ACTARAGCTG CTACGAAAGT ATAGAAAAAT

GTACCATATA TATTTCCTTIA TAACTGATG

CTACCAAARA

AAAGATCGGC

GCTTGAAGTT

AAAACTAAAA

CTCACAARAA

AACGTATTGT

AATCGGCCCA

CGACACARAAC

AACCGCACGA

ATCATGATGG

ACTGGTGGAA

ATGATTCATT -

ATTATTCGCT

AAGGGTTCCT

GTGTGAAGTG -

GTACATACTA

GATTCTATGA

CAACCGAGGT -

GGTGCGTGGT

TGAAAGCCGC

GTGAAATTGT

TGCATGATAA

GATGTGTCAC

GACCCTTCCG

TTTCGCGCAA
AGAAGATCTA.

AATCTAGAGC

CAAACGCTCA

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 2:

(i) SEQUENZMERKMALE:
(A) LANGE: 31 Basenpaare

(B) ART: Nukleinsaure

(C) STRANGIGKEIT: Einstrangig

(D) TOPOLOGIE: Linear

(i) MOLEKULART: DNA (genomisch)
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN

(iv) ANTISENSE: NEIN

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2:
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CCTCCGGATC CGACATACGA TGACCTCAAT G

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 3:

(i) SEQUENZMERKMALE:

(A) LANGE: 44 Basenpaare

(B) ART: Nukleinsaure

(C) STRANGIGKEIT: Einstrangig

(D) TOPOLOGIE: Linear

(i) MOLEKULART: DNA (genomisch)

(iil) HYPOTHETISCH: NEIN

(iv) ANTISENSE: JA

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 3:

CCTCCGTTAA TTAACATCAG TTATAAGGAA ATATATATGG TACC

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 4:

(i) SEQUENZMERKMALE:

(A) LANGE: 5902 Basenpaare

(B) ART: Nukleinsaure

(C) STRANGIGKEIT: Beide

(D) TOPOLOGIE: Beide

(i) MOLEKULART: DNA (genomisch)

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 4:
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GAACGCGGCC GCCAGCTGAA
ACAGTARAGG AGAAGAACTT
ATGTTAATGG GCACARATTT
AACTTACCCT TAAATTTATT
TCACTACTTT CTCTTATGGT
ATGACTTTTT CAAGAGTGCC
AAGATGACGG GAACTACAAG
ATAGAATCGA GTTAARAGGT
TGGAATACAA CTATAACTCA
TCAAAGTTAA CTTCARAATT
ATTATCAACA AAATACTCCA
TGTCCACACA ATCTGCCCTT
TTGAGTTTGT AACAGCTGCT
CGCCACTTCT AAATAAGCGA
AAAAAAAATA AGTGTATACA
ATTCTTGAGT AACTCTTTCC
TCTTATTGAC CACACCTCTA
CCCGCOGGGA AGGCGAACCC
TCGTTGAACA TGGTTGCTGC
TCGGGAGTCA GARCGGGCGA
ATTGOGCTTG CAGTTAAGGA
CGAGGACCCT TCTCTTTAGA
GTATTAACTA GGAGTAAAAT
ACATCACACA TTTCGAGTGT
CGACCATTCT ATGGTGTTTA
GGTCACCCGG CCAGCGACAT
AGCTCAGGGG CATGATGTGA

TCATTTGCAT CCATACATTT
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GCTTCGTACG
TTCACTGGAG
TCTGTCAGTG
TGCACTACTG
GTTCAATGCT
ATGCCCGAAG
ACACGTGCTG
ATTGATTTTA
CACAATGTAT
AGACACAARCA
ATTGGCGATG
TCGAAAGATC
GGGATTACAC
ATTTCTTATG
AATTTTAAAG
TGTAGGTCAG
COGGCAGATC
GATCGGATGC
CGGCGAGGCG
coTeeTCRGC
AGCCTTGOGC
CTATTCTACT
ARCCGGCTAG
ATATCTCGCA
GGTCGATGCC
GGAGGCCCAC
CTGTOGECCE

