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EINLEITUNG 1

1 EINLEITUNG

Biologische Vielfalt erfordert Verdnderung. So kdnnen Mutationen in Genen, ausgeldst durch ganz
unterschiedliche Faktoren, zu verdnderten Proteineigenschaften fithren. Diese kdnnen eine Anpassung
der entsprechenden Spezies an neue Lebensbedingungen ermoglichen, oder bei gleichen
Umweltbedingungen erhdhte Fitness vermitteln. Wéhrend der Meiose werden Briiche in der
Erbsubstanz sogar gezielt induziert, um im Zuge der Neukombination des elterlichen Erbguts durch
Homologe Rekombination genetische Individualitdt und Vielfalt hervorzubringen.

Dem gegeniiber steht die Gefahr der negativen Verdnderung durch Schéiden, da die korrekte
Weitergabe der Erbinformation an die Tochterzellen eine essentielle Voraussetzung fiir die Stabilitit
von Arten darstellt. Das Erbgut aller Organismen ist permanent Schidigungen ausgesetzt, deren
Herkunft sowohl exogener als auch endogener Natur sein kann. Zu den dufleren Einfliissen zidhlen
Faktoren wie Strahlung und Chemikalien, wiahrend innerhalb der Zelle auch eigene
Stoftwechselmetabolite, sowie Storungen wéhrend der Replikation zur Verédnderung der Erbsubstanz
fiihren kénnen.

Eine optimale Balance zwischen diesen gegensétzlichen Facetten der genetischen Veridnderung

erfordert effiziente, auf die verschiedenen Schadenstypen abgestimmte DNA-Reparaturwege.

Arabidopsis thaliana stellt vor allem deshalb einen geeigneten Modellorganismus zum Studium der
DNA-Reparatur dar, weil inzwischen zahlreiche Mutanten von Genen, die an Wegen der Replikation
und Rekombination beteiligt sind, identifiziert wurden. So ldsst sich das erlangte Wissen
zusammentragen und diskutieren, sowie auf andere Pflanzen iibertragen. Eine starke evolutiondre
Konservierung vieler Gene und Stoffwechselwege ermoglicht zudem die Diskussion iiber die Grenzen
der biologischen Reiche hinweg. So finden sich zahlreiche Homologe von DNA-Reparaturgenen
schon in Bakterien und eukaryotischen Einzellern, wie man sie in oftmals groBerer Anzahl und damit
womoglich mit einem hoheren Grad der Differenzierung in mehr- oder vielzelligen tierischen und
pflanzlichen Organismen entdeckt hat. Die sogenannte Ackerschmalwand wurde im Jahre 1943
erstmals als Modellorganismus beschrieben (Laibach, 1943). Die einjdhrige Pflanze zeichnet sich bei
Anzucht im Gewiéchshaus durch eine kurze Generationszeit von nur etwa acht Wochen, eine groBe
Anzahl an Nachkommen und anspruchsloses Wachstum aus. Dadurch ist sie im Labor vergleichsweise
preiswert und einfach zu kultivieren. Durch die Moglichkeit der Selbstbestiubung und die
unkomplizierte Aufbewahrung des Saatguts iiber einige Jahre hinweg, lassen sich Linien langfristig
erhalten und lagern. Zudem wurde gegen Ende des Jahres 2000 das Genom der Ackerschmalwand
vollstdndig sequenziert. Mit etwa 135 Megabasenpaaren ist es verhéltnisméBig klein und mit dem
Genom anderer Modellorganismen wie der Fruchtfliege Drosophila melanogaster oder dem
Fadenwurm Caenorhabditis elegans vergleichbar (The C. elegans Sequencing Consortium, 1998;
Adams et al., 2000; The Arabidopsis Genome Initiative, 2000 und 2007).



EINLEITUNG 2

Der Fokus dieser Arbeit richtet sich auf die Familie der RecQ-Helikasen. Diese treten bei Mensch und
Hefe gemeinsam mit einer Topoisomerase des Typs 1A (TOP3/TOPO3a) und einem als DNA-
Bindeprotein eingestuften Protein (RMI1/BLAP75) in einem als RTR fiir ,,RECQ-TOP3-RMI1%, oder
alternativ als BTB fiir ,,BLM-TOP3a-BLAP75“, bezeichneten Komplex auf (Mullen et al., 2005; Yin
et al., 2005). Die RecQ-Helikasen sind vor allem deshalb von allgemeinem Interesse, weil Mutationen
in drei der fiinf menschlichen Homologen mit schweren Erbkrankheiten in Verbindung stehen: Den
sogenannten Bloom-, Werner- und Rothmund-Thomson-Syndromen. Neben den charakteristischen
Merkmalen der einzelnen Syndrome zeichnen sich alle drei Krankheiten durch starke Dispositionen
fiir verschiedene Krebsarten aus, die ganz allgemein auf genomische Instabilitit infolge der RecQ-
Mutationen zuriickzufiihren sind. (Ellis et al., 1995; Yu et al., 1996; Kitao et al., 1999).

Aufgrund der Phidnotypen von Mutanten verschiedener Organismen, die sich vor allem durch
Hyperrekombination und Sensitivititen gegeniiber DNA-schiddigenden Agenzien auszeichnen, werden
die RecQ-Helikasen als Erhalter der genomischen Stabilitit angesehen. Modelle zur Beschreibung
ihrer Funktionen wurden vor allem am Modellsystem Béckerhefe entwickelt, an Mutanten der dort
einzigen vorkommenden RecQ-Helikase SGS1. Funktionen, die von dieser Proteinfamilie dabei
wahrgenommen werden, betreffen die Reparatur verschiedener Schadenstypen wihrend der
Replikation und Rekombination, sowie den Erhalt der Chromosomenstruktur im Bereich der Telomere
(Ubersicht in Bjergback et al., 2002).

Der Aufklarung solch universeller RecQ-typischer Funktionen, die sich iiber die Grenzlinien der
biologischen Reiche hinweg wiederfinden und verallgemeinern lassen, stellt sich die Frage gegeniiber,
wie sich im Laufe der Evolution in Mehr- und Vielzellern jeweils mehrere Homologe entwickelt und
spezialisiert, bzw. redundante Funktionen bewahrt haben. Die Untersuchung dieser Diversifikation ist
Bestandteil der hier vorliegenden Arbeit. Dabei wurden zwei nahe verwandte RecQ-Homologe von A.
thaliana, RECQ4A und 4B, vergleichend beziiglich moglicher Funktionen und Interaktionen

charakterisiert.
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1.1 Die Bedeutung der RecQ-Helikasen

1.1.1 Die RecQ-Helikasen — Entdeckung und Definition

RECQ wurde im Jahre 1984 erstmals anhand einer TLD-Mutante (thymineless death) von Escherichia
coli als eine Komponente des RecF-Weges der Rekombination beschrieben. Im Gegensatz zu recF,
dem Namensgeber dieses durch DNA-Schiaden induzierbaren Reparaturweges, fithrte diese Mutation
nicht allein, sondern erst im Hintergrund einer gleichzeitigen Mutation von Komponenten des parallel
geschalteten RecABC-Weges zu der erwarteten Sensitivitit gegeniiber UV-Strahlung, sowie Defekten
in der Rekombination (Nakayama et al., 1984). Einige Jahre spiter wurde RECQ biochemisch
charakterisiert und als DNA-Helikase eingeordnet, die unter ATP-Verbrauch DNA in 3’-5’-Richtung
entwindet (Umezu et al., 1990). Das Protein hat eine GroBe von 610 Aminosduren und eine relative
Molekiilmasse von 68 kDa. Es prozessiert in vitro in Anwesenheit von Mg®" als Cofaktor diverse
DNA-Substrate wie die sogenannten 'Holliday Junctions' (HJs), G4-DNA, DNA mit 'Blunt Ends', und

Enden, die entweder 3'- oder 5'-Uberhiinge aufweisen konnen.

Dem Protein RECQ wurden in E. coli verschiedene Funktionen bei Prozessen nachgesagt, in denen die
oben aufgefiihrten Strukturen auftreten; darunter die Initiation der Rekombination, Auflésung von
Rekombinationsintermediaten, Unterdriickung der illegitimen Rekombination und Induktion der SOS-
Antwort an Replikationsgabeln, die wegen Briichen angehalten wurden (Ubersicht in Heyer, 2004).
Homologe des E. coli-Prototyps konnten inzwischen in allen daraufhin untersuchten Eu- und
Prokaryoten gefunden werden, und die Anzahl an RecQ-Genen, die in einem Organismus kodiert
wird, steigt tendenziell mit seiner Komplexitit. So findet man in Einzellern wie der Biackerhefe meist
nur einzelne Homologe, wihrend vielzellige Eukaryoten jeweils mehrere RecQ-Gene besitzen
(Ubersicht in Hartung und Puchta, 2006).

Drei konservierte Doménen, die diese Familie auszeichnen, sind die Helikase-, die RecQ-Ct- und die
HRDC-Doméne, wie in Abbildung 1 dargestellt (Morozov et al., 1997; Dou et al., 2004). Die etwa
320 Aminosduren umfassende, hochkonservierte Helikasedoméne ist allen bisher untersuchten RecQ-
Helikasen gemeinsam, sowie meistens auch die RecQ-Ct-Region (RecQ C-terminal) und in einigen
Fillen die HRDC-Domine (Helicase and RNaseD C-terminal). Die RecQ-Ct-Domine kommt nur in
der Familie der RecQ-Helikasen vor und spielt nach aktuellem Wissensstand eine Rolle bei der
Interaktion mit anderen Proteinen. Die HRDC-Doméne hingegen, die man auBlerdem auch in der
RNaseD-Familie findet, scheint an der stabilen Bindung der DNA beteiligt zu sein. Sieben (I, Ia, II,
11, IV, V, VI) konservierte Sequenzmotive der Helikasedoméne treten in verschiedenen Familien von
DNA- und RNA-Helikasen auf, das mit 0 bezeichnete Sequenzmotiv hingegen ist charakteristisch fiir
die RecQ-Familie, und scheint der transienten DNA-Bindung zu dienen (Bernstein und Keck, 2003).

Zwischen den konservierten Dominen liegende Sequenzen variieren unter den RecQ-Proteinen
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stirker, was vermuten lésst dass sie fiir andere Aktivitdten und Spezifititen durch Interaktion mit
anderen Proteinen verantwortlich sind (Hartung et al., 2000).

Neben der biochemischen Untersuchung isolierter RecQ-Proteine, sowie zellbiologischen Ansitzen,
dienen vor allem auch Mutanten der verschiedenen Modellorganismen, in denen entsprechende RecQ-

Gene beeintrichtigt sind, zur Aufklérung der spezifischen Funktionen.

HRDC- Abbildung 1: Schematische Zeichnung
des RECQ-Proteins von E. coli

Die acht Motive der Helikase-Doméne
sind als hellblaue Striche dargestellt (0-

Helikaseregion RecQ-Ct-
(ca. 40 kDa) Region Region
(ca. 19 kDa) (ca. 9 kDa)

Olla I IV VWV VI). Die drei Domidnen sind unter den
P E— RecQ-Helikasen  verschiedenster  Or-
N T — C ganismen hochkonserviert (verdndert nach

Morozov et al., 1997).

1.1.2 Eukaryotische Homologe und ihre Mutanten

Zu beobachten vor welche Probleme ein Organismus gestellt wird, wenn ein bestimmtes Gen nicht
mehr funktionsfahig ist, kann bedeutend zu der Aufklarung einzelner Genfunktionen beitragen. Drei
der fiinf menschlichen RecQ-Gene stehen, wenn Mutationen darin vorliegen, mit schweren
Erbkrankheiten in Verbindung, denen allen eine starke Disposition zum Auftreten verschiedener
Formen von Krebs gemeinsam ist (Ubersicht in Mohaghegh, 2001). Zwei von ihnen, genannt Bloom-
und Werner-Syndrom, werden auch als segmentale Progerias bezeichnet, da einige, aber nicht alle
ihrer Merkmale den Krankheiten entsprechen, die typischerweise mit der normalen Alterung des
Menschen gehiuft auftreten (Ubersicht in Brosh und Bohr, 2007).

Bei Patienten, die am Bloom-Syndrom leiden, ist die extrem hohe Neigung zur Krebsentstehung auf
die drastisch gesteigerte somatische Rekombination zuriickzufiihren, weshalb alle Teile des Korpers
theoretisch gleichermaf3en betroffen sein konnen. Hier wird also, wenn auch in stark erh6htem Male,
das Spektrum an Krebsformen widergespiegelt, wie es auch in der Normalbevdlkerung auftritt.
Verantwortlich fiir die Krankheit kann beispielsweise eine Punktmutation in der RecQ-Ct-Doméne
sein, wenn eine fiir die Bindung von Zink zusténdige Region betroffen ist. Diese Zink-Bindedoméne
spielt eine Rolle bei der DNA-Bindung, der korrekten Faltung und der Stabilitét des Proteins (Guo et
al., 2005; Ubersicht in Brosh und Bohr, 2007). Das vollstindige Protein umfasst 1417 Aminosiuren
und wird bei genotoxischem Stress in Form von ionisierender Strahlung und DNA-schidigenden
Agenzien induziert (Bachrati und Hickson, 2003). Neben typischen Hautverdnderungen,
Immundefizienz sowie reduzierter Fertilitit ist ein charakteristisches &uBleres Merkmal von Bloom-

Patienten Kleinwiichsigkeit (German, 1969).
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Das Werner-Syndrom zeichnet sich durch verfrilhte Alterung ab dem Jugendalter und damit
verbundenen Merkmalen aus, die bei Patienten ohne diesen Defekt erst in hoéherem Alter
typischerweise auftreten. Darin eingeschlossen sind Symptome wie verfriithtes Erschlaffen der Haut
und Ergrauen der Haare, sowie der Abbau des subcutanen Fettgewebes. Auch findet man schon bei
jungen WS-Patienten Krankheiten wie Diabetes mellitus (Typ II), Osteoporose und Probleme des
Herz-Kreislaufsystems, Probleme die in der Normalbevdlkerung als alterstypisch einzuordnen sind.
Zwei Symptome, die bei allen WS-Fillen diagnostiziert werden, sind der sogenannte ,,Graue Star*, der
sich durch ein Triiben der Augenlinse bemerkbar macht, und Heiserkeit (Rosenthal et al., 1996).
Zuriickzufiihren sind diese Merkmale auf Probleme bei der Auflésung aberranter DNA-Strukturen, die
in Replikation, Reparatur und Rekombination auftreten, und in der gesunden Zelle Substrate des
intakten WRN-Proteins sind (Yu et al., 1996; Shen et al., 2000; Ubersicht in Brosh und Bohr, 2007).
Das 1432 Aminosduren umfassende WRN-Protein besitzt im Gegensatz zu den anderen RecQ-
Helikasen eine Exonuklease-Doméine im N-terminalen Bereich, die drei konservierte Bereiche
aufweist und Nukleinsduren in 3'-5'-Richtung abbaut (Shen et al., 1998).

Menschen, die mit dem Rothmund-Thomson-Syndrom leben miissen, weisen neben der ebenfalls stark
erhohten Krebsdisposition typischerweise Abnormalitdten an Haut und Skelett auf. Dabei ist die Haut
oftmals stark photosensitiv. Das vom Defekt betroffene Gen ist in diesem Fall das der DNA-Helikase
RECQ4 (Kitao et al., 1999), dessen Mutation neben dem Rothmund-Thomson-Syndrom zwei
zusétzliche Krankheiten, das RAPADILINO- (radial hypo-/aplasia, patellae hypo-/aplasia and cleft or
highly arched palate, diarrhoea and dislocated joints, little size and limb malformation, nose slender
and normal intelligence) und das Baller-Gerold-Syndrom, hervorrufen kann (Siitonen et al., 2003; van

Maldergem et al., 2006).

Abbildung _ 2: Mit Bloom-Syndrom (BS): Mutiertes Bisher kein
RecQ-Mutationen des « Wachstumsdefekte RecQ-Gen: Krankheitsbild
Menschen  assoziierte + Hautabnormalitaten _~7| beschrieben
s « Fertilitatsstérungen o
Krankheitsbilder o st \recq‘f >
.. . « stark erhéhtes Krebsrisiko

Neben erhdhten Risiken bim e T
der Entstehung verschie- wrn Syndrom (RTS):
deqer . Krebsformen Werner-Syndrom (WS) recqg4d —— :ﬁzﬁteattﬂr:fpgbmfmamate”
weisen dle Syndrome . Ergrauen der Haare recqs 2 &
spezifische ~ Merkmale « Grauer Star ~Fiomereifsungen

p « erhdhtes Krebsrisiko, vor

auf. Fiir recql und recg5

* Heiserkeit
 Arteriosklerose

allem Osteosarkome

wurden bisher keine
. . e O;teoporose Baller-Gerold- und
Krankheitsbilder be- « Diabetes Typ Il
. . : RAPADILINO-Syndrom
schrieben.  Erlduterun- » bilaterale Katarakte Kein Krankheitsbild be-

gen und Quellenangaben
sind dem Text zu
entnehmen.