TGATGGCOGC

CTGCAGGTCG
TTGTCCCAAT
GAGAGGGTGA
GAAAACTACC
TTTCAAGATA
GTTATGTACA
AAGTCAAGTT
AAGAAGATGG
ACATCATGGC
TTGAAGATGG
GCCCTGTCCT
CCAACGAAAA
ATGGCATGGA
ATTTATGATT
TGACTCTTAG
GTTGCTTTCT
CGCTAGGGAT
ATCCTCTCTG
GTCGAGCAGG
TCGAGCTCCA
AGGCAATCCG
CTTATGCACG
TGGCATTCAT
ACGTTGGCGT
ATCTTTGTAC
AATACCCTCC
TACATTTAGC

ACGGCGCGAA

ACGGATCC&C
TCTTGTTGAA
AGGTGATGCA
TGTTCCATGG
CCCAGATCAT
GGAAAGAACT
TGAAGGTGAT
AAACATT;TT
AGACAAACAA
AAGCGTTCAA
TTTACCAGAC
GAGAGACCAC
TGAACTATAC
TTTATTATTA
GTTTTAAAAC
CAGGTATAGT
AACAGGGTAA
CTGCCATGAT
CAGTGCAGGA
CTTCGGAGGT
CAGCTGGTCT
TAAAAAATTC
ATAGCOGTCT
TARATAGGCA
AGCTTGCCTC
TTGACAGTCT
CCATACATCC

GCRAARATTA
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GGGTTAATTA
TTAGATGGTG
ACATACGGAA
CCAACACTTG
ATGAARCGGC
ATATTTTTCA
ACCCTTGTTA
GGACACAAAT
AAGAATGGAR
CTAGCAGACC
AACCATTACC
ATGGTCCTTC
ARATAGGGCG
AATAAGTTAT
GAAAATTCTT
ATGAGGTCGC
TATAGATCTG
GCTGRAGTTG
GGTGTTGGAC
TGGCGACGCC
GAGCTAGCCT

TAGGAAATAT

GTTTACATCT

GTCAATGGCC

GTCCCCGCCG

TGACGTGCGC

CCATGTATAA

CGGCTCCTCG
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CTGCAGACCT

GCGCCCCTGT

CTTCCTTTTA

TGGGTAAGGA

TATATGGGTA

TGTATGGGAA

ATGATGTTAC

CCATCAAGCA

GCAARACAGC

CGCTGGCAGT

GCGATCGCGT

CGAGTGATTT

ATARGCTTTT

ACCTTATTTT

CAGACCGATA

TACAGAAACG

TTCATTTGAT

CAAGAACTTG

TAGCGTGATT

GCAGAAAGTA

TCGATACTAA

CTTTGCCGGA

ATCTGCCCGC

AGTTGTCGTT

TGGACTCGGG

ACGCCATTGC

AGCCTCGAGG

AATATGTATT

CATCTACATC

TGGCCCGACC

GOGAGCAGGG

AGAGAAATAT

AAATCTTGCT

AAAGACTCAC

TAAATGGGCT

GCCCGATGCG

AGATGAGATG

TTTTATCCGT

ATTCCAGGTA

GTTCCTGCGC

ATTTCGTCTC

TGATGACGAG

GCCATTCTCA

TGACGAGGGG

CCAGGATCTT

GCTTTTTCAAR

GCTCGATGAG

TCATTTGTAT

TATATTTTIT

ATATCATGCG

CGCCGCCATC

TAGCAAGAGC

CGGGAAGGCG

GAACATGGTT

AGTCAGAACG

GCTTGCAGTT

ACCCTTCTCT

AACTAGGAGT

ACACATTTCG

ATTCTATGGT
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AAACGCTCCC
AAAAGGTTAG
AGGATACAGT
GTTTCGAGGC
CGCGATAATG
CCAGAGTTGT
GTCAGACTAA
ACTCCTGATG
TTAGAAGAAT
CGGTTGCATT
GCTCAGGCGC
CGTAATGGCT
COGGATTCAG
AAATTAATAG

GCCATCCTAT

AARTATGGTA
TTTTTCTART
AGTTTTTTTA
TTCGCCTCGA
TCAATCGTAT
CAGTGTCGAC
GCCTTTGGCC
AACCCGATCG
GCTGCCGGCG
GGCGACCTGC
AAGGAAGCCT
TTAGACTATT
AAAATAACCG
AGTGTATATC

GTTTAGGTCG

CTCACAGACG
GATTTGCCAC
TCTCACATCA
CGOGATTAAA
TCGGGCAATC
TTCTGARRCA
ACTGGCTGAC
ATGCATGGTT
ATCCTGATTC
CGATTCCTGT
AATCACGAAT
GGCCTGTTGA
TCGTCACTCA
GTTGTATTGA

GGAACTGCCT

TTGATAATCC
CAGTACTGAC
TATTGTAGTT
CATCATCIGC
GTGAATGCTG
TAGGGTTGCT
TCTACGAGCC
GATGCATCCT
AGGCGGTCGA
TCGGCTCGAG
TGCGCAGGCA
CTACTCTTAT
GCTAGTGGCA
TCGCAACGTT

ATGCCATCTT

CGTTGAATTG
TGAGGTTCTT
CATCCGAACA
TTCCAACATG
AGGTGCGACA
TGGCAAAGGT
GGAATTTATG
ACTCACCACT
AGGTGAAAAT
TTGTAATTGT
GAATAACGGT
ACAAGTCTGG
TGGTGATTTC
TGTTGGACGA
CGGTGAGTTT
TGATATGAAT
ARTARAAAGA
GTTCTATTTT
CCAGATGCGA
GTCGCTATAC
GCCATCGGCC
CTGCCACGGC
CTCTGCTGCC
GCAGGCAGTG
CTCCACTTCG
ATCCGCAGCT
GCACGTARAR
TTCATATAGC
GGCGTTAAAT

TGTACGTTTA
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TCCCCACGCC

CTTTCATATA

TAAACAACCA

GATGCTGATT

ATCTATCGAT

AGCGTTGCCA

CCTCTTCCGA

GCGATCCCCG

ATTGTTGATG

CCTTTTAACA

TTGGTTGATG

AAAGAAATGC

TCACTTGATA

GTCGGAATCG

TCTCCTTCAT

AAARTTGCAGT

TTCTTGTTTT

AATCARATGT

AGTTAAGTGC

TGCTGTCGAT

TCGCTCGCGT

TCTGCGCCCG

ATGATGCTGA

CAGGAGGTGT

GAGGTTGGCG

GGTCIGAGCT

AATTCTAGGA

CGTCTGTTTA

AGGCAGTCAR

AACGAGCTCG
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AATTCATOGA

CTATAGTGAG

CGCGCGGGGA

CTGCGCTCGG

TTATCCACAG

GCCAGGAACC

GAGCATCACA

TACCAGGCCT

ACCGGATACC

TGTAGGTATC

CCCGTTCAGC

AGACACGACT

GTAGGCGGTG

GTATTTGGTA

TGATCCGGCA

ACGCGCAGAA

CAGTGGAACG

ACCTAGATCC

ACTTGGTCTG

TTTCGTTCAT

TTACCATCTG

TTATCAGCAA

TCCGCCTCCA

AATAGTTTGC

GGTATGGCTT

TTGTGCAARA

GCAGTGTTAT

GTAAGATGCT

CGGOGACCGA

TGATATCAGA

TCGTATTAAT

GAGGCGGTTT

TCGTTCGGCT

ARTCAGGGGA

GTAAAAAGGC

AAAATCGACG

TTCCCCCTGG

TGTCCGCCTT

TCAGTTCGGT

CCGACCGCTG

TATCGCCACT
CTACAGAGTT
TCTGCGCTCT

AACAAACCAC
AAAAAGGATC

AAAACTCACG
TTTTAAATTA
ACAGTTACCA
CCATAGTTGC
GCCCCAGTGC
TAAACCA@CC
TCCAGTCTAT
GCAACGTTGT
CATTCAGCTC
AAGCGGTTAG
CACTCATGGT
TTTCTGTGAC