» erhihtes Krebsrisiko
vor allem mesodermale
Tumore

schrieben;

tem Krebsrisiko vermutet

Zusammenhang mit erhéh-

« Mit RTS Uberlappende,
aber auch spezifische
Symptome

Zwei weitere RecQ-Helikasen sind im menschlichen Genom kodiert, RECQI und RECQS5. Uber

Krankheiten, die durch ihr Fehlen moglicherweise hervorgerufen werden, ist bisher wenig bekannt.
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Allerdings konnte an Méausen gezeigt werden, dass RECQS5 eine Rolle bei der Unterdriickung von
Crossover-Ereignissen wihrend der Mitose spielt. Ein Fehlen dieser DNA-Helikase fiihrt zu erhohten
Raten an Schwesterchromatidaustausch, und damit bei Siugern zu einem erhohten Risiko der
Entstehung von Krebs (Wang et al., 2003). Der Effekt wird durch eine zusitzliche Mutation in BLM
verstarkt, weshalb man vermutet, dass BLM und RECQ5 sich in ihrer Funktion stark dhneln, und
dabei an verschiedenen Wegen der HR-Unterdriickung beteiligt sind (Hu et al., 2005). Mit Hilfe des
aufgereinigten Proteins konnte gezeigt werden, dass RECQS5 abhingig von ATP und RPA (Replication
Protein A) die RADS1-vermittelte Ausbildung von D-Loops verhindert, und dabei direkt mit RADS1
interagiert (Hu et al., 2007).

Helikaseregion HRDC Abbildung 3: RecQ-
RECQ (Ec) o — 610aa Proteine von E. coli, S.
cerevisiae und H. sapiens

SGS1 (Sc)  —— 1447 aa .
Die konservierten Domaé-
WRN (Hs) X0 | e — 1432 aa nen sind schematisch
dargestellt. Im mensch-
BLM (Hs) | — 1417 aa lichen WRN-Protein ist
zusitzlich  eine  Exo-
RECQ4 (Hs) | —— 1208 aa nukleasefunktion ent-
halten (nach Hartung und
RECQ1 (Hs) — o 649aa Pychta, 2006). Von
RECQS5 ist nur die grofite
RECQSB (Hs) R et 991aa oy  drei Isoformen

dargestellt, RECQ5B
(Shimamoto et al., 2000).

Die molekularen Mechanismen, die beim Menschen im Zusammenhang mit dem Fehlen bestimmter
RecQ-Funktionen zu den oben genannten Krankheiten filhren, wurden inzwischen in einigen
Modellorganismen anhand zahlreicher RecQ-Homologe untersucht. So lassen sich auf zelluldrer
Ebene bestimmte Merkmale der Mutanten in ganz unterschiedlichen Organismen wiederfinden und als
allgemein RecQ-typisch einordnen. Dazu gehort die bereits im Zusammenhang mit den menschlichen
Homologen erwdhnte erhohte HR-Frequenz, sowie Sensitivititen gegeniiber bestimmten DNA-
schiadigenden Agenzien. Letztere sind auf die Funktion der RecQ-Proteine in der Reparatur der
Schéden zuriickzufiihren, die durch die jeweilige Substanz verursacht werden.

Die einzige RecQ-Helikase in S. cerevisiae ist SGS1, ein Protein bestehend aus 1447 Aminosduren.
Bei Mutanten, denen diese Helikase fehlt, ist die Lebensspanne verkiirzt (Sinclair et al., 1997), und die
Zellen sind sensitiv gegeniiber UV-Strahlung und den genotoxischen Agenzien Methylmethansulfonat
(MMS) und Hydroxyurea (Yagamata et al., 1998; Mullen et al., 2000). MMS kann durch
Methylierung der Nukleotide zu verdnderter Basenpaarung und einer Behinderung der Replikation
fithren (siehe auch 1.2.1), wenn entsprechende Schéden nicht zuvor mit Hilfe der Nukleotidaustausch-
Reparatur (NER) behoben werden (Knippers, 2001; Tercero und Diffley, 2001). Hingegen verursacht
Hydroxyurea eine Limitierung der DNA-Synthese, indem durch die Hemmung der M2-Untereinheit

der Ribonukleotidreduktase die Anzahl der zur Verfiigung stehenden Bausteine eingeschriankt wird
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(Hurta und Wright, 1990). Mutanten von SGS1 weisen auBerdem erhohte Raten an illegitimer und
homologer Rekombination auf und spiegeln damit die CO-unterdriickende Funktion von RecQ-
Helikasen wieder, wie sie beispielsweise auch fiir die RecQ-Homologe des Menschen beschrieben
wurde (Yagamata et al., 1998; Watt et al., 1996; Sinclair et al., 1997; Ubersicht in Bagherieh-Najjar,
2004).

In der Spalthefe Schizosaccharomyces pombe wurde bei Mutanten der RecQ-Helikase RQH1 ebenfalls
Sensitivitdt gegeniiber Hydroxyurea nachgewiesen, die sich in der Schwierigkeit dulert, nach einem
Replikationsblock (ausgelost durch Replikationsinhibitoren oder DNA-Schiden) wieder in den
normalen Zellzyklus {iberzugehen (Stewart et al., 1997). Notwendig fiir die in den rghl-Zellen
gestorte Authebung dieses S-Phase-Arrests ist die RecQ-typische Funktion des RQHI1-Proteins,
iibermadfige Rekombination zu unterdriicken. Dabei wird vor allem HR zwischen
Schwesterchromatiden unterdriickt, wofiir allerdings die Helikaseaktivitit des Proteins nicht
erforderlich ist (Hope et al., 2006). 2005 wurde ein zweites RecQ-Homolog der Spalthefe beschrieben,
das beziiglich seiner Gréfle von iiber 2000 Aminosduren alle bisher identifizierten RecQ-Helikasen
iibertrifft. Das dem menschlichen WRN-Protein stark homologe, sogenannte SPAC212.11 wird im
subtelomeren Bereich kodiert, und seine Expression wird in Telomerase-defizienten Zellen
hochreguliert. Dem Protein wird eine Funktion beim Erhalt der Telomere zugeschrieben (Mandell et

al., 2005).

Wie auch beim Menschen wurden fiinf RecQ-Gene im Genom von Drosophila melanogaster, und vier
in Caenorhabditis elegans identifiziert. Die hochste bisher beschriebene Anzahl von RecQ-
Homologen findet man allerdings im Pflanzenreich, mit bis zu acht RecQ-Helikasen beim Reis
(Hartung, unverdffentlichte Daten) oder sieben in der hier untersuchten Ackerschmalwand (Ubersicht
in Hartung und Puchta, 2006). Unter monokotylen und dikotylen Pflanzen blieben im Laufe der
Evolution interessanterweise die Intron-Positionen von insgesamt sechs verschiedenen orthologen
RecQ-Genen nahezu identisch, was eine starke strukturelle Konservierung der Gene iiber eine
Zeitspanne von mehr als 150 Millionen Jahren bedeutet. Als Besonderheit findet man in Brassicaceen
ein dupliziertes Genpaar unter den RecQ-Genen, RECQ4A und 4B. Beide weisen noch sehr hohe
Sequenzihnlichkeiten auf und dhneln gleichzeitig am stirksten den in Mensch und Hefe fiir BLM und
SGSI1 kodierenden Genen. RECQsim stellt unter den RECQ-Proteinen aus A. thaliana insofern eine
Besonderheit dar, dass die hier vorliegende Helikasedomine durch eine Insertion von etwa 100
Aminosduren unterbrochen ist (Hartung et al., 2000). Dass das Protein dennoch RecQ-typische
Funktionen erfiillt, konnte die Arbeitsgruppe um Bagherieh-Najjar et al. anhand von SGS1-Mutanten
der Béckerhefe zeigen, deren MMS-Sensitivitdt sich durch die Expression von RECQsim aus A.
thaliana kompensieren lisst (Bagherieh-Najjar et al., 2003). Uber die weiteren in A. thaliana
existierenden RecQ-Gene, RECQ1, 2, 3 und 5 ist noch relativ wenig bekannt. Fiir RECQ2 konnte
allerdings mit Hilfe der ,,Yeast-Two-Hybrid“-Methode gezeigt werden, dass das Protein mit WRNexo
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interagiert, einer Exonuklease mit Homologie zum N-Terminus der menschlichen RecQ-Helikase
WRN (Hartung et al., 2000).

Die RecQ-Proteine von A. thaliana sind schematisch in Abbildung 4 dargestellt. Bisher publizierte
Daten sollen in einem spéteren Kapitel vor dem Hintergrund der Rollenverteilung in der DNA-
Reparatur und als mogliche Interaktionspartner eines potenziellen RTR-Komplexes in Pflanzen

detaillierter diskutiert werden. Dabei soll sich der Focus auf das duplizierte Genpaar RECQ4A und 4B

richten.
RECQ1 606aa  Appildung 4: RecQ-Proteine in
RECQ2 p— e 705aa A thaliana
RECQ3 I 713aa Die  konservierte  Helikase-
domine ist in blau, die HRDC-
RECQAA 118200 Region in griinblau dargestellt.
RECQ4B ) e——— 1150 aa Die 'Hel'%kasedoméine von
RECQsim ist durch etwa 100
RECQ5 — 870 aa  Aminoséduren unterbrochen.
) WRNexo besitzt Homologie
RECQsim — 858aa ., menschlichen WRN-Pro-
P — tein, jedoch keine Helikasefunk-
WRNexo exo 288 aa

|

tion oder andere RecQ-typische
Doménen (nach Hartung und
Puchta 2006)

1.1.3 Biochemische Eigenschaften

Durch die biochemische Charakterisierung von Substraten und Produkten der interessierenden
Proteine kann im Zusammenspiel mit genetischen Ansétzen ihre funktionelle Zuordnung zu
bestimmten Stoffwechselwegen erfolgen. Besonders interessant ist dabei, wie im Falle von RecQ-
Helikasen, der evolutiondre Aspekt der Etablierung mehrerer Homologe innerhalb eines einzelnen
Organismus. So wurden bereits zahlreiche RecQ-Proteine verschiedener Modellorganismen
aufgereinigt und in Hinblick auf ihre biochemischen Eigenschaften untersucht.

Ganz allgemein sind RecQ-Helikasen Enzyme, die bezogen auf den Strang an den sie gebunden sind,
in 3’-5’-Richtung abhiingig von ATP und dem Cofaktor Mg®* doppelstringige DNA entwinden. Dabei
wird die ATPase-Aktivitidt durch die Motive I und II der Helikasedomine dargestellt, die auch als
Walker A und B Motive bezeichnet werden und ebenso in anderen ATP-abhidngigen Enzymen
enthalten sind (Walker et al., 1982).

Abgesehen von SGSI1 der Bickerhefe (Bennett et al., 1998) besitzen viele der bisher daraufhin
untersuchten RecQ-Proteine (z.B. WRN, RECQ1 und RECQ4 des Menschen) hohere ATPase-
Aktivitdt an einzelstrangiger DNA (ssDNA, single stranded) verglichen mit doppelstrangiger (dsDNA,
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double stranded), und bevorzugen dabei lange ssDNA-Abschnitte gegeniiber kiirzeren (Orren et al.,
1999; Brosh et al., 2000; Macris et al., 2006). Deshalb geht man davon aus, dass sie iiber lange
Strecken an einen Einzelstrang gebunden sind und an diesem entlang laufen bis sie auf ihre
eigentlichen Substrate treffen. So konnte fiir die fiinf RecQ-Proteine des Menschen, mit Ausnahme
von RECQ4, tatsichlich eine Helikaseaktivitdt in vitro nachgewiesen und schlieflich genauer
charakterisiert werden (Macris et al., 2006).

Die bisher untersuchten RecQ-Proteine stellen individuelle Anforderungen beziiglich ihrer
Reaktionsbedingungen, wie der Konzentration von ATP im Verhiltnis zu Mg*" oder der Ersetzbarkeit
des Kofaktors durch andere zweiwertige Metallionen (Harmon und Kowalczykowski, 2001;
Choudhary et al., 2004; Sharma et al., 2005; Kobbe et al., 2008).

AuBlerdem unterscheiden sich die jeweiligen bevorzugten Substrate gemil3 der Spezialisierung
einzelner RecQ-Proteine auf verschiedene Prozesse in der Replikation, Reparatur und Rekombination
der DNA. Dabei werden die Erwartungen oftmals durch genetische Ansdtze gegeben, z.B. anhand von
Sensitivitdten der Mutanten gegeniiber bestimmten DNA-Schadenstypen. Die Substratspezifititen
werden dann vorwiegend in sogenannten ,Strand-Displacement-Assays®“ mit Hilfe kiinstlich
hergestellter DNA-Strukturen untersucht, an denen einzelne (z.B. radioaktiv) markierte Stringe nach
Ablosung durch die RecQ-Helikasen nachgewiesen werden kdnnen. Beispielsweise konnte gezeigt
werden, dass das WRN-Protein effizient eine hinter einem Streptavidin-Block liegende Gabelstruktur
entwindet, sowie dsDNA-Substrate mit 5’-Uberhéingen wie sie wihrend der Okazakifragment-
Synthese in der Replikation, oder auch in Reparaturprozessen entstehen (Brosh et al., 2002). Ein
Zusammenhang zwischen WRN und dem Multienzymkomplex der Replikation konnte bei Méusen
dadurch bestdtigt werden, dass erstens beide gemeinsam aufgereinigt werden konnten, und zweitens
Mutanten des WRN-Gens Sensitivitdt gegeniiber Camptothecin aufweisen, einem spezifischen
Inhibitor der in die Replikation involvierten Topoisomerase I (Lebel und Leder, 1998).
Schliisselintermediate, an denen einige der bisher charakterisierten RecQ-Proteine wirken (siche
Abbildung 5; Ubersicht in Sharma et al., 2006), sind Holliday-Strukturen und D-Loops, wobei fiir die
menschlichen BLM- und WRN-Proteine gezeigt werden konnte, dass sie die Holliday-Struktur in
einem als ,,Branch Migration* bezeichneten Prozess sogar um mehr als 2,5 Kilobasen verschieben
konnen. Dabei wird fiir BLM eine anti-rekombinogene Funktion an stehengebliebenen
Replikationsgabeln (siehe 1.2.1) diskutiert (Constantinou et al., 2000; Karow et al., 2000).

D-Loops entstehen z.B. in der homologen Rekombination (HR) durch die RADS5I1-vermittelte
Einzelstrang-Invasion in den homologen Duplex, und werden beispielsweise durch BLM (van Brabant
et al., 2000), WRN (Orren et al., 2002) und HsSRECQI (Sharma et al., 2005) prozessiert. Daher wird
fiir WRN eine entsprechende Funktion bei der Entwindung des telomerischen T-Loops diskutiert, die
hier gemeinsam mit der Exonukleasefunktion des Proteins eine Rolle spielt (Opresko et al., 2004). In
einer ersten Studie zur biochemischen Charakterisierung pflanzlicher RecQ-Helikasen konnte gezeigt

werden, dass RECQ2 aus A. thaliana ebenfalls D-Loops entwindet. Es wird vermutet, dass dieses
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Protein ein pflanzliches Ortholog der Helikasefunktion des menschlichen WRN-Proteins darstellt
(Kobbe et al., 2008).

Unter Zellzyklus-abhingiger Kontrolle an den Telomeren (Zahler et al., 1991; Paeschke et al., 2005),
sowie in den Promotorelementen vieler Gene kommen Guanin-reiche Sequenzabschnitte vor, aus
denen héaufig vierstringige G4-Guadruplex-Strukturen entstehen. Diese konnen einerseits die
genomische Stabilitdt gefdhrden. Andererseits wird aber auf Transkriptionsebene eine regulatorische
Funktion der G4-Strukturen z.B. fiir menschliche Promotorregionen vorhergesagt (Huppert und
Balasubramanian, 2008), die ebenfalls eine gezielte Bildung und Wiederauflosung erfordert. Die
menschlichen WRN- und BLM-Proteine, sowie SGS1 aus S. cerevisiae und RECQ aus E. coli
entwinden nachweislich solche G4-Strukturen, wobei BLM und SGS1 diese sogar im Vergleich zu
doppelstringiger DNA und Holliday-Strukturen bevorzugen (Ubersicht in Sharma et al., 2006).