GTTGCTCTTG
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TCCACTAGTG GCCTATGCGG
TTCGATAAGC CAGGTTAACC
GCOGTATTGGG CGCTCTTCCG
GCGGCGAGCG GTATCAGCTC
TAARCGCAGGA AAGAACATGT
CGCGTTGCTG GCGTTTITCC
CTCAAGTCAG AGGTGGCGAA
AAGCTCCCTC GTGCGCTCTC
TCTCCCTTCG GGAAGCGTGG
GTAGGTCGTT OGCTCCAAGC
CGCCTTATCC GGTAACTATC
GGCAGCAGCC ACTGGTAACA
CTTGAAGTGG TGGCCTAACT
GCTGAAGCCA GTTACCTTCG

CGCTGGTAGC GGTGGTTTTT
TCAARGAAGAT CCTTIGATCT

TTAAGGGATT TTGGTCATGA
AAAATGAAGT TTTAAATCAA
ATGCTTAATC AGTGAGGCAC
CTGACTCCCC GTCGTGTAGA
TGCAATGATA CCGCGAGACC
AGCCGGAAGG GCCGAGCGCA
TAATTGTTGC CGGGAAGCTA
TGCCATTGCT ACAGGCATCG
CGGTTCCCAR CGATCARGGC
CTCCTTCGGT CCTCCGATCG
TATGGCAGCA CTGCATAATT
TGGTGAGTAC TCAACCAAGT

CCCGGCGTCA ATACGGGATA

CCGCGGATCT
TGCATTAATG
CTTCCTCGCT
ACTCRAAGGC
GAGCARAAGG
ATAGGCTCCG
ACCCGACAGG
CTGTTCCGAC
CGCTTTCTCA
TGGGCTGTGT
GTCTTGAGTC
GGATTAGCAG
ACGGCTACAC

GAAARAGAGT

GCCGGTCTCC

AATCGGCCAA

CACTGACTCG

GGTAATACGG

CCAGCARAAG

CCCCCCTGAC

ACTATAAAGA

CCTGCCGCTT

ATGCTCACGC

GCACGAACCC

CARCCCGGTA

AGCGAGGTAT

TAGAAGGARCR

TGGTAGCTCT

TTGTTTGCAA GCAGCAGATT
TTTCTACGGG GTCTGACGCT

GATTATCAAA AAGGATCTTC

TCTARAGTAT ATATGAGTAA

CTATCTCAGC GATCTGTCTA

TAACTACGAT ACGGGAGGGC

CACGCTCACC GGCTCCAGAT

GAAGTGGTCC TGCAACTTTA

GAGTARGTAG TTCGCCAGTT
TGGTGTCACG crccréGTTT
GAGTTACATG ATCCCCCATG
TTGTCAGAAG TAAGTTGGCC
CTCTTACTGT CATGCCATCC
CATTCTGAGA ATAGTGTATG

ATACCGCGCC ACATAGCAGA

19/32

3540
3600
3660
3720
3780
3840
3500
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320

4380
4440

4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160

5220



ACTTTAAAAG

CCGCTGTTGA

TTTACTTTCA

GGAATAAGGG

AGCATTTATC

AAACAAATAG

ATTATTATCA

CGTTTCGGTG

TGTCTGTAAG

GGGTGTOGGG

ATGGACATAT

ATACGATTTA

TGCTCATCAT TGGAAAACGT TCTTCGGGGC

GATCCAGTTC GATGTAACCC ACTCGTGCAC

CCAGCGTTTC TGGGTGAGCA ARAACAGGAA

CGACACGGAA ATGTTGARATA CTCATACTCT

AGGGTTATTG TCTCATGAGC GGATACATAT

GGGTTCCGCG CACATTTCCC CGAAAAGTGC

TGACATTAAC CTATAAAAAT AGGCGTATCA

ATGACGGTGA AAACCTCTGA CACATGCAGC

CGGATGCCGG GAGCAGACAA GCCOGTCAGG

GCTGGCTTAA CTATGOGGCA TCAGAGCAGA

TGTCGTTAGA ACGCGGCTAC AATTAATACA
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GGTGACACTA TA

GAARACTCTC
CCAACTGATC
GGCAAAATGC
TCCTTTTTCA
TTGAATGTAT
CACCTGACGT
CGAGGCCCTT
TCCCGGAGAC
GCGCGTCAGC
TTGTACTGAG

TRACCTTATG

AAGGATCTTA

TTCAGCATCT

OGCAAAAANG

ATATTATTGA

TTAGAARAAT

CTAAGAAACC

TCGTCTCGCG

GGTCACAGCT

GGGTGTTGGC

AGTGCACCAT

TATCATACAC

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 5:

(i) SEQUENZMERKMALE:
(A) LANGE: 909 Basenpaare
(B) ART: Nukleinsaure
(C) STRANGIGKEIT: Doppelstrangig
(D) TOPOLOGIE: Linear
(i) MOLEKULART: DNA (genomisch)

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 5:

TTTAAAATGC
GCAAACGTCA
AARTGTCACAC
TTTGAAGGTG
TTACAATGTA
AAAAGTGGTA
ACGCTTGATG
GTTGAAGGTG
TATTTCAACT
TCTAGCTGCA
ACTGGACGTA
TGGTTAGGTG
CTAATGGAGA
GATCACGTTC
AACAGGAAGA

AAGTTTAAA

TTTCTGAARA

CGGCTAACTC

AGGGCTATCA

AACCTGGTAG

CTGCAGGTCA

GAAATGCCAC

GTAGGATAAT

AGTTTGCCGC

TTGACATTGA

TAAGATTTGG

GTGACCTTGT

ACAGTACAAC

GTTTAAGAGA

CGCTACGTGC

CAAGGAATTT

CACGACTATT CTGATGGCTA

TTACGTTATG TGCGCAGATG

GAAAATCTAT AATATACAGC

GTTAGATCCC AGGCGTAGAA

TAAATTGTCA GTCAGGGTCC

CAAATATAAA GTGAGATGGA

AATAATTCCA AAARACCATC

AARACGCTTC ATAGAAGAAA

AGTTAGAGAT TTGGATTATC

TCCAGTACTC GCAGGAAATG

AARCTCCTGCT GTAARAAAGTA

AAAAGAGCCA GAAATCTCAG

AAATGCGAAA ATCTGGGGTC

CAAACATGTA AGGCTTCATT

GAGGAAARAT AATCCATTCT

ACGGTGAAAT
GCTCCGCTGE
ARARAACCAA
CAGTTTATCA
CTACCARACC
GARATCTGCA
ATAAGACATT
TGGAGOGCTC
TTGATGCTCA
GTGTTTTATC
TGGCTTGGAT
TAGATAGCTT
TCTACCTTAC
ATGGAGATGG

GGAAAGCTGT
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TAAAGACATC

CCGCGTCATA

ACACAGAGCT

GCGTCTTGCA

ACTGTTGGAA

GCAATGTCAG

CCCAATGACA

TAAAGGAGAR

ATTGAGAATT

TARATTTCTC

GCTTGGTCTG

GGATCCTARG

GGTTTGTGAC

TCCAGATGAA

CACAATTTTA
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 6:

(i) SEQUENZMERKMALE:

(A) LANGE: 756 Basenpaare

(B) ART: Nukleinsaure

(C) STRANGIGKEIT: Beide

(D) TOPOLOGIE: Linear

(i) MOLEKULART: DNA (genomisch)

(iil) HYPOTHETISCH: NEIN

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1:

ATGTTAATTA ACTCTAAAGG TGAAGAATTA TTCACTGGTG TTGTCCCAAT TTTGGTTGAA 60

TTAGATGGTG ATGTTAATGG TCACAAATTT TCTGTCTCCG GTGAAGGTGA AGGTGATGCT 120
ACTTACGGTA AATTGACCTT AAAATTTATT TGTACTACTG GTAAATIGCC AGTTCCATGG 180
CCAACCTTAG TCACTACTTT CGGTTATGGT GTTCAATGTT TTGCGAGATA CCCAGATCAT 240
ATGAAACAAC ATGACTTTTT CAAGTCTGCC ATGCCAGAAG GTTATGTTCA AGAAAGAACT 300
ATTTTTTTCA AAGATGACGG TAACTACAAG ACCAGAGCTG AAGTCAAGTT TGAAGGTGAT 360
ACCTTAGTTA ATAGAATCGA ATTAAAAGGT ATTGATTTTA AAGARAGATGG TAACATTTTA 420
GGTCACAAAT TGGAATACAA CTATAACTCT CACAATGTTT ACATCATGGC TGACAAACAA 480
AAGAATGGTA TCAAARGTTAA CTTCAAAATT AGACACAACA TTGAAGATGG TTCTGTTCAA 540
TTAGCTGACC ATTATCAACA AAATACTCCA ATTGGTGATG GTCCAGTCTT GTTACCAGAC 600
AACCATTACT-I.TATCCACTCA ATCTGCCTTA TCCAAAGATC CAARCGAAAA GAGAGACCAC 660
ATGGTCTTGT TAGAATTTGT TACTGCTGCT GGTATTACCC ATGGTATGGA TGAATTGTAC 720
AAATAACTGC AGGGCGCGCC ACTTCTAAAT AAGCGA 756

Patentanspriiche

1. Rekombinantes DNA-Molekiil, umfassend ein regulatorisches Element, umfassend den Promotor und
5' regulatorische Sequenzen des RAD54-Reparatwgens, das operativ an eine DNA-Sequenz gekoppelt ist, die
ein grin fluoreszierendes Protein und Licht emittierende Derivate davon kodiert.

2. Rekombinantes DNA-Molekil nach Anspruch 1, worin das regulatorische Element die als SED ID NO 1
identifizierte DNA-Sequenz oder ein funktionelles Analogon oder Fragment davon umfasst.

3. Rekombinantes DNA-Molekiil nach einem der vorangehenden Anspriiche, worin die DNA-Sequenz das
S65T-Derivat von griin fluoreszierendem Protein kodiert.

4. Rekombinantes DNA-Molekil nach einem der vorangehenden Anspriiche, worin die DNA-Sequenz, die
ein Licht emittierendes Reporterprotein kodiert, das Hefe-verstarkte Derivat des griin fluoreszierenden Prote-
ins kodiert.

5. Rekombinanter Vektor, umfassend ein DNA-Molekil nach einem der vorangehenden Anspriiche und ei-
nen DNA-Vektor.

6. Rekombinanter Vektor nach Anspruch 5, worin der Vektor zur autonomen Replikation im Cytosol einer
Zelle bestimmt ist.

7. Rekombinanter Vektor nach Anspruch 6, worin der Vektor sich vom 2 y-Plasmid herleitende DNA ent-
halt.

8. Rekombinanter Vektor nach Anspruch 7, worin der Vektor zur Integration in das Genom einer Zelle be-
stimmt ist.
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9. Rekombinanter Vektor nach Anspruch 8, worin der Vektor DNA enthalt, kodierend fur einen Teil des
HO-Gens aus Chromosom |V von Hefe.

10. Rekombinanter Vektor nach einem der Anspriiche 5 bis 9, worin sich der Vektor von PFA-Vektoren und
Derivaten davon herleitet.

11. Rekombinanter Vektor PFA KANMX3GFP-RAD54, umfassend den Vektor von Sequenzprotokoll SEQ
ID NO 4 und das regulatorische Element von Sequenzprotokoll SEQ ID NO 1, insertiert zwischen den Pac1-
und BamH1-Restriktionsenzymorten des Vektors des Sequenzprotokolls SEQ ID NO 4.

12. Rekombinanter Vektor p?WDH443, umfassend den rekombinanten Vektor nach Anspruch 11 mit einem
Fragment des HO-Gens, das SEQ ID NO 5 entspricht, insertiert am BamH1-Ort des Vektors.

13. Rekombinanter Vektor yEGFP-443, umfassend das gro3e Fragment des rekombinanten Vektors nach
Anspruch 12, das durch den Pac1- und Asc1-Aufschluss generiert wird, ligiert an das groRe Fragment des
YEGFP von SEQ ID NO 6, das durch den Pac1- und Asc1-Aufschluss generiert wird.