Die oben genannten Strukturen

entstehen vor allem im Zuge von a 5 C
Rekombination, Replikation und
der Reparatur spezifischer DNA- X X
Schéden. Daher steht eine solche
D 5 E

funktionelle  Einordnung  der

RecQ-Helikasen im Einklang mit

den in diversen Mutanten
beobachteten Hyperrekombi-

nations- und Sensitivitits-Phino-

typen.
Abbildung 5: Substrate der RecQ-Helikasen

Typische DNA-Strukturen, fiir die Aktivitdten diverser RecQ-Proteine
nachgewiesen wurden, sind schematisch dargestellt: Holliday-Struktur
(A), doppelte Holliday-Struktur (B), G4-Quadruplex (C),
Replikationsgabel (D) und D-Loop (E).
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1.2 Der RTR-Komplex im Kontext der DNA-Reparatur

Entsprechend der in diversen Mutanten beobachteten Phinotypen und der aus biochemischen Studien
an isolierten Proteinen erhaltenen Daten wurden die RecQ-Helikasen in verschiedene Wege der DNA-
Reparatur und —Rekombination eingeordnet. Uber diese Mechanismen soll im Folgenden zunéchst ein
Uberblick verschafft, und dabei der Schwerpunkt auf DSB-Reparatur und Rekombination gesetzt
werden. Im nichsten Schritt erfolgt eine Einordnung der bisher bekannten und vorhergesagten

Funktionen von RecQ-Helikasen in die aktuellen Modelle dieser DNA-Reparaturwege.

1.2.1 Wege der DNA-Reparatur

Verschiedene externe und interne Einfliisse setzen das Erbgut einer Zelle permanenter Schidigung aus
und erfordern Reparatur-Wege, die auf die jeweiligen Schadenstypen genau abgestimmt sind.

Pflanzen sind aufgrund ihrer Bindung an den jeweiligen Standort vor allem Schédigung durch UV-
Strahlung ausgesetzt. Die dabei hdufig erzeugten Thymindimere werden im Licht durch das Enzym
Photolyase gespalten (Ubersicht in Tuteja et al., 2001), das 1984 erstmals aus E. coli isoliert und
biochemisch charakterisiert wurde (Sancar et al. 1984). Nur wenige Jahre spéter konnte das Enzym
ebenfalls aus Blattextrakten von A. thaliana isoliert und sein Absorptionsspektum mit denen der
Photolyasen aus E. coli und S. cerevisiae verglichen werden (Prang und Hays, 1991). Obwohl die
Theorie bereits lange Zeit diskutiert wurde, fehlte bis 2005 der tatsdchliche Beweis fiir den genauen
Ablauf der Spaltung, der auf einem radikalischen Elektronentransfer-Mechanismus beruht (Sancar et
al., 1984; Kao et al., 2005). In A. thaliana wird neben der Pyrimidin-Dimere spaltenden Photolyase
eine zusitzliche exprimiert, die andere Substratspezifititen aufweist; zudem besitzen vier weitere

vorhergesagte Gene der Ackerschmalwand Homologien zu Photolyasen (Ubersicht in Britt, 2002).

Von auflen einwirkende genotoxische Agenzien fiihren ebenfalls zu bestimmten Klassen von DNA-
Schidden und lassen sich neben ihrer 6kologischen, negativen Bedeutung auch gezielt und positiv im
Labor einsetzen, um die entsprechenden Reparaturwege zu studieren. Allerdings finden auch im Zuge
des normalen Stoffwechsels innerhalb der Zelle Beschiddigungen des Erbguts statt. So flihren reaktive
Sauerstoffspezies, die wihrend der Atmung permanent als Nebenprodukt entstehen, zu potenziell
mutagenen Verdnderungen der Basen, sowie zu einzelstringigen Liicken im DNA-Riickgrat
(Ubersicht in Lieber und Karanjawala, 2004).

Fir direkt beschéadigte Nukleotide stehen neben der an Pyrimidindimeren wirkenden Photolyase
weitere Reparaturmechanismen wie z.B. die Excisionsreparatur zur Verfiigung, bei der wiederum

zwischen Basen- und Nukleotidexcisionsreparatur unterschieden wird (Ubersicht in Britt, 2002). Trifft
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allerdings die Replikationsmaschinerie noch vor der Reparatur auf eine solche Schadstelle, kann es
entweder durch fehlerhafte Erkennung der Basen zu einem Fehleinbau und dadurch zu méglichen
Mutationen kommen, oder aber zu einer Blockierung der Replikation. Fiir einen auf den Folgestrang
beschriankten Schaden wird anhand von E. coli ein Modell diskutiert, in dem dieser abhingig von der
Synthese der Okazakifragment iibergangen wird. Der daraus resultierende, hinter der Gabel
zuriickbleibende einzelstrangige Bruch kann anschlieBend durch Rekombination mit dem intakten
Schwesterchromatid geschlossen werden. Eine &dhnliche Situation ist denkbar, wenn die
Replikationsgabel direkt auf einzelstrdngige Liicken im Folgestrang trifft, ausgeldst z.B. durch
reaktive Sauerstoffspezies (Ubersicht in Lieber und Karanjawala, 2004). Der diskontinuierlichen
Folgestrang-Replikation stehen groBere Schwierigkeiten gegeniiber, wenn der Schaden alternativ den
Leitstrang betrifft. Bevor die Replikation hier neugestartet werden kann, kommt es zu einem echten
Block, der entweder durch eine Umgehung des Schadens mit Hilfe sogenannter Transldsions-
Polymerasen, oder aber durch eine tatsdchliche Reparatur und Neuanlagerung eines Replisoms
behoben werden kann. Die beschriebenen Formen von Schidden, die wéhrend der Replikation zu

Problemen fiihren, sind in Abbildung 6 schematisch dargestellt.

A f - € = —  Abbildung 6: Typische
* —_ Schéden, wie sie an
T N N TN — — | Replikationsgabeln
. ) ) auftreten
Beschadigte Base, Quervernetzung der Einzelstrangbruch Freies Doppel-
Fehlpaarung parentalen Strénge strang-Ende

Beschadigte Basen konnen
D durch  Fehlpaarungen zu
Mutationen fithren (A), oder

—/_/ _/_/ — eine Querver-netzung der

r — —_—

— 2\ ﬁ;\ . x\ . Stringe zum Abbruch der

m W Replikation (B).

Schaden an der Replikation wird mit einzelstréngiger Liicke im Einzelstrangbriiche kénnen
Folgestrang-Matrize Folgestrang forigesetzt .

hinter der Gabel zu DSBs

E umgesetzt werden (C). Ob

_/_i:}— die Replikation zu einem

41";1/_/ _ W Abbruch kommt oder der

——
—
> N, N Schaden  zunichst iiber-

gangen werden kann, héngt
auch davon ab, welcher der
parentalen Stringe betroffen

- ist (D, E). (Nach McGlynn
und Lloyd, 2002)

Schaden an der Einzelstrangige Liicke im Leitstrang, Abbruch der
Leitstrang-Matrize Replikation méglich

Mechanismen fiir die Reparatur solcher angehaltenen Replikationsgabeln wurden fiir E. coli
beschrieben und wurden von McGlynn and Lloyd 2002 zusammengefasst: Schliisselmerkmal ist dabei
die Ausbildung einer Holliday-Struktur, die durch ein leichtes Aufwinden der stehengebliebenen
Gabel und die Aneinanderlagerung der beiden neusynthetisierten Tochterstrange sowie der beiden
parentalen Strange entsteht, und in diesem Fall auch als ,,Chickenfoot“-Struktur bezeichnet wird

(Abbildung 7).
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Das aus den einander angelagerten

Tochterstringen entstandene  doppelstringige
Ende kann in E. coli mit Hilfe der Rekombinase
RecA in den der Gabel voraus liegenden
Doppelstrang einwandern und mit diesem einen
D-Loop ausbilden. Im Anschluss kann hier ein
der

urspriinglichen Gabel die Holliday-Struktur durch

neues Replisom aufgeladen und an

RuvABC aufgelost und die Stringe anschlieBend
religiert werden. Alternativ kann RuvABC direkt

=
N\—

Blockade an der
Replikationsgabel

L,
N\

,Chickenfoot"-
Struktur

—

Abbildung 7: ,,Chickenfoot*-Struktur

Beispielsweise eine chemische Quervernetzung kann
zu einer Blockierung der Replikationsgabel und der
Ausbildung einer HJ fiihren. Diese wird hier auch als
,,Chickenfoot“-Struktur bezeichnet (Nach McGlynn
und Lloyd, 2002).

die an der Gabel entstandene Holliday-Struktur prozessieren, wodurch einer der Tochterstrange als
doppelstrangiges DNA-Ende frei gelassen wird. Ebenfalls durch Rekombination mit dem der
urspriinglichen Blockade voraus liegenden Chromosom wird schlie8lich eine neue Replikationsgabel
gebildet. In beiden Fillen besteht ein hohes Risiko fehlerhafter Rekombination durch Homologien an
anderen Orten im Genom, besonders im Falle der zweiten Variante, in der voriibergehend ein freies
DNA-Ende entsteht. Fiir die als ,,Erhalter der genomischen Stabilitit” deklarierten RecQ-Helikasen
wird an dieser Stelle eine anti-rekombinogene Funktion diskutiert. Dabei wird die ,,Chickenfoot®-
Struktur durch einen als ,,Branch Migration” bezeichneten Prozess wieder in Richtung der
Gabelstruktur aufgeldst (Karow et al., 2000; Ubersicht in Sharma et al., 2006). Dass stehengebliebene
Replikationsgabeln aber alternativ auch bei Eukaryoten tatséchlich tiber Ausbildung und Schneiden
von HJs prozessiert werden, wurde bisher zwar nicht direkt bewiesen, allerdings besitzen sie analog zu
RuvABC die Endonuklease MUSS81. Dieses von Hefe bis zum Menschen konservierte Protein
bearbeitet als Heterodimer gemeinsam mit MMS4 (in Hefe) bzw. EMEI (in Tieren und Pflanzen)
Holliday-Strukturen und fiihrt bei einer Mutation in der Béckerhefe aufgrund seiner Funktion in der
meiotischen Rekombination unter anderem zu reduzierter Lebensfahigkeit der Sporen (Boddy et al.,
2001).

Ob fiir die an der stehengebliecbenen Replikationsgabel ausgebildete ,,Chickenfoot“-Struktur eine
endonukleolytische Auflosung notwendig ist, hangt vor allem von der Art des Schadens ab und ist
wahrscheinlich, wenn zugleich beide parentalen Stringe betroffen sind. Beispiele fiir Mutagene, die zu
solchen Schéden fithren konnen, sind sogenannte ,,Crosslinker wie Mitomycin C (MMC) oder cis-
Platin. Die Wirkung dieser beiden auch als Chemotherapeutika eingesetzten Substanzen unterscheidet
sich vor allem darin, dass MMC durch sequenzabhingige kovalente Bindung an die 2’-Aminogruppe
des Guanins sowohl Intra- als auch Interstrang-Verkniipfungen, sowie einfache Addukte hervorruft.
Die Quervernetzung der Strénge resultiert im Einklang mit den beschriebenen Modellen hiufig in
Einzel- und Doppelstrangbriichen, wahrscheinlich dann wenn die Replikationsgabel auf einen Schaden
trifft. Zudem wird bei der Vernetzung innerhalb eines Stranges eine leichte Beugung der DNA bis hin

zu etwa 15° verursacht (Rink et al., 1996; De Silva et al., 2000; Ubersicht in McGlynn und Lloyd,
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2002). Das Hauptprodukt von cis-Platin hingegen sind vor allem verkniipfte benachbarte Guanine
innerhalb eines Stranges, die durch eine stirkere Beugung der Strdnge bis maximal 55° die Erkennung
durch Reparaturmechanismen wie NER oder Mismatch Repair aktivieren (Ubersicht in Boulikas und

Vougiouka, 2003).

Der DNA-Schadenstyp, der fiir ein Genom die hdochsten Risiken mit sich bringt, ist der
Doppelstrangbruch (DSB), dessen Reparatur je nach Mechanismus schwerwiegende Folgen fiir
Sequenzabfolge und Chromosomenorganisation haben kann. Den durch Pyrimidindimere,
Einzelstrangbriiche oder sonstige Blockaden an angehaltenen Replikationsgabeln verursachten DSBs
stechen solche gegeniiber, die direkt durch Einfluss von Mutagenen wie Bleomycin, oder
beispielsweise durch Gamma-Strahlung, induziert werden.

Solche klassischen Doppelstrangbriiche werden in Pflanzen zum gréften Teil {iber das sogenannte
NHEJ (Non Homologous End Joining), die nicht-homologe Reparatur beseitigt, einen Prozess in dem
mit Hilfe der Schliisselproteine KU70/KU80 und Ligase 4 die Bruchenden wieder verkniipft werden
(Ubersicht in Weterings und Chen, 2008). Da fiir diese Verkniipfung keine lingeren homologen
Bereiche erforderlich sind, kénnen genomische Verdnderungen die Folge sein (Tamura et al., 2002).
Zudem kommt es beim NHEJ oft zu Deletionen oder Insertionen; bei letzteren werden beliebige, an
anderen Orten im Genom vorkommende, nicht homologe Sequenzen in die Bruchstelle eingefiigt
(Chu, 1997; Puchta, 1999).

Die homologe Rekombination hingegen ist ein konservativer Reparaturmechanismus, da die
Basenabfolge mit Hilfe homologer Sequenzen des Schwesterchomatid oder des homologen
Chromosoms erhalten werden kann. Dabei dient der intakte, homologe DNA-Strang (Donor) als
Matrize zum Einbau fehlender Basen, so dass es bei gleichen Allelen zu keiner Verdnderung des
urspriinglichen Gens kommt. Die Mechanismen der homologen DSB-Reparatur sollen in Abschnitt
1.2.3 vertiefend diskutiert werden. Als ,,Synthesis Dependent Strand Annealing® (SDSA) wird eine
Variante der DSB-Reparatur bezeichnet, bei der eine Kombination von illegitimer und homologer
Rekombination zum Tragen kommt; dabei wandert nur eines der beiden prozessierten Enden des
Doppelstrangbruchs in einen homologen Doppelstrang ein und nutzt diesen als Matrize flir die DNA-
Synthese. Nach Verldngerung des Strangs wird dieser aber wieder vom homologen Molekiil verdrangt
und mit seinem urspriinglichen Partner verkniipft (Nassif et al., 1994; Puchta, 1999; Olsen Krogh et
al. 2004).

Die Gewichtung von nicht-homologer und homologer Rekombination variiert zwischen den
Organismen stark, wobei in hoheren Eukaryoten hauptséichlich NHEJ fiir die Reparatur von DSBs
genutzt wird. Das Moos Physcomitrella patens stellt dabei durch die Nutzung von HR als bevorzugten
DSB-Reparaturweg eine Ausnahme dar und eignet sich besonders zum Studium des Gene Targetings
in Pflanzen (Ubersicht in Schaefer, 2001). Die Tendenz jedoch, mit steigender Komplexitit eher auf

NHE]J zuriickzugreifen, erscheint allein im Hinblick auf die jeweiligen Beschaffenheiten der Genome
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sinnvoll. Der eigentlich Sequenz-erhaltende Weg der HR stellt vor allem die Genome komplexerer
Eukaryoten vor besondere Schwierigkeiten, da hier ein grofler Anteil an repetitiven Sequenzen, wie
z.B. 5-7% beim Menschen, ein groBes Risiko fehlerhafter Rekombination birgt. Zudem kdnnen
Chromosomen-Translokationen die Folge sein (Johnson et al., 2001). In der Meiose hingegen ist zur
Neukombination des Erbguts HR notwendig, und wird gezielt induziert. Aufgrund des Schwerpunkts,
der in dieser Arbeit auf somatischer und meiotischer HR liegt, sollen beide Varianten ausgehend vom

Doppelstrangbruch in den folgenden Kapiteln vertiefend behandelt werden.

1.2.2 Der Doppelstrangbruch als Ausgangspunkt fir HR

Der Reparatur von DNA-Briichen, die in somatischen Zellen durch Fehler in der Replikation,
Stoffwechselmetabolite oder duflere Einfliisse induziert werden, steht die Meiose gegeniiber, in der
gezielt induzierte Doppelstrang-Briiche (DSBs) die Orte der Rekombinationsereignisse zwischen
beiden Chromosomensétzen eines diploiden Genoms darstellen.

Dabei steht die meiotische Teilung allein schon deshalb in starkem Kontrast zur mitotischen Teilung,
weil anstelle nur einer hier zwei Teilungen auf nur eine einzelne S-Phase folgen. Genetische
Information wird neu kombiniert und in den resultierenden vier haploiden Gameten untergebracht. In
der Bickerhefe Saccharomyces cerevisiae ist SPO11, ein Protein mit Homologie zur Untereinheit A
der archaebakteriellen Typ 2 -Topoisomerase TOP6, fiir den DSB-induzierenden Schritt essentiell
(Bergerat et al., 1997; Keeney et al., 1997). Diese Funktion von einem SPO11-Protein ist im Tierreich
ebenfalls konserviert und wird im Pflanzenreich sogar durch zwei homologe SPOI11-Proteine
ausgefiihrt. Im Genom der Ackerschmalwand sind insgesamt drei SPO11-Proteine kodiert, benannt als
SPO11-1, -2 und -3 (Hartung und Puchta, 2000, 2001). Wéhrend die friihe Letalitit einer SPO11-3-
Mutation mit einer essentiellen Rolle des Proteins in der somatischen Endoreduplikation in
Verbindung steht, zeigen Mutanten von SPO11-1 und -2 im Vergleich zum Wildtyp bis hin zur
Bildung von Schoten keine sichtbaren Wachstumsunterschiede (Hartung et al., 2002, 2007; Sugimoto-
Shirasu et al., 2002; Sugimoto-Shirasu und Roberts, 2003; Stacey et al., 2006). Fiir eine homozygote
SPO11-1-Mutation konnten Grelon et al. 2001 zeigen, dass die Pflanzen nahezu steril sind. In ihrer
meiotischen Teilung im Laufe der Pollenentwicklung findet keine Chromosomenpaarung statt, und
anstelle der im Wildtyp in der Diakinese erzeugten Bivalente entstehen hier typischerweise
Univalente, die zufillig verteilt werden (Grelon et al., 2001). Interessanterweise ist die Einzelmutante
spoll-2 in ihrem meiotischen Phénotyp nicht von spoll-1 zu unterscheiden (Stacey et al., 2006;
Hartung et al., 2007), auch eine entsprechende Doppelmutante spoll-1/spoll-2 weist keine weitere
Verstérkung des Phinotyps, sondern die gleichen, fiir die Einzelmutanten beschriebenen Defekte auf.

Dies fiihrte zu der Folgerung, dass beide Proteine am gleichen Schritt beteiligt sind, oder gar in einem
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einzigen heterodimeren Komplex arbeiten, der fiir die Induktion meiotischer Doppelstrangbriiche in A.
thaliana verantwortlich ist. Tatsachlich konnen spol1-1 und spol1-2 den durch rad51 verursachten
Phénotyp, der sich in einer starken Fragmentierung der Chromosomen in Anaphase [ &uBert,
unterdriicken (Hartung et al., 2007). Dadurch wird eine Funktion beider SPO11-Homologe, die noch
vor der Invasion potenzieller Enden in den homologen Strang einzuordnen ist, bestétigt. Fiir diese
Funktion ist zudem entscheidend dass beide SPOI11-Proteine in einer katalytisch aktiven Form
vorliegen, wie durch Komplementationsversuche an den Mutanten gezeigt werden konnte. Dabei kann
der meiotische Phanotyp beider Mutanten zwar durch die fiir die vollstdndigen Proteine kodierenden
Konstrukte aufgehoben werden, nicht aber durch Aquivalente, die jeweils im katalytisch aktiven
Tyrosin-Rest eine Mutation tragen (Hartung et al., 2007).

Im Gegensatz zu dem konservierten meiotischen DSB—Induktionsfaktor SPO11, der schon relativ gut
erforscht ist, sind die Informationen {iber andere an diesem frithen Schritt der Meiose beteiligte
Proteine noch eher sparlich. Zusétzlich zu SPO11 sind in der Béckerhefe zwar neun weitere Faktoren
als essentiell fir die DSB-Induktion beschrieben worden, namentlich Rad50, MREI11, XRS2,
REC102, REC104, REC114, SKI8, MER2 and MEI4 (Keeney et al., 2001). Allerdings konnten fiir die
Proteine, die von ihnen iiberhaupt in A. thaliana kodiert sind (MRE11, RAD50, NBS1, SKIS8), diese
frithen meiotischen Funktionen nicht nachgewiesen werden. In der Hefe sind MRE11 und RADS50
zusitzlich zu ihren Funktionen bei der Ausbildung von Briichen auch am sogenannten MRX-Komplex
beteiligt (vergl. 1.2.3), der bereits entstandene DSBs prozessiert. Im Gegensatz zur eigentlichen DSB-
Induktion sind diese sich ihr anschlieBenden Funktionen beider Proteine in A. thaliana konserviert
(Bleuyard et al., 2004; Puizina et al., 2004). Unabhingig von den in Hefe bekannten Faktoren, wurde
kiirzlich ein zusétzliches Protein charakterisiert, das in A. thaliana essentiell fir die Induktion
meiotischer Doppelstrangbriiche ist. Dieses sogenannte PRD1 wurde zuvor erstmals in einem Screen
nach meiotischen Mutanten entdeckt und fiihrt in einem homozygot mutierten Hintergrund zu extrem
reduzierter meiotischer Rekombination, dem Fehlen frither meiotischer Rekombinations-Marker wie
dem Auftreten von DMC1-Foci, sowie einem mit Spoll-1 und spoll-2 vergleichbaren meiotischen
Phénotyp. Zudem kann auch prdl wie spoll-1 oder spoll-2 den meiotischen Phénotyp von rad51
unterdriicken, der sich in einer starken Fragmentierung der Chromosomen &ullert und seinerseits auf
Defekte bei der Invasion der Enden in den homologen Strang zuriickzufiihren ist. Durch die ,,Yeast-
Two-Hybrid“-Methode konnte tatsidchlich eine Interaktion zwischen PRD1 und SPO11-1 festgestellt
werden (Mercier et al., 2001; De Muyt et al., 2007).

Fiir SPO11 in Hefe konnten interessanterweise auch von der DSB-Induktion unabhingige Funktionen
beschrieben werden, z.B. in der pra-meiotischen S-Phase, die sich bereits stark von der somatischen S-
Phase unterscheidet, oder bei der Ausbildung des synaptonemalen Komplexes (Celerin et al., 2000;
Pawlowski und Cande, 2005; Hamant et al., 2006).

Der DSB-Induktion schlie3t sich die Invasion der Enden in das homologe DNA-Molekiil an, eine

Schnittstelle zwischen meiotischer und somatischer Rekombination. Dennoch kann prinzipiell
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zwischen beiden Prozessen unterschieden werden, wie im folgenden Kapitel zusammengefasst wird.
Beteiligte Faktoren und die tatséchliche Nutzung der einzelnen Unterwege der HR koénnen einerseits
zwischen somatischer und meiotischer HR, andererseits aber auch zwischen verschiedenen

Organismen, variieren.

1.2.3 Reparatur der DSBs durch somatische oder meiotische HR

An einem Doppelstrangbruch werden zu Beginn der HR zunichst die Enden durch den evolutionér
hochkonservierten MR-Komplex prozessiert, der die Proteine MRE11 und RADS50 enthilt und
einzelstringige 3’-Uberhinge erzeugt. In der Hefe zeigen sowohl Mutanten dieser beiden Faktoren, als
auch von XRS2, Defekte in der meiotischen Rekombination (Ubersicht in Connelly und Leach, 2002).
Zusammen bilden MRE11, RAD50 und XRS2 den sogenannten MRX-Komplex, analog zum
menschlichen, aus MRE11, RAD50 und NBS1 bestehenden MRN-Komplex (Johzuka und Ogawa,
1995; Dolganov et al., 1996; Maser et al., 1997; Carney et al., 1998; Usui et al., 1998; Trujillo und
Sung, 2001).

Die einzelstringigen Uberhéinge werden zunichst von RPA (Replication Protein A) iiberzogen, das
Sekundérstrukturen beseitigt (Sugiyama et al., 1997). Vermittelt durch RAD52 wird RPA wieder
verdrangt und RADS51 an die DNA rekrutiert, wobei sich das RADS51-Nukleoproteinfilament
ausbildet, das durch weitere RADS51-Paraloge stabilisiert wird (Sugiyama und Kowalczykowski, 2002;
Fortin und Symington, 2002). RADS51 ist sowohl in somatische als auch meiotische Rekombination
involviert und ist das eukaryotische funktionelle Homolog zum bakteriellen RECA (Shinohara et al.,
1992). Eukaryotische RADS51-Paraloge sind z.B. RADS5 und 57 in Hefe, oder RADSIB, C, D,
XRCC2 und XRCC3 in Séugetieren. Letztere weisen zueinander sowie zu RADS1 selbst etwa 20-30
% Sequenzidentitit auf (Ubersicht in Sonoda et al., 2001).

Das RADS51-Nucleoproteinfilament wandert nun unter Einfluss von RAD54 in einen homologen
DNA-Duplex ein, entweder das Schwesterchromatid oder das homologe Chromosom. Dieses stellt
somit das Donormolekiil fiir die zu einer Verldngerung des eingedrungenen Stranges fiihrenden DNA-
Synthese dar (Ubersicht in Symington, 2005; Kiianitsa et al., 2006). In Abbildung 8 sind die
beschriebenen frithen Schritte der homologen Rekombination schematisch dargestellt.

Fiir die Auflosung dieser Struktur, die durch die Invasion des freien DNA-Endes in den homologen
Duplex und sich anschlieBende DNA-Synthese entsteht, wurden Modelle entwickelt, die theoretisch
sowohl somatische als auch meiotische HR beschreiben konnen. Ihr tatsdchliches Vorkommen und
ihre Gewichtung in den unterschiedlichen Organismen muss allerdings im Einzelfall gesondert

diskutiert werden, wofiir durch genetische und biochemische Ansétze Hinweise geliefert werden.
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Einerseits kann der eingedrungene Strang wieder aus dem Donor-Duplex herausgelost und die nun

aufgefiillte Liicke durch Ligation mit dem anderen Ende des Bruchs geschlossen werden, was dann

den als SDSA bezeichneten, vor allem fiir
somatische Zellen beschriebenen Zweig der HR
darstellt (siehe auch Abschnitt 1.2.1). Dabei wird
die HJ-Struktur, die den Uberkreuzungspunkt
zwischen den beiden Doppelstrangen darstellt,
durch ,,Branch Migration“ in Richtung 3’-Ende des
eingedrungenen Stranges hin verschoben, so dass
kein Austausch der beteiligten Striange -erfolgt,
sondern lediglich Sequenzinformationen aus dem
Donorduplex iibernommen werden (Ubersicht in

Symington, 2005).

Hefe-Mutanten der Helikase SRS2 zeigen wie auch
sgsl-Zellen erhohte Raten somatischer Crossovers
(COs), und beide Phinotypen lassen sich jeweils
durch  Uberexpression des anderen  Gens
unterdriicken (Ira et al., 2003). Eine Beteiligung in
zwei  unterschiedlichen = Wegen der CO-
Unterdriickung mit variabler Gewichtung ist also
denkbar, wobei Ira et al. SRS2 im SDSA-Weg
platzieren, wahrend das RecQ-Homolog SGS1 eine
spatere Funktion entsprechend dem nachfolgend in
diesem  Kapitel diskutierten = DSBR-Modell
zugesprochen wird (Ira et al., 2003). Allerdings
konnte auch fiir RecQ-Helikasen, am Beispiel des
BLM-Proteins in vitro die

SDSA-Weg

charakteristischen D-Loops nachgewiesen werden

der Fruchtfliege,

Auflosung  solcher  fiir den
(Bachrati et al., 2006). Eine direkte Beteiligung von
RecQ-Helikasen an diesem Weg wire mit der
Tatsache vereinbar, dass bisher biochemisch keine
SRS2-Aktivitit am entsprechenden Substrat gezeigt

werden konnte und daher noch weitere Faktoren

beteiligt sein sollten (Krejci et al., 2003).

MRX

: X

RPA
w I
&
Vermittler &"% RADS51

w e"
RAD54

Abbildung 8: Initiation der HR ausgehend von
einem DSB

Durch den MRX-Komplex werden die Enden
zunichst prozessiert, so dass einzelstringige 3’-
Uberhiéinge entstehen, an die sich RPA anlagert.
Vermittelt durch RADS52 und den RADS5/57-
Komplex bildet RADS51 unter Verdringung von
RPA ein Proteinfilament aus, das den Einzelstrang
bedeckt. Dieser kann nun mit Hilfe von RAD54 in
einen homologen Duplexbereich eindringen und
diesen als Matrize fiir die DNA-Neusynthese
nutzen. Dabei kann die Verzweigungsstelle (HJ)
durch SGS1 und TOP3 in einem als Branch
Migration bezeichneten Prozess verschoben werden.
Weitere an dieser frithen Phase der HR beteiligte
Proteine, werden im Text zusammengefasst
(Ubersicht in Symington, 2005).
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Andererseits kann die Holliday-Struktur zu einer doppelten HJ (dHJ) umgesetzt werden. Dies
geschieht entweder durch RADS2-vermittelte Invasion des zweiten Bruchendes in den gleichen
Doppelstrang (Sugiyama et al., 1998), oder aber indem der eingedrungene Strang ohne ein
vollstandiges Herauslosen aus dem Donor-Duplex auf der anderen Seite des Bruchs mit dem zweiten
Ende ligiert wird. Letzterer Vorgang wird als ,,Second End Capture* bezeichnet, fiir das ebenfalls eine
Funktion des RADS51-Proteins diskutiert wird (Sugiyama et al., 2006).

Die dHJ ist als zentrales Intermediat des Doppelstrangbruch-Reparatur-Modells anzusehen, dass
urspriinglich von Szostak et al. anhand der Béckerhefe entwickelt und seitdem mehrfach modifiziert
wurde. Hier werden, wie in Abbildung 9 schematisch dargestellt, fiir die Auflésung der dHJ zwei
parallel verlaufende Wege diskutiert (Szostak et al., 1983; Thaler und Stahl, 1988; Ubersicht in Cobb
und Bjerkbaek, 2006). Einerseits konnen mit Hilfe der RecQ-Helikase SGS1 und der Topoisomerase
TOP3 durch ,,Branch Migration und Auflosung der dadurch entstandenen Katenan-Struktur Produkte
ohne Crossover (NCO, non crossover products) entstehen. Dieser Vorgang wird in der Fachliteratur
als ,,Dissolution” bezeichnet und ist mit den hyperrekombinogenen Phinotypen diverser RecQ-
Mutanten vereinbar. Andererseits konnen durch die

sogenannte ,,Resolution” abhingig vom genauen —/ X

Mechanismus, nach dem an der dHJ geschnitten ' zsecond end
capture®

wird, sowohl COs als auch NCOs entstehen. H

Letzterer Zweig des DSBR-Modells involviert die

| Resolution® | Dissolution®
strukturspezifische Endonuklease MUS81 und ihren  |Swreh e ropa
Interaktionspartner MMS4, beide fithren in der
Béckerhefe bei Mutationen in Kombination mit sgsl — v
zu einer Letalitdt der Zellen (Mullen et al., 2001; H -D.
Kaliraman et al., 2001; Ubersicht in Cobb und l & l
Bjergback, 2006).
Die Abkiirzung MUSS]1 steht fiir ,MMS- und UV- co NGO

sensitiv, dieses Protein wurde zuerst bei Hefe und

Mensch entdeckt. Wahrend in Eubakterien noch . .
Abbildung 9: Zwei parallele Wege der

kein  MUS81-Homologon  gefunden  wurde, Auflésung doppelter Holliday-Strukturen

beschrieben Roberts und White bei Archaea eine In der HR entsteht nach Invasion des ersten

. Bruchendes, DNA-Synthese und die Verkniipfung
Endonuklease, die sowohl MUSS8I als auch dem it dem zweiten Ende des DSBs (,second end

Kk tischen XPF-Protein ihnelt (Robert d capture) die dHJ. Diese kann einerseits durch den
cukaryotischen rotein dhnelt (Roberts un MUSS81-Endonukleasekomplex aufgeldst werden,

White, 2005). Von Schizosaccharomyces pombe woraus je nach genauem Schnittmechanismus COs

. . oder NCOs resultieren konnen (NCOs nicht
weill man, dass MUS81-Mutanten nur wenige geseiot). Andererseits filhrt die Auflosung der dHJ
durch SGS1 und TOP3 strikt zu NCO-Produkten
(verindert nach Szostak et al., 1983; Ubersicht in
gegeniiber MMS, UV-Strahlung und Hydroxyurea Cobb und Bjergbaek, 2006).

iiberlebensfahige Sporen bilden, und sensitiv
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sind (Boddy et al., 2001). Zudem wurden Defekte in der Meiose festgestellt, wihrend mitotische
Genkonversionen unauffillig verlaufen (Ubersicht in Haber und Heyer, 2001). Wie auch beim
Menschen heifit der MUSS81-Interaktionspartner der Spalthefe EME1 (essential meiotic endonuclease
1), deren Mutation in der Spalthefe einen mit mus81 vergleichbaren Phénotyp verursacht (Boddy et
al., 2001).

Der MUS81-Komplex spaltet in vitro sowohl intakte HJs als auch solche, die schon einen
Einzelstrangbruch im Zentrum aufweisen, zu linearen, doppelstrangigen DNA-Molekiilen auf.
Letztere werden als ,,Nicked Holliday Junctions® bezeichnet und stellen bei rekombinanten MUSS81-
Komplexen die besser geeigneten Substrate dar. Ein von Gaillard et al. 2003 vorgeschlagener
Mechanismus liefert eine mogliche Erklarung dieses Phinomens: Der Resolvase-Komplex wirkt in
zwei Schritten. Der erste Schritt verlduft langsam und betrifft den ersten Schnitt auf einem Strang in
der Nahe der Verzweigungsstelle einer intakten HJ. Ist dieser Schnitt gemacht, wird das Enzym sofort
auf die der ersten Schnittstelle gegeniiberliegende Seite dirigiert und induziert dort den zweiten Bruch.
Die in vitro bestimmten Substratspezifititen unterscheiden sich je nach Organismus, so schneiden z.B.
die aus S. pombe oder dem Menschen isolierten nativen MUS81-Komplexe auch intakte HJ mit hoher
Effizienz, wohingegen genickte HJ fiir die in vitro synthetisierten Komplexe aus S. cerevisiae die
geeigneteren Substrate darstellen (Boddy et al., 2001; Chen et al., 2001).

Eine Besonderheit in A. thaliana ist, dass das EME1-Gen dupliziert vorliegt: EME1A besteht aus 546,
EMEI1B aus 551 Aminosduren. Die beiden Proteine sind zu 62,7% identisch und aus jeweils 12

kodierenden Exons aufgebaut (Geuting, 2008).

Wahrend fiir die somatische DSB-Reparatur theoretisch alle drei beschriebenen Modelle, also SDSA,
DSBR und der dem klassischen DSBR-Modell parallel gestellte, iiber RecQ-Helikasen verlaufende
Weg denkbar sind (Ubersicht in Cobb und Bjerbaek, 2006), ist die Frage nach ihrer jeweiligen
Gewichtung und Vorkommnis in meiotischer HR eher umstritten. Die Annahme, dass meiotische
DSBs vor allem iiber DSBR repariert werden passt nicht zu dem Befund, dass in der Béckerhefe die
genaue Konfiguration der entstehenden NCOs oftmals mit den Vorhersagen der von MUSSI
verursachten Schnittmuster unvereinbar ist (Gilbertson et al., 1996; Merker et al., 2003).
Passenderweise ist MUS81 in der Bickerhefe zwar fiir meiotische COs, nicht aber fiir NCOs
erforderlich, was die Existenz eines alternativen Weges bestétigt (Smith et al., 2003). Zudem wurde
beobachtet, dass meiotische NCO-Produkte bereits zeitgleich mit den dHJs entstehen, weshalb von
Allers und Lichten diskutiert wurde, dass der GrofBteil der meiotischen NCOs direkt liber SDSA
gebildet wird. Dementsprechend fiele die Entscheidung zwischen NCO und CO bereits vor der
Ausbildung einer dHJ (Allers und Lichten, 2001; McMahill et al., 2007). Allerdings wurde aber auch
schon 1995 ein alternativer Mechanismus diskutiert, {iber den meiotische HR-Intermediate noch nach
Ausbildung einer dHJ-Struktur nicht nur zum CO, sondern mit Hilfe einer Topoisomerase auch zum

NCO-Produkt aufgeldst werden kdnnen (Schwacha und Kleckner, 1995).
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1.2.4  Bisher bekannte Komponenten des RTR-Komplexes

Die Abkiirzung RTR steht fiir ,,RECQ— TOP3 - RMI1* und bezeichnet einen Komplex mit evolutionér
stark konservierter Komposition (Ubersicht in Mankouri und Hickson, 2007). Bereits 1994 wurde fiir
SGS1 der Béckerhefe eine Interaktion mit der Typ IA —Topoisomerase TOP3 nachgewiesen, die im
Gegensatz zu den an der Replikation beteiligten Topoisomerasen 1 und 2 der Hefe noch wenig
charakterisiert ist (Gangloff et al., 1994; Ubersicht in Champoux, 2001 und Corbett und Berger, 2004;
Weinstein und Rothstein, 2008). Dabei ist die Bezeichnung SGS1 (slow growth suppressor 1) direkt
auf den Effekt zuriickzufilhren, dass eine SGS1-Mutation den Wachstums- und
Rekombinationsphénotyp von top3 unterdriickt. So wurde ihre gemeinsame Beteiligung an einem
Rekombinationsweg vorhergesagt (Gangloff et al., 1994). Eine entsprechende Interaktion konnte
inzwischen tatséchlich fiir einige RecQ-Helikasen verschiedener Organismen nachgewiesen werden;
beispielsweise ist das menschliche BLM-Protein ebenso wie RECQ5B mit TOP3a assoziiert (Johnson
et al., 2000, Wu et al., 2000; Shimamoto et al., 2000), und auch die RecQ-Helikase RQH1 der
Spalthefe mit dem entsprechenden Topoisomerase-Homolog (Laursen et al., 2003). Zusétzlich weisen
genetische Ansétze auf eine vergleichbare Situation auch in anderen Organismen hin, wie in E. coli,
Caenorhabditis elegans und Xenopus laevis (Harmon et al., 1999; Kim et al., 2002; Li et al., 2004).
Aufgrund der mit einer Mutation von TOP3 bzw. TOP3« oftmals assoziierten schwerwiegenden
Phénotypen, wie Letalitit in der Spalthefe, der Fruchtfliege und in Méausen (Li und Wang, 1998;
Maftahi et al., 1999; Plank et al., 2005), schreitet die weiterfiihrende Charakterisierung der Funktionen
des Proteins nur langsam voran. Da von Arabidopsis lebensfahige TOP3o-Mutanten existieren, sind
genetische Untersuchungen an Pflanzen als Modell fiir hohere Eukaryoten daher besonders spannend.

Ein weiteres TOP3-Homolog hoherer Eukaryoten ist TOP3 /4. Phanotypen von Mutanten dieses Gens
sind jedoch vergleichsweise mild, z.B. sind top34-Méuse lebensfdhig. Dabei weisen sie dennoch

Fertilitdtsdefekte und verkiirzte Lebensspannen auf (Kwan et al., 2003; Kwan und Wang, 2001).

Erst vor drei Jahren wurde RMI1 (RecQ-mediated genome instability 1) als eine dritte Komponente
des Komplexes identifiziert, wobei eine direkte Interaktion mit dem menschlichen BLM-Protein
nachgewiesen werden konnte. Dabei ist RMI1 fiir die Stabilitit des Komplexes in vivo essentiell und
fiihrt bei einer Mutation zu schlechterer Proliferation der untersuchten HeLa-Zellen. Analog zu den fiir
bIm beschriebenen Mutantenphédnotypen ist auch in rmil die Rate an SCE-Ereignissen signifikant
erhoht. RMI1 wird beim Menschen auch als BLAP75 (BLM-associated protein 75) bezeichnet und
verleiht dem RTR-Komplex seine alternative Benennung als BTB-Komplex (BLM-TOP3a-BLAP75)
(Yin et al., 2005). Mutanten des in der Béckerhefe kodierten RMI1-Homologs weisen erhohte
Rekombinationsraten und mitotische Defekte auf, die analog zur genetischen TOP3/SGS1-Interaktion
durch eine Mutation des RecQ-Gens SGS1 unterdriickt werden konnen. Tatsdchlich interagiert das

RMI1-Protein hier sowohl mit SGS1 als auch mit TOP3 (Chang et al., 2005).
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Trotz der in Mutanten beschriebenen gravierenden Phénotypen von rmil konnte dem Protein bislang
keinerlei katalytische Aktivitit nachgewiesen werden. Die einzige darin kodierte Proteindoméne, die
bisher beschrieben wurde, ist eine sogenannte OB-Falte (oligonucleotide binding); so konnte, passend
zu den fiir das menschliche BLM erhaltenen Ergebnissen, eine besonders effiziente Bindung des
RMI1-Proteins aus der Hefe an Holliday-Strukturen und einzelstrangiger DNA gezeigt werden.
Aufgrund der genetischen und biochemischen Daten wird also angenommen, dass die wesentliche
Funktion von RMI1 darin besteht, die Stabilitdt des Komplexes zu gewéhrleisten und deren Bindung
an die entsprechenden DNA-Substrate zu vermitteln oder begiinstigen (Yin et al., 2005; Mullen et al.,
2005).

Dass RMI1-Gene in so verschiedenen Organismen wie Mensch, Backerhefe und auch C. elegans
identifiziert wurden, weist auf eine starke evolutionidre Konservierung des RTR-Komplexes in der

Form hin, wie er fiir Mensch und Hefe bereits ndher charakterisiert wurde (Yin et al., 2005).

1.2.5 Beteiligung des RTR-Komplexes an den verschiedenen DSB-Reparaturwegen

Mutanten von Komponenten des RTR-Komplexes weisen typischerweise Defekte in der Reparatur
bestimmter DNA-Schadenstypen, sowie erhohte Raten illegitimer Rekombination auf (vergl. Kapitel
1.1.2 und 1.2.4). Zudem konnte fiir RMI1 in der Hefe ein mit SGS1 identisches Spektrum synthetisch
letaler Interaktionen nachgewiesen werden; beide Mutationen sind jeweils letal in Kombination mit
den HR-Mutationen mus81, mms4 und sIx1. Eine gemeinsame Funktion von RMI1 und SGS1 in einem
Komplex, dessen Funktion den genannten Faktoren parallel geschaltet ist, ist daher naheliegend. Dass
dieser Weg ebenfalls die Auflosung von HR-Intermediaten betreffen muss wird dadurch gezeigt, dass
sich diese Letalititen durch Mutation frither HR-Faktoren wie RADS51 und RAD54 autheben lassen
(Mullen et al., 2005; Fabre et al., 2002). Dementsprechend ist der RTR-Komplex bei der Reparatur
somatischer Doppelstrangbriiche in den bereits erlduterten Weg einzuordnen, iiber den parallel zur
endonukleolytischen Spaltung einer dHJ-Struktur eine Aufldsung stattfindet, deren Resultate reine
NCO-Produkte sind. Dabei katalysiert die jeweilige RecQ-Helikase unter ATP-Verbrauch die
Verschiebung der HJ, wodurch sich eine sogenannte Katenan-Struktur ausbildet. Im nichsten Schritt
findet deren Auflésung mit Hilfe der beteiligten Typ IA —Topoisomerase statt, die dafiir mit Hilfe von
RMII an das DNA-Substrat rekrutiert wird (Ubersicht in Cobb und Bjergback, 2006). Wie in
Abschnitt 1.2.1 zusammengefasst, kann eine solche Form der Rekombination neben klassischen
Doppelstrangbriichen auch DNA-Schiden betreffen, die z.B. die Replikation blockieren, oder
ausgelost durch genotoxische Agenzien oder Strahlung in einem Einzel- oder Doppelstrangbruch
resultieren. Im Gegensatz zu diesem in der HR als ,,Dissolution* bezeichneten Prozess miissen andere,

fiir einzelne RecQ-Helikasen beschriebene Funktionen, nicht notwendigerweise auch die
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Komplexpartner TOP3/TOP3a und RMI1 erfordern. Dazu gehdren beispielsweise die Checkpoint-
Aktivierung und Initiation der Rekombination durch RECQ aus E. coli, oder die moglicherweise in
den SDSA-Weg cinzuordnende Auflosung von D-Loops unter anderem durch RECQ als auch das
menschliche BLM-, WRN- und RECQ1-Protein (Harmon und Kowalczykowsi, 1998; van Brabant et
al., 2000; Sharma et al., 2005; Ubersicht in Sharma et al., 2006).

Ob diese ,,Dissolution, die mit Hilfe des RTR-Komplexes abléduft, in der Meiose ebenfalls stattfindet,
ist strittig; dennoch weisen diverse RecQ-Mutanten meiotische Defekte auf, wenn auch diese nicht
zwangsldufig einen vergleichbaren Prozess betreffen miissen. Jedenfalls widerspricht einer
Beteiligung der RecQ-Helikasen am meiotischen SDSA-Weg der erst kiirzlich in Hefe beschriebene
Befund, dass die durch Invasion des ersten Bruchendes in den homologen Duplex entstandenen D-
Loops, sogenannte ,,Single-End-Invasion-Intermediate* (SEIs), in SGS1-Mutanten nicht statistisch
signifikant erh6ht sind. Aufgrund der in der Mutante erhohten Zahl von Verkniipfungen zwischen drei
bis vier unabhédngigen Duplexbereichen geht man eher davon aus, dass SGS1 deren Bildung
unterdriickt und stattdessen eine Funktion bei der Ausbildung korrekter, interhomologer dHJs besitzt.
Dafiir spricht die Tatsache, dass die Mutanten vermehrt nah beieinander liegende meiotische COs
produzieren, deren Bildung durch die Verkniipfung mehrerer Doppelstriange begiinstigt wird (Oh et
al., 2008).

Alternativ wire eine Beteiligung des RTR-Komplexes bei der Auflosung bereits gebildeter dHJs
denkbar, wie er von Schwacha und Kleckner vorgeschlagen wurde (Schwacha und Kleckner, 1995).
Tatsdchlich ist eine Mutation des fiir die Typ IA —Topoisomerase TOP3 kodierenden Gens mit
Sterilitdt und damit mit einer essentiellen meiotischen Funktion des Proteins verbunden (Gangloff et
al., 1994; Gangloff et al., 1999). Auch Mutanten der RecQ-Helikase SGS1 zeigen in der Hefe
reduzierte Sporulation in Verbindung mit schlechter Lebensfdhigkeit der Sporen, was mit der
beobachteten Missegregation der Chromosomen in der Meiose in Zusammenhang gestellt wurde (Watt
et al., 1995 und 1996). Fiir das menschliche BLM wurde sogar schon 2000 neben somatischen Zellen
auch in solchen, die eine meiotische Teilung durchlaufen, eine Interaktion mit TOP3a festgestellt
(Johnson et al., 2000). Dementsprechend ist eine gemeinsame Funktion beider Komponenten in einem
potenziellen RTR-Komplex, wie fiir die Auflosung somatischer HR-Intermediate gezeigt, auch im
Zuge der meiotischen Teilung moglich, auch wenn sie noch nie direkt bewiesen wurde.

Dass RecQ-Helikasen generell Funktionen in der meiotischen Rekombination wahrnehmen koénnen,
spiegelt sich in den Phénotypen der Mutanten wieder, die wie sgsl, blm und wrn Fertilitdtsdefekte
aufweisen. Dennoch stellt sich die Frage, inwieweit sich die verschiedenen Homologe im Laufe der
Evolution auf bestimmte Rollen spezialisiert und funktionell voneinander distanziert haben. Erst
kiirzlich wurde eine fordernde Funktion in der meiotischen Rekombination fiir RQH1, eine von zwei
RecQ-Helikasen der Spalthefe entdeckt; das steht z.B. in volligem Gegensatz zur dem fiir SGS1
beschriebenen Effekt, nahe beieinander liegende CO-Produkte zu verhindern (Cromie et al., 2008).

Die Frage nach der evolutiondren Differenzierung ist aber vor allem dann besonders spannend, wenn
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sich innerhalb eines Organismus mehrere RecQ-Gene etabliert haben, so wie es in hoheren Eukaryoten

generell der Fall ist.

1.2.6  Potenzielle Komponenten des RTR-Komplexes in Arabidopsis thaliana

Bei der Suche nach den RecQ-Genen, die in dem in dieser Arbeit untersuchten Modellorganismus am
wahrscheinlichsten einem potenziellen RTR-Komplex zuzuordnen sind, bietet sich zunichst der
Vergleich mit besser charakterisierten Homologen an.

Beziiglich der Sequenzen existieren in Arabidopsis thaliana zwei Gene, die als BLM-Homologe
anzusehen sind, RECQ4A und 4B (Atlgl0930 und At1g60930). Innerhalb ihrer konservierten
Doménen besteht bei beiden Proteinen eine Sequenzidentitit von etwa 53% im Vergleich mit dem
BLM-Protein, und etwa 46% mit SGS1 aus der Bickerhefe. Untereinander besitzen RECQ4A und 4B
sogar etwa 70% Identitét beziiglich ihrer Aminosdure und Nukleotidsequenzen. Diese Gene entstanden
durch ein Duplikationsereignis, das heutzutage auf Chromosom 1 liegt und einen Bereich von etwa 35
kb betrifft. In diesem Bereich wurden acht Gene vorausgesagt, von denen 4 der so entstandenen
Genpaare mit dem RECQ4A/4B-Paar vergleichbare Ahnlichkeiten untereinander aufweisen (Hartung
et al., 2000; Hartung und Puchta, 2004). Zwischen RECQ4A und 4B ist aber auch die Ahnlichkeit
auBerhalb der konservierten Motive liberraschend hoch und betrifft beispielsweise auch eine
Konservierung aller 25 Intronpositionen. Dabei sind diese beiden Gene die einzigen unter den RECQ-
Homologen von Arabidopsis, die fiir ein konserviertes Intron in ihrem 5’-UTR-Bereich kodieren.
RECQA4A und 4B sind mit einer Linge von 1188 und 1150 aa deutlich groBer als die anderen RecQ-
Proteine in A. thaliana, die nur aus maximal 858 aa bestehen (Hartung et al., 2000). Unter allen
Pflanzen die bisher beziiglich dieser Duplikation untersucht wurden, kann das Genpaar nur in
Brassicaceen gefunden werden, nicht aber z.B. im Reis oder der Pappel. Dementsprechend ist das
Duplikationsereignis in der Evolution einem Zeitraum zuzuordnen, der wihrend der Entwicklung der
dikotyledonen Pflanzen nach Abspaltung der Pappel, aber vor Entstehung der Brassicaceen (vor ca. 30
Millionen Jahren) stattgefunden hat (Hartung und Puchta, 2006).

Fir recq4A wurde in A. thaliana 2004 der RecQ-typische Hyperrekombinations-Phénotyp
beschrieben, sowie erhdhte Sensitivitdten der Mutanten gegeniiber UV-Strahlung und MMS. Zudem
kann die Expression des intakten Gens als einziges unter den RecQ-Homologen von Arabidopsis in
der Hefemutante Sgsl sowohl deren erhohte somatische HR als auch deren MMS-Sensitivitét
unterdriicken (Bagherieh-Najjar, 2004). Die Vermutung liegt also nahe, dass das entsprechende
Protein in einen konservierten RTR-Komplex involviert ist, der in Arabidopsis somatische HR
unterdriickt und an der Reparatur bestimmter DNA-Schidden beteiligt ist. Im Zuge zweier

Diplomarbeiten innerhalb unserer Arbeitsgruppe konnte einerseits der Phénotyp von recq4A bestitigt
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werden, andererseits weisen beide Studien darauf hin, dass RECQ4B als die zweite Komponente des
duplizierten Genpaares erstaunlicherweise nicht diese RecQ-typischen Funktionen teilt. Allerdings
hatte hier bisher nur eine einzelne recq4B-Linie zur Verfiigung gestanden, weshalb sich zu Beginn
dieser Arbeit die Aufgabe der genauen und statistisch signifikanten Charakterisierung der Funktionen
von RECQ4B stellte (Bergmann, 2004; Suer, 2005).

Besonders faszinierend ist in diesem Zusammenhang, inwiefern in komplexen Organismen wie
Arabidopsis im Laufe der Evolution eine funktionelle Differenzierung zwischen mehreren Homologen
stattgefunden hat. RECQ aus E. coli werden sowohl pro- als auch anti-rekombinogene Funktionen
zugesprochen, und die Uberexpression des einzigen RECQ4-Gens im Reis fiihrt zu erhdhter HR (Li
und Li, 2004). Von groBBem Interesse ist daher die Frage, ob eine solche Funktion auch direkt von
einer oder mehreren der RecQ-Helikasen in Arabidopsis vertreten wird, und ob diese ebenfalls mit

einem potenziellen RTR-Komplex im Zusammenhang steht.

Gemeinsam mit RecQ-Helikasen sind, wie bereits beschrieben, Topoisomerasen des Typs IA bei der
Unterdriickung illegitimer somatischer Rekombination in den RTR-Komplex involviert. In A. thaliana
gibt es wie auch in anderen hoheren Eukaryoten zwei TOP3-Homologe, TOP3a und TOP3p
(At5g63920 und At2g32000) (Hanai et al., 1996; Ng et al., 1999; Wilson et al., 2000), von denen fiir
letzteres bisher kein Mutantenphénotyp detektiert werden konnte (Hartung, personliche Mitteilung).
Eine erste TOP3a-Mutante, top3a-1, zeigt schwerwiegende somatische Defekte, die sich in
deformierten Kotyledonen, der fehlenden Ausbildung von Wurzeln und einer Degeneration der
Keimlinge innerhalb weniger Wochen dufSert (Hartung et al., 2007).

Im Rahmen der Dissertation von Rebecca Wurz-Wildersinn wurde hingegen top3a-2 als eine mildere
Mutante meiotisch untersucht. Diese ist zwar im Gegensatz zu top3a-1 lebensfahig, weist aber
dennoch ernsthafte meiotische und mitotische Defekte auf (Wurz-Wildersinn, 2007). Die Aufklarung
der Funktion von TOP3a in einem potenziellen RTR-Komplex von A. thaliana ist deshalb Teil der

hier vorliegenden Arbeit.

Bisher identifizierte RMI1-Proteine sind untereinander in ihrer Sequenz nur schwach konserviert,
weshalb auch in Pflanzen lange kein entsprechender Kandidat gefunden wurde. Im Genom von A.
thaliana sind zwei Gene kodiert, At5g63540 und At5g19950, die auf Proteinebene dem menschlichen
RMI1 nur zu 15,5 und 14,6 Prozent homolog sind, und auch untereinander nur eine Homologie von
13,7 Prozent aufweisen. Da fiir At5g11950 zwar Mutanten erhéltlich sind, diese aber keinerlei
Hinweise auf meiotische Defekte oder Sensitivitdten gegeniiber genotoxischen Agenzien geben, wurde
dieses Gen in der vorliegenden Arbeit nicht weiter charakterisiert. Hingegen ist eine Mutantion des
ersten potenziellen RMI1-Gens (At5g63540) mit reduzierter Fertilitdt verbunden. Deshalb wurde es im

Rahmen dieser Arbeit als RMI1 bezeichnet und weiter charakterisiert. Inzwischen wurde die cDNA
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dieses Gens hergestellt und sequenziert, wodurch Auskunft iiber ein Protein von 644 aa Lénge erhalten

wurde (Hartung et al, 2008, im Reviewprozess).

In der Bickerhefe sind Mutationen der RTR-Gene in Kombination mit z.B. mus81, mms4, oder sIx1
letal, ein Effekt der sich durch Mutationen in frithen HR-Genen beheben lasst (vergl. Kapitel 1.2.5).
Daraus wird geschlossen, dass sie jeweils an zwei alternativen Wegen der Auflosung von
Intermediaten der homologen Rekombination beteiligt sind. Im Genom von A. thaliana ist ebenfalls
ein MUS81-Homolog kodiert, das wie in der dieser Arbeit vorausgehenden Diplomarbeit beschrieben
wurde, tatsdchlich Funktionen in der somatischen DNA-Reparatur besitzt. Dementsprechend stellt sich
die Frage nach dem Effekt doppelter Mutationen, also von MUS81 und zusitzlich von moglichen

Komponenten eines konservierten RTR-Komplexes in A. thaliana.
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1.3 Ziel dieser Arbeit

Die Gene der RecQ-Helikasen erfiillen bedeutende Aufgaben bei der Erhaltung der Genomintegritét
und sind zwischen den verschiedensten Organismen hochkonserviert. Beim Menschen fiihren
Mutationen dieser Gene zu schweren Krankheiten, die alle mit einer hohen Wahrscheinlichkeit der
Entstehung von Krebs assoziiert sind. Erkldrt wird dies durch die Funktion der RecQ-Helikasen,
gemeinsam mit der Topoisomerase 3 bzw. 3a und dem DNA-Bindeprotein RMI1 bzw. BLAP7S5,
iibermiBige Rekombination zu unterdriicken. Dieser konservierte Komplex wird als RTR bzw. BTB
bezeichnet, und arbeitet in einem Weg der Aufldsung somatischer HR-Intermediate, wie sie in der
homologen Reparatur von DNA-Briichen oder an stehengebliebenen Replikationsgabeln entstehen.
Aus den durch den RTR-Komplex katalysierten Schritten resultieren ausschlielich NCO-Produkte,
wihrend in einem alternativen Weg durch endonukleolytische Spaltung, in Abhéngigkeit vom genauen
Mechanismus, sowohl COs als auch NCOs entstehen konnen.

Fiir einige RecQ-Homologe verschiedener Organismen konnte auBerdem gezeigt werden, dass sie
Funktionen in der meiotischen Rekombination besitzen, auch wenn die genauen Mechanismen hier
weitgehend unbekannt sind.

Im Genom des hier untersuchten Modellorganismus A. thaliana werden insgesamt sieben RecQ-Gene
kodiert, wobei sich die Frage nach der evolutiondren funktionellen Differenzierung aufdriangt. Welche
Funktionen wurden also moglicherweise von einem gemeinsamen Vorginger auf mehrere Homologe
verteilt oder inwieweit fand ein Zugewinn neuer Funktionen statt? Unter dem evolutionidren Aspekt
betrachtet sind in A. thaliana besonders RECQ4A und 4B interessant, die als Partner eines durch
Duplikation entstandenen Genpaares beide beziiglich ihrer Sequenz als Homologe des menschlichen
BLM sowie von SGS1 der Béckerhefe anzusehen sind.

Ziel dieser Arbeit war es, RECQ4A und 4B funktionell in den Kontext der DNA-Reparatur und
Rekombination einzuordnen. Dabei galt es einerseits, zwischen beiden Helikasen beziiglich ihrer Rolle
in der Reparatur bestimmter Schadenstypen zu unterscheiden, und zu definieren, in wieweit sie mit der
konservierten RecQ-Funktion, {iberméfBige Rekombination zu unterdriicken, vereinbar sind. Wichtig
war in diesem Zusammenhang ebenso, MUSS81 als mogliche Komponente eines alternativen
Rekombinationsweges in Arabidopsis zu untersuchen; sowohl anhand von MUS81-Einzelmutanten als
auch durch Kreuzung mit Mutanten der RecQ-Gene. Andererseits stellte sich die Frage nach
moglichen Interaktionspartnern der RecQ-Helikasen RECQ4A und 4B, weshalb in diesem
Zusammenhang auch Mutanten von TOP3o und RMI1 untersucht und mit den Phénotypen der RecQ-
Mutanten verglichen wurden. Nicht zuletzt war der spannenden Frage nachzugehen, ob ein
moglicherweise in A. thaliana konservierter RTR-Komplex neben der somatischen auch in die
meiotische HR involviert ist, und falls ja, ob dies notwendigerweise eine identische Zusammensetzung

des Komplexes erfordert.
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2 MATERIAL UND METHODEN

Standardchemikalien wie Ethanol, Methanol, Isopropanol, Aceton, Phenol, Essigsidure, KOH,

Saccharose und EDTA werden von ortsiiblichen Herstellen bezogen.

2.1 Sterile Pflanzenkultur

Gerite Reinraumbank (Luft- u. Reinraumtechnik GmbH, Typ HF BDK)
Reinraumbank (Luft- u. Reinraumtechnik GmbH, Typ KVF BDK)
Zentrifuge (Eppendorf, mini Spin)

Vortexer (Janke & Kunkel IKA Labortechnik, VF2)
Inkubationsschrank (Percival Scientific, CU-36L.4)

Binokular (Zeiss, Stemi DV4)

Heizschrinke grof3 und klein (Memmert)

2.1.1 Sterilisieren von Arabidopsis-Saatgut

Ethanol, unvergillt, 70 %
Natriumhypochloridldsung, 12 % (NaOCIl, Carl Roth GmbH)

Samtliche Schritte werden unter sterilen Bedingungen durchgefiihrt. Die Samen werden in einem 1,5-
ml-Reaktionsgefdl mit 0,5 ml 70 % Ethanol versetzt und vermischt. Nach etwa 1 min wird der
Ethanol abgenommen, und die Samen mit sterilem H,O bidest. gewaschen. Wiéhrend der
achtmintitigen Einwirkzeit von je 0,5 ml 4 % NaOCI-Losung (hergestellt aus 12 %) werden die
Reaktionsgefdle immer wieder gut geschiittelt. AnschlieBend werden die Samen werden
abzentrifugiert (15 sec, 6000 rpm) und dreimal mit sterilem H,O bidest. gewaschen. Aufgrund der zur
Keimung erforderlichen Stratifikation erfolgt die Lagerung der am Ende wieder in sterilem H,O
bidest. aufgenommenen Samen bei 4 °C im Kiihlschrank, mindestens {iber Nacht, bis hin zu maximal

einer Woche.

2.1.2  Sterile Anzucht von Arabidopsis-Keimlingen

Murashige & Skoog-Medium (Duchefa Biochemie)
Plant Agar (Duchefa Biochemie)
Saccharose, KOH
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Cefotaxim-Natrium (Duchefa Biochemie)
Gentamycin-Sulfat (Duchefa Biochemie)

Die sterilisierten Samen werden an der Reinraumbank jeweils einzeln mit einer Pipettenspitze auf das
in den entsprechenden Versuchen erwiinschte Festmedium iibertragen. Die Standard-Anzucht erfolgt
auf GM-Medium (4,9 g/l Murashige & Skoog Fertigmedium, 10 g/l Saccharose, 7,5 g/l Plant Agar, pH
5,7 (KOH)). Fiir Segregationsanalysen und die Selektion positiv transformierter Nachkommen werden
entsprechende Antibiotika wie in Tabelle 1 angegeben vor dem Giessen der Platten zugefiigt. Keinen
Agar enthaltendes, fliissiges GM-Medium findet andererseits Verwendung in Versuchen, in denen
Mutagene eingesetzt werden, oder in Rekombinations-Tests zur Bestimmung von HR-Raten in
Mutantenlinien. Im Inkubationsschrank werden die Pflanzen tdglich bei 22 °C 16 Stunden lang

belichtet, gefolgt von einer Dunkelphase von acht Stunden bei 20 °C.

Tabelle 1: Eingesetzte Antibiotika fur die Seletion transgener Pflanzen

Antibiotikum Konzentration | Verwendung

Cefotaxim 500 mg/1 Zur Selektion transformierter Pflanzen, wirkt gegen Agrobacterium
tumefaciens

Gentamycin 60 mg/1 Selektion von Pflanzen, die erfolgreich mit dem pPZP221-
Vektorsystem transformiert wurden

2.1.3 Mutagen-Behandlung

GM-Medium (siehe 2.1.2)

Camptothecin (Sigma-Aldrich)

Cisplatin (Sigma-Aldrich Chemie GmbH)
Methylmethansulfonat, MMS (Sigma-Aldrich)
Mitomycin C (MMC, Serva Electrophoresis)

Am Vortag sterilisierte Samen (siehe 2.1.1) werden zu 100 bis 120 pro Petrischale auf festem GM-
Medium ausgesit. Nach einer Woche Anzucht im Percival Inkubationsschrank werden die Pflanzen zu
je 10 pro Vertiefung in 6-Well-Plates umgesetzt, die jeweils 5 ml fliissiges GM-Medium fiir die
unbehandelten Kontrollen, und je 4 ml fiir die Mutagen-Proben enthalten. In je einem Milliliter GM-
Medium werden am nichsten Tag die Mutagene zu hinzugegeben, so dass die gewiinschten
Endkonzentrationen erreicht werden, die in Tabelle 2 zusammengefasst sind.

Fiir die Untersuchung der sterilen Mutantenlinie top3a-2 wird der Sensitivititsassay angepasst und das
Saatgut heterozygoter Pflanzen verwendet: Das Umsetzen der Pflanzen, die nur zu 40-50 pro
Petrischale angezogen werden, erfolgt erst nach zwei Wochen. So wird beim Umsetzen ein Sortieren
der top3a-2 Pflanzen ermoglicht, die zu diesem Zeitpunkt schon einen charakteristischen

Wuchsphinotyp, erkennbar durch nicht glattrandige oder teilweise eingerollte Blitter, aufweisen. Der
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Zusammenhang zwischen Genotyp und Wuchs konnte durch PCR bestétigt werden. Zum Vergleich
werden der Wildtyp, recq4A-1 sowie die teilsterile homozygote Mutante rmil-2 mitgetestet. Die
Vorbereitung der Platten und die Zugabe der Mutagene erfolgen nach dem oben beschriebenen
Prinzip. Von allen Linien werden pro Vertiefung der 6-Well-Plates aber nur 5 Pflanzen umgesetzt und
die in Tabelle 3 zusammengefassten Konzentrationen untersucht. Alle beschriebenen Schritte werden
an der Reinraumbank durchgefiihrt. Fiir die Auswertung werden die Pflanzen 13 Tage nach
Mutagenzugabe mit Kiichenpapier abgetupft und das Frischgewicht mit Hilfe einer Feinwaage
bestimmt. Die ermittelten Werte werden schlieBlich in Prozent der jeweiligen unbehandelten Kontrolle
ausgedriickt, um linienspezifische Abweichungen im Wachstum auszuschlieBen, die in keinem

Zusammenhang mit den durch die eingesetzten Substanzen induzierten Schiden stehen.

Tabelle 2: Konzentrationen der in Sensitivitatstests eingesetzten Mutagene

Mutagen Konzentrationen Untersuchte Mutanten

Cis-Platin 5 10 uM recq4A-1,2; recq4B-1,2; recq4A-1/4B-1
MMC 5 10 15 20 pg/ml mus81-1,2

MMS 40 60 80 100 ppm recq4A-1,2; recq4B-1,2; recq4A-1/4B-1
MMS 20 40 60 100 ppm mus81-1,2

Tabelle 3: Mutagenbehandlung steriler Mutanten und entsprechender Kontrollen

Mutagen Konzentrationen Untersuchte Mutanten
MMC 5 10 15 20 pg/ml top3a-2; rmil-2; rg4A-1
Cis-Platin 5 10 uM top3a-2; rmil-2; rg4A-1
MMS 40 60 80 100 ppm top3a-2; rmil-2; rg4A-1

2.1.4 Rekombinationsassay

GM-Medium (siehe 2.1.2)

Bleomycinsulfat (Duchefa Biochemie)

Natriumazid (Merck)

Cyclohexyl-Ammonium (X-GlcA, Duchefa Biochemie)
Dimethylformamid (Roth)

100 mM Phosphatpuffer

Ethanol, vergillt, 70%

Bei den verschiedenen Mutanten soll die Rate der homologen Rekombination mit und ohne
Stressinduktion verglichen werden. Dazu werden die IC9C-Linien, die das unterbrochene GUS-Gen
enthalten, jeweils mit Bleomycin behandelt und einige Tage spéter mit dem farblosen X-GlcA
versetzt, worauthin unter dem Binokular die Rekombinationsereignisse in Form von blauen Sektoren
gezdhlt werden konnen. Der Nachweis beruht auf einem homozygot in die Pflanzen integrierten

Konstrukt, das zwei liberlappende Teile eines unterbrochenen B-Glucuronidasegens enthélt. Tritt
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innerhalb des Homologiebereichs ein Doppelstrangbruch (DSB) auf, fiihrt dieser nur bei Reparatur
iiber interchromosomale Rekombination zu einer nachweisbaren Restauration des Reportergens
(Molinier et. al., 2004). Die im Hintergrund der MUS81-Mutationen zusitzlich untersuchten 651-
Linien entsprechen dem gleichen Prinzip, allerdings wird hier sowohl intra- als auch intermolekulare
HR erfasst.

Die Samen werden wie unter 2.1.1 beschrieben sterilisiert und herangezogen. Nach einer Woche
Anzucht im Percival Inkubationsschrank werden die Pflanzen zu je 50 (651-Linien je 30) Stiick in
geteilte Petrischalen mit je 10 ml fliissigem GM-Medium pro Seite iibertragen, die Bleomycin-Ansétze
enthalten zunichst nur 9 ml. Die Zugabe des Bleomycins erfolgt am nédchsten Tag, gelost in dem

jeweils fehlenden Milliliter GM-Medium pro Ansatz. Dabei wird eine Endkonzentration von 5 pg/ml

erreicht.
Modifiziert wird auch dieser Versuch fiir die A Abbildung  10: 1C9C-
Pflanzen nach dem

Charakterisierung der sterilen Mutantenlinien, ‘ . Entfarben in 70 %

. . . 4 ergalltem Ethanol

in diesem Fall top3a-2, rmil-1 und b'e verg

entsprechende Doppelmutanten mit recq4A-1. Im Gegensatz zur
) e . - . Kontrolle (A) entwickelt

Hier wird fiir die Aussaat zunéchst das Saatgut - top3a-2 (B) im Anschluss

an die Kotyledonen deut-
lich fehlgebildete Blétter
Keimlinge weniger dicht ausgesdt und erst mit gezackten, oft einge-
rollten Réndern. So wird
ein Sortieren der Pflanzen

heterozygoter Pflanzen verwendet. Indem die

nach zwei Wochen zu je 20 Stiick umgesetzt

werden, konnen top3a-2 und recq4A-1/top3a- . schon beim Umsetzen in
das Flissigmedium er-
2 wie auch in 2.1.3 beschrieben nach ihrem moglicht. Balken = 2 mm.

Phénotyp sortiert und jeweils homozygot fiir den Assay verwendet werden. Im Falle der rmil-Linien,
die in ihrem Wachstum unauffillig erscheinen, steht auf diese Weise genug Pflanzenmaterial pro
Keimling zur Verfiigung, um nach Abschluss des Versuchs eine Genotypisierung durch PCR zu
ermoglichen. Um auch hier pro Ansatz und Mutante eine Zahl von etwa 20 homozygoten Keimlingen
in die Auswertung einbeziehen zu konnen, werden jeweils vier Proben parallel angesetzt.

Als Kontrolle dient eine homozygote IC9C-Linie, die der Kreuzung recq4A/ICIC entstammt (bzw.
eine 651-Kontrolle aus der recq4B/651-Kreuzung) und nach Aufspaltung in der F1-Generation nach
Mendel beziiglich der RecQ-Mutation wieder dem Wildtyp entspricht.

1 ml 1% Na-Azid-Losung (in H,O bidest.) und 2,5 ml 1 % X-GlcA-Stammlésung (in
Dimethylformamid) werden mit 46,5 ml 100 mM Phosphatpuffer vermischt. Die Pflanzen werden
sechs Tage (bzw. fiinf Tage im Falle der 651-Linien) nach Zugabe des Bleomycins mit je 5 ml dieser
Férbelosung versetzt und drei Tage bei 37 °C inkubiert. AnschlieBend werden die Pflanzen mindestens
eine Stunde lang (maximal {iber Nacht) in 70 % vergéilltem Ethanol bei 55-60 °C entfirbt um die

Blattfarbstoffe auszuwaschen, und bis zum Auszédhlen der Punkte unter dem Binokular in dieser
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Losung bei Raumtemperatur aufbewahrt. Die blauen Sektoren pro Pflanze werden fiir jeden Ansatz

einzeln gezdhlt und am Ende gemittelt.

2.2 Anzucht und Versuche im Gewachshaus

Gerite Elektroporationsgerit (BioRad, Gene Pulser II)
Inkubationsschrank (Genlab Ltd., Widnes, England)
Schiittler (B. Braun Biotech International, Certomat IS)
Photometer (Pharmacia Biotech, Ultrospec 1000)
Zentrifuge (Hermle, Z383K)

Magnetriihrer (Roth, Magnetic Stirrer R1000)

Sehhilfen fiir Pflanzenbestdubung (Binokular/Stirn-Lupe)

2.2.1 Anzuchtbedingungen

Floraton 3 (Floragard)
Vermiculit (2-3 mm, Deutsche Vermiculite, Dammstoff GmbH)

Alle Pflanzen, die fiir die Saatgutproduktion, fiir Kreuzungen, Bliitenuntersuchungen, oder die
Untersuchung von Wachstum und Schotenertrag Verwendung finden, werden im Gewichshaus
angezogen. Dabei dient als Substrat ein Gemisch aus Floraton 3 und Vermiculit verwendet, in einem
Verhiltnis von 1:1. Téglich werden die Pflanzen fiir 14 Stunden belichtet, gefolgt von 10 Stunden
néichtlicher Dunkelheit.

2.2.2 Kreuzungen

Von den Mutterpflanzen werden zunéchst mit einer feinen Schere Schoten, sowie Bliitenknospen, die
nicht mehr vollstindig geschlossen sind, abgeschnitten. Mit Hilfe einer spitzen Pinzette werden nun
auch die an den Bliitenstinden innen liegenden, noch sehr kleinen Knospen entfernt, und anschlieend
jeweils die Fruchtknoten der drei bis vier Knospen geeigneter Grofle freipripariert. Fiir die
Bestdubung werden der Vaterpflanze bereits gedffnete Bliiten entnommen, und ihre Antheren
vorsichtig iiber die Fruchtknoten der Mutterpflanze gestrichen. Mit Hilfe von Binokular oder Lupe
kann dabei das tatsdchliche Vorhandensein von Pollenkoérnern auf der Narbe kontrolliert, und dadurch

der Erfolg der Bestdubung erheblich verbessert werden.



MATERIAL UND METHODEN 33

2.2.3 Transformation mit Hilfe von Agrobacterium tumefaciens

Kompetente Zellen von Agrobacterium tumefaciens, Stamm AGLI
Vektoren pPZP221-RMI1 und -TOP3¢

Plant Agar (Duchefa Biochemie)

Pepton (Duchefa Biochemie)

Saccharose, KOH

Fleischextrakt (GERBU)

Hefeextrakt (Duchefa Biochemie)

Mg-Sulfat (Merck)

Spectinomycin-Dihydrochlorid (Duchefa Biochemie)
Rifampicin (Duchefa Biochemie)

Murashige & Skoog Medium (Duchefa Biochemie)
6-Benzylaminopurin (Duchefa Biochemie)
Acetosyringon (Roth)

Silwet L-77 (OSi Specialities, Inc., Danbury, CT, USA)

In einer Elektroporations-Kiivette werden 100 pl elektrokompetenter Zellen von Agrobacterium
tumefaciens (Stamm AGL1) mit 5 pl der entsprechenden Plasmid-Lésung (20-50 ng) vermischt. Fiir
die hier durchgefiihrten Komplementationen wird der Vektor pPZP221 eingesetzt, der neben einer
Resistenz gegeniiber Gentamycin die genomische Sequenz von TOP3a bzw. RMI1 trigt, in
Verbindung mit dem natiirlichen Promotor und Terminator des jeweiligen Gens. Die Klonierung
wurde jeweils liber die Schnittstellen der Restriktionsendonukleasen Sall (vor dem Promotorbereich)
und Sacl (hinter dem natiirlichen Terminator) im Rahmen der Diplom- und Doktorarbeit von
Alexander Knoll durchgefiihrt (Knoll, unveroffentlichte Daten).

Nach Anleitung des Herstellers findet die Elektroporation nun mit Hilfe des BioRad Gene Pulser 11
statt. Die Bakterien werden anschlieBend auf YEB-Medium ausplattiert, das die gewiinschten
Selektionsantibiotika enthilt (8 g/l Agar, 5 g/l Pepton, 5 g/l Saccharose, 5 g/l Fleischextrakt, 1 g/l
Hefeextrakt, 0.49 g/l Mg-Sulfat, 0.1 g/l Spectinomycin, 0.1 g/l Rifampicin), und einige Tage bis zum
Erscheinen von Kolonien bei 28 °C inkubiert. Eine leicht modifizierte Variante des Protokolls, das von
Clough und Bent 1998 entwickelt wurde (Clough und Bent, 1998), dient zur Transformation der
Arabidopsis-Pflanzen. Hierfiir wird zunéchst eine beide Selektionsantibiotika (0,1 g/l Spectinomycin
und 0,1 g/l Rifampicin) enthaltende 50-ml-Vorkultur in YEB-Medium vorbereitet und mit Hilfe einer
Einzelkolonie angeimpft. Nach Inkubation dieser Kultur iiber Nacht (28 °C, 200 rpm) werden daraus
500 ul in eine entsprechende 400 ml-Hauptkultur ibertragen, die fiir die Selektion nur noch
Spectinomycin enthilt.

Am néchsten Tag werden die Zellen, sobald sie etwa eine optische Dichte von OD600 = 1,7 erreicht
haben, fiir 15 min bei 20 °C und 4500 rpm abzentrifugiert. Direkt im Anschluss erfolgt das
Resuspendieren in frisch hergestelltem Infiltrationsmedium (40 g Saccharose, 2 g Murashige & Skoog
Medium, 3.4 pl Benzyladenosin (1 mg/ml), 800 ml H,O bidest., pH 5.7 (KOH)), das direkt vor
Gebrauch zusétzlich mit 800 pl Acetosyringon (100 mg/ml) und 400 pl Silwet versetzt wird.
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Unter leichtem Riihren werden die Pflanzen, von denen zuvor gedffnete Bliiten und bereits
entstandene Schoten entfernt wurden, einzeln fiir jeweils 30 Sekunden bis zu den Rosettenblittern in
die Bakteriensuspension getaucht. Die Lagerung der Pflanzen erfolgt bis zum néchsten Morgen
liegend in zugedeckten, mit feuchtem Kiichenpapier ausgelegten Schalen. Durch Spiilen mit Wasser
werden schlieBlich Riickstinde von Bakterien und Infiltrationsmedium entfernt und die Pflanzen
aufgestellt. Das Saatgut wird geerntet, sobald sich zahlenméaBig etwa das erste Viertel der Schoten gelb
verfarbt hat, da spéter reifende Schoten auf Bliitenknospen zuriickgehen, die sich erst nach der

Transformation gebildet haben.

2.2.4  Schotenuntersuchungen

| Ethanol, vergillt, 70 %

Aus der Mitte der ausgewachsenen Arabidopsis-Pflanze werden beliebige Triebe geschnitten, an
denen die Schoten bereits leicht gelblich verfarbt sind. Dabei werden pro Pflanzenlinie und
Untersuchung je fiinf Pflanzen, je Pflanze wiederum zehn Schoten untersucht.

Uber Nacht erfolgt das Ausbleichen der Schoten im Kiihlschrank, in 70 % vergilltem Ethanol.
SchlieBlich werden mit Hilfe eines Binokulars die Samen pro Schote gezdhlt und Mittelwerte pro

Pflanze berechnet.

2.3 Blutenuntersuchungen

Heizschrianke (Memmert)

Fluoreszenzbinokular (Olympus, SZX-ILLB2-200)
Fluoreszenzmikroskop (Zeiss, Axio Imager M1), DIC-Ausstattung
Lichtmikroskop (Olympus, OKX41), Kamera-Adapter

2.3.1 Alexanderfarbung von Pollen

Ethanol, unvergillt, 96 %
Malachitgriin-Oxalat (Merck)
Fuchsinséure (Sigma Aldrich)
Orange G (Sigma Aldrich)
Phenol, Glycerin
Chloralhydrat (Sigma Aldrich)
Essigsédure, konzentriert
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Die Alexanderfarbung (Alexander 1969; Bonhomme et al., EMBO Course, Module 1) dient zur
Uberpriifung der reifen Pollenkdrner beziiglich ihrer Lebensfihigkeit. Hierfiir werden Bliiten geerntet
und einige bis zur Prdparation in 10 % Ethanol bei 4 °C gelagert. In einem Tropfen der
Alexanderlosung (10 ml Ethanol (95 %), 1 ml Malachitgriin (1 % in Ethanol), 5 ml Fuchsinsaure (1 %
in dest. Wasser), 0,5 ml Orange G (1 % in Wasser), 5 g Phenol, 5 g Chloralhydrat, 2 ml Eisessig, 25
ml Glycerin, 50 ml dest. Wasser) werden die Antheren reifer, 1-2 mm groBer Bliitenknospen auf
einem Objekttrager freigelegt und die Préparate mit einem Deckglas versehen. Nach einer

viertelstiindigen Inkubation erfolgt die Dokumentation mit Hilfe eines Lichtmikroskops.

2.3.2 Fluorescein-Diacetat-Farbung von Blutenpollen

Aceton, Saccharose

Fluorescein-Diacetat (Sigma Aldrich)
Durch die Fluorescein-Diacetat-Farbung soll die Integritit der Plasmamembran von Pollen, und damit
ihre Lebensfahigkeit iiberpriift werden. Dafiir werden 2 mg des Feststoffs in 1 ml Aceton geldst und
diese Losung im Anschluss Tropfen fiir Tropfen zu 10 ml einer 0,5 M Saccharose-Losung hinzu
pipettiert, bis die Fliissigkeit milchig triibt wird.
In einem Tropfen dieser Suspension werden nun die Antheren freiprapariert und durch Auflegen eines
Deckglases das Herausquetschen der Pollenkorner ermdglicht. Nach fiinfminiitiger Inkubation werden
die Préparate bei Beleuchtung der Wellenldnge 350-400 nm mit geeignetem Filtersatz analysiert und

dokumentiert.

2.3.3 DAPI-Farbung von Meiose- und Mitosestadien in der Pollenentwicklung

Methanol

Essigsdure, konzentriert und 45%ig

Zitronensaure (Roth)

Natriumcitrat (Merck)

Zellulase und Pektinase (Sigma Aldrich)
Einbettungsmedium mit 15 pg/ml DAPI (Verctashield)

Das in einem Gemisch aus Methanol und Essigsdure (3:1) fixierte Pflanzenmaterial wird vor der
Priparation mit Citratpuffer gewaschen, hergestellt aus 4 ml 0.1 M Zitronenséure, 6 ml 0.1 M
Natriumecitrat und 90 ml destilliertem Wasser. Bei 37 °C werden die Bliiten anschlieend in einer
Dampfkammer fiir 30 min in Citratpuffer inkubiert, der zusétzlich jeweils 2 % Zellulase und Pektinase

enthdlt. Nach zwei fiinfminiitigen Waschschritten in Citratpuffer werden auf Superfrost Objekttragern
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(Roth) in einem Tropfen 45 %iger Essigsdure die Antheren der Bliitenknospen freiprépariert, die eine
GroBe von etwa 0,5 mm nicht {iberschreiten (vergl. Abbildung 11). Ein Deckglas wird aufgelegt und
die Pollenkdrner durch leichten Druck aus den Antheren gedriickt. Ein ziigiges Entfernen des
Deckglases mit Hilfe einer Rasierklinge wird durch schockgefrieren des

Praparats in fliissigem Stickstoff fiir 30 sec ermdglicht. Die luftgetrockneten Préparate werden

schlieflich mit je 15 pl Vectashield-
e : Abbildung 11: Auswahl
RO S

Einbettungsmedium versetzt, das den Farbstoff - Seala R\ geeigneter Bluten fir
y A N\ . =
4'.6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI) enthélt \\\._ die DAPI-Farbung

. e Mit Hilfe ei Milli-
(Bleuyard und White, 2004), und mit frischen métersklalz 6(12? laslseln

sich Knospen geeigneter
Grofe identifizieren.
Meiosestadien wéhrend
der  Pollenentwicklung
sind vor allem in knapp
0,5 mm groflen Bliiten-
knospen zu erwarten.

Deckglasern versehen. Zur Analyse der
Meiose- und Mitosestadien diverser
Mutantenlinien findet ein

Fluoreszenzmikroskop mit geeignetem DAPI-

Filterblock Verwendung.

2.3.4 DIC-Mikroskopie zur Untersuchung des weiblichen Gametophyten

Formalin, 37 % (Applichem)
Essigsédure, konzentriert
Ethanol, unvergillt, 96 %
Aceton

Ethylbenzoat (Fluka)
Spurr’s Resin

Die Fixierung der Bliiten erfolgt in FAA, das 3,7 % Formalin, 5 % Essigsédure und 30 % Ethanol
enthilt. In dieser Losung werden die Bliiten {iber Nacht im Kiihlschrank gelagert. Am nichsten Tag
wird das Pflanzenmaterial mit Hilfe einer Acetonreihe dehydriert, in aufsteigenden Konzentrationen
zwischen 50 und 100 % Aceton. Fir zwei Stunden erfolgt anschlieBend die Entfirbung in
Ethylbenzoat, bevor sie zur Lagerung in ein 7:1 —Gemisch von Ethylbenzoat und Spurr’s Resin (Spurr,
1969) iiberfiihrt werden. Die Lagerung kann bis hin zu einigen Wochen bei -20 °C, oder iiber Nacht
bei 4 °C erfolgen. Von Interesse fiir die Analyse der Entwicklungsstadien des weiblichen
Gametophyten sind vor allem jeweils die drei oder vier kleinsten Knospen eines Bliitenstandes, die
bereits gelbe Antheren enthalten. In einem Tropfen des Ethylbenzoat-Spurr-Gemischs werden jeweils
die Fruchtknoten aus den Knospen heraus prépariert und durch einen vorsichtigen Léngsschnitt

gedffnet. So werden die Samenanlagen freigelegt und konnen mit der feinen Pinzette aus dem
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Fruchtknoten herausgeldst werden. Ein Deckglas wird aufgelegt, und die Analyse erfolgt innerhalb
weniger Tage mit Hilfe eines Mikroskops, das mit der DIC (Differential Interference Contrast)

Technologie ausgestattet ist.

2.4 Nukleinsaure-Praparationen

Gerite Zentrifuge mit 24er-Rotor (Hermle Labortechnik)
Thermomixer (Eppendorf, compact)
Photometer (Pharmacia Biotech, Ultrospec 1000)

2.4.1 Kleine ,,Shorty“- DNA-Praparation flir Genotypisierung

Tris/HCI (Promega)
LiCl (Roth)
EDTA, Isopropanol
SDS (Serva)

DNA aus Blattstiicken wird in 1,5 ml-Eppendorf-Gefalen durch Zermérsern mit Hilfe kleiner
Kunststoffpistille und Versetzen mit je 500 ul Shorty-Extraktionspuffer (200 mM Tris/HCl, 400 mM
LiCl, 25 mM EDTA, 1 % SDS, pH 9) in Losung gebracht. Die Proben werden vorsichtig geschiittelt.
Fiinf Minuten lang werden bei 12000 rpm feste Pflanzenbestandteile abzentrifugiert, und anschliefend
350 pl des Uberstandes zur Fillung der DNA in vorbereitete 1,5 ml-Gefife iiberfiihrt, die jeweils 350
ul Isopropanol enthalten. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt von 10 min bei 14000 rpm wird
der Uberstand verworfen und das DNA-Pellet bei Raumtemperatur luftgetrocknet. Die Eluierung
erfolgt schlieBlich in 400 ul TE-Puffer (10 mM Tris/HCI, 1 mM EDTA, pH 8), durch Schiitteln bei 37
°C fiir 15 min.

Modifiziert wird dieses Protokoll fiir die im HR-Assay bereits entfirbten Keimlinge der sterilen
Mutantenlinien. Hier werden die Pflinzchen als Ganze zermdrsert und die festen Bestandteile
aufgrund der feineren Beschaffenheit schon im ersten Schritt fiir 10 anstelle von 5 Minuten
abzentrifugiert. Um eine fiir die PCR-Analyse ausreichende DNA-Ausbeute zu erhalten, werden zur

Eluierung nur 200 pl TE-Puffer je Ansatz verwendet.
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2.4.2 RNA-Isolierung

| RNA-Priparationskit (Qiagen, RNeasy Plant Mini Kit 50)

Die Isolierung von RNA fiir die Charakterisierung der rmil-Mutationen wird mit Hilfe des RNeasy
Plant Mini Kit (50) von Qiagen nach Anleitung des Herstellers durchgefiihrt. Jeweils 100 mg
Pflanzenmaterial wird hierfiir eingesetzt, wobei verschiedene Gewebetypen, wie Blitter, Bliiten oder

Schoten eingesetzt werden konnen.

2.4.3 Umschreiben von RNA in cDNA fiir Expressionsanalysen

I “RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit” (Fermentas)

Fiir die Expressionsanalyse wird zundchst mit Hilfe des RNeasy Plant Mini Kits von Qiagen (sieche
2.4.2) RNA aus Bliiten, Blattmaterial, Schoten sowie aus gemischtem Material dieser Gewebetypen
gewonnen. Es folgt die photometrische Bestimmung der Nukleinsdurekonzentrationen anhand der
optischen Dichte bei 260 nm, wobei ein Wert von 0,1 in der 1:50 verdiinnten Probe linear in eine
Konzentration von 0,2 pg/ul der entsprechenden Originalprobe umgerechnet wird. Ein 5 pg RNA
enthaltendes Probenvolumen wird mit 1ul Oligo-dT-Primer vermischt, mit H,O bidest. auf 12,5 pl
aufgefiillt, und dieser Ansatz fir 5 min im Heizblock auf 70 °C erhitzt. Nach einer schnellen
Abkiihlung auf Eis werden zu jedem Ansatz 4 pl fiinffach konzentrierter Puffer, sowie 2 pl dNTPs
hinzugegeben, sowie 0,5 pul des RNAse-Inhibitors. Fiir 5 min erfolgt eine Inkubation bei 37 °C, bevor
1 upl der Reversen Transkriptase zugefiigt wird. Bei 42 °C wird nun fiir 60 min die RNA
umgeschrieben und die Reaktion im Anschluss fiir 10 min bei 72 °C abgestoppt. Die Ansédtze werden

wiederum auf Eis gestellt und auf jeweils 100 pl Gesamtvolumen mit H,O bidest. aufgefiillt.

2.5 PCR-Methoden

Gerite Thermocycler (Biometra, Tpersonal)

Thermocycler (Eppendorf, Mastercycler gradient)
Gelkammern (BIOplastics BV, Com Phor L Maxi und Midi)
Gelkammer (Bio-Rad, Wide Mini Sub Cell GT)

Netzgerit (Biozym)

Netzgerite (Bio-Rad, Power Pac 300 oder Basic)
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Software | »Meg Align“ (Lasergene DNAStar 5.03)

2.5.1 Mutanten-Genotypisierung

10x Puffer fiir Taq-Polymerase (Biomaster)
Nukleotidtriphosphate (ANTPs) G-A-T-C, 100 mM (Fermentas)
Oligonukleotide siche Tabelle 4 (50 pM, Metabion)
Tag-Polymerase (Biomaster)

Agarose (SeaKem, Lonza)

Tris (Promega)

Essigsdure, konzentriert

EDTA, Glycerin

Ethidiumbromid, 1 % (Roth)

Orange G (Sigma Aldrich) und Xylene Cyanol FF (Serva)
DNA-GroBenmarker ,,Gene Ruler 1 kb DNA Ladder* (Fermentas)

Die einfache Genotypisierung von Kreuzungsnachkommen und sterilen, durch die Verwendung
heterozygoten Saatguts segregierenden Mutanten wird mit Hilfe der Tag-Polymerase von Biomaster,
oder durch eine dhnlich effiziente, direkt im Institut in Escherichia coli exprimierte Tag-Polymerase
durchgefiihrt. Als Puffer eignet sich in beiden Fillen der von Biomaster mitgelieferte, zehnfach
konzentrierte Tag-Puffer ebenso wie ein selbst hergestelltes Aquivalent.

Prinzipiell werden alle T-DNA-Insertionsmutanten durch zwei verschiedene Tests genotypisiert:
Zunichst erfolgt der Positivnachweis auf Vorhandensein der inserierten T-DNA am entsprechenden
Genlokus. Hierzu dient jeweils ein genspezifischer Primer, und einer, der in der gewiinschten
Orientierung innerhalb der inserierten Sequenz bindet. Um heterozygote von homozygoten Mutanten
unterscheiden zu konnen, wird zudem mit Hilfe zweier genspezifischer Primer, die vor und hinter der
potenziellen Insertion binden, eine Unterbrechung des zu amplifizierenden Fragments durch die T-
DNA nachgewiesen. In diesem Test ergeben Wildtyp-Pflanzen und heterozygote Individuen eine
entsprechende PCR-Bande. In Homozygoten hingegen ist in beiden Kopien des entsprechenden Gens
der Abstand der Primer-Bindestellen durch die zwischen ihnen liegende Insertion stark vergroBert.

Hier wird nicht ausreichend Zeit gewihrt, um diese langere PCR-Bande zu bilden.

Je PCR-Ansatz werden 41 pl destilliertes Wasser, 5 ul des zehnfach konzentrierten Polymerase-
Puffers, 1 ul ANTPs (10 mM Stammldsung), je 0,5 ul der beiden Oligonukleotide, 0,15 pl Biomaster-
Taqg-Polymerase (5 U/ul; ersatzweise etwa 0,2 pul der selbst hergestellten Polymerase, wobei dieser
Wert je nach Charge individuell angepasst wird) und 2 pl der jeweiligen Shorty-DNA-Priparation
eingesetzt. Die Amplifikationszeit betrigt bei beiden o.g. Taq-Polymerasen etwa 30 bis 60 Sekunden
pro 1000 Basenpaare.
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Im Falle der rmil-1 Mutante ist ein etwa 2 kb groBler Teil des Gens deletiert. Hier erfolgt der
Positivnachweis alternativ zum Nachweis der Bordersequenzen der T-DNA mit Hilfe zweier vor und
hinter der Deletion bindender Oligonukleotide, genannt RMI1 Inl Fw und RMI1_In2 rev. Durch die
Verkiirzung des RMI1-Gens in der Mutante erhélt man in homozygoten und heterozygoten Mutanten
eine charakteristische Deletionsbande von etwa 600 bp, wihrend der Abstand der Bindestellen in der
Wildtyp-Sequenz etwa 2,6 kb betrigt.

Im Nachweis auf das Vorhandensein des intakten, dem Wildtypallel entsprechenden RMI1, wird der
Forward-Primer in Kombination mit dem sogenannten RMI1 IN1 rev verwendet. Da letzterer im
Bereich der potenziellen Deletion bindet, wird auch hier, vergleichbar mit den echten T-DNA-
Insertionsmutanten, in Homozygoten kein PCR-Signal erzeugt. Die genaue Charakterisierung der
RMI1-Allele der untersuchten Mutanten wird in 2.5.2 beschrieben.

Durch die PCR erhaltene DNA-Fragmente werden im elektrischen Feld in 0,9 % Agarosegelen (0,9 %
Agarose in 1xXTAE-Puffer (aus Stammlosung 50x, enthélt 242 g/l Tris, 57,1 ml Eisessig 0,5 M EDTA,
pH 8), 3,75 pl je 100 ml Ethidiumbromid (1%)) aufgetrennt und anschliefend in einer UV-Kammer
fotografiert. Dafiir werden zuvor jeweils 10 pl der Proben zuvor mit 2 pl des sechsfach konzentrierten

Ladepuffers (0,2 % Orange G, 0,05 % Xylene Cyanol, 10 % Glycerin, 60 nM EDTA) versetzt.

Tabelle 4: Fir die Genotypisierung der T-DNA-Insertionslinien verwendete Oligonukleotide

Die mit einem Stern gekennzeichneten Primer werden zusitzlich fiir den Positivnachweis auf die jeweilige
Insertion eingesetzt, gemeinsam mit einem entsprechenden in der Grenzsequenz der T-DNA bindenden
Oligonukleotid.

Zielsequenz oder | Primer- Sequenz

Mutante bezeichnung

T-DNA SALK Tair LBd1 TCG GAA CCA CCA TCA AAC AG
T-DNA GABI Gabi LBI GAC CAT CAT ACT CAT TGC TG
recqdA-1 RQ4A(-2A) GTC CTG ATC GTG TTG GAC AG
recqdA-1 RQ4A-R6 GAA TAA GAG ACA CAA GTG GAG
recqdA-1 RQ4A(-2B)* CTT TGC TGT TAA AGT TGG CTC
recq4B-1 RQ4B-2A TGC TAC AAT GAG TGG TTG TG
recq4B-1 RQ4B-R1BA* TGT GGT ACG CTC ACA ATA TG
top3a-1 T3A-3A* TGT GAT GGG ATA TGA TGA CAT G
top3a-1 T3A R2B TTC CTG AGT GCC ATA TCT G
top3a-2 T3A-3 GGT GGA GGA ACA AAC AAG AC
top3a-2 T3A R3A* GAA AAC CGT GTA TTA GCA TC
rmil-1 RMII1 Inl_fw AAC CGG AAA CCT CAGTATC
rmil-1 RMII1 _Inl_rev AAC AAA CGG ACC AGC GAG
rmil-1 RMII In2 rev AGA AGC TCA TAC GTA GAC TG
rmil-2 RMI1 In2 fw TTC ACC ATA GCC GAGTTAC
rmil-1, -2 RMII1 In2 rev* AGA AGC TCA TAC GTA GAC TG