14. Rekombinanter Vektor, umfassend ein Fragment des 2 p-Plasmids, ligiert mit dem grof3en Fragment,
das aus dem BamH1- und Pme1-Aufschluss des rekombinanten Vektors nach Anspruch 12 generiert wird.

15. Rekombinanter Vektor pWWDH444, umfassend das groRe Hindlll/BamH1-Fragment, das aus dem Plas-
mid pRDK249 freigesetzt wird, ligiert mit dem groen Fragment, das aus dem BamH1- und Pme1-Aufschluss
des rekombinanten Vektors nach Anspruch 12 generiert wird.

16. Rekombinanter Vektor yEGFP-444, umfassend das grof3e Fragment des rekombinanten Vektors nach
Anspruch 15, das durch den Pac1- und Asc1-Aufschluss generiert wird, ligiert an das gro3e Fragment des
YEGFP von SEQ ID 6, das durch den Pac1- und Asc1-Aufschluss generiert wird.

17. Zelle, enthaltend ein DNA-Molekil nach einem der Anspriiche 1-4.

18. Zelle, enthaltend einen rekombinanten Vektor nach einem der Anspriiche 5-16.

19. Zelle nach Anspruch 17 oder 18, welche eine Hefe darstellt.

20. Hefe nach Anspruch 19, worin die Hefe einen Stamm von Saccharomyces cerevisiae darstellt.

21. Hefe nach Anspruch 19, die Y485 in haploider Form darstellt.

22. Hefe nach Anspruch 19, als FF18984 oder Y486 bezeichnet, in haploider Form.

23. Hefe nach Anspruch 19, welche Y485/486 in diploider Form darstellt.

24. Verfahren zum Nachweis des Vorliegens eines Mittels, das DNA-Schadigung verursacht oder sie po-
tenziert, umfassend:

(a) Aussetzen einer Hefe, die mit einem rekombinanten DNA-Molekil transformiert ist, umfassend ein regula-
torisches Element, umfassend den Promotor und 5' regulatorische Sequenzen des RAD54-Reparaturgens,
das operativ an eine DNA-Sequenz gekoppelt ist, die ein griin fluoreszierendes Protein und Licht emittierende
Derivate davon kodiert, einem Mittel;

und

(b) Uberwachen der Expression des Licht emittierenden Reporterproteins aus der Zelle.

25. Verfahren nach Anspruch 24, worin Mittel zur Beurteilung gescreent werden, ob es sicher ist, einen le-
benden Organismus derartigen Verbindungen auszusetzen.

26. Verfahren nach Anspruch 24 oder 25, worin die Mittel Kandidatenmedikamente, -nahrungsmittelzu-
satzstoffe oder -kosmetika darstellen.

27. Verfahren nach Anspruch 24 oder 25, worin das Mittel ein Kontaminant der Wasserversorgung dar-
stellt.
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28. Verfahren nach Anspruch 24 oder 25, worin das Mittel ein Kontaminant von industriellen Abwéassern
darstellt.

29. Verfahren nach einem der Anspriiche 24-28, worin die Expression von Licht aus ganzen Zellen gemes-
sen wird.

30. Verfahren nach Anspruch 29, umfassend Zichten von Zellen, die mit einem rekombinanten Vektor
nach Anspruch 13 oder 16 transformiert sind, Inkubieren der Zellen mit dem Mittel fUr eine pradeterminierte
Zeit und Uberwachen der Expression des Licht emittierenden Reporterproteins direkt aus einer Probe der Zel-
len.

31. Verfahren nach einem der Anspriche 24 — 30, worin die Zellen in einem Wachstumsmedium mit gerin-
ger Fluoreszenz geziichtet werden.

32. Verfahren nach Anspruch 31, worin die Zellen in F1-Mediumgeziichtet werden.

33. Verfahren nach einem der Anspriche 24 — 28, worin die Expression von Licht aus einem Extrakt der
Zellen gemessen wird.

Es folgen 9 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen
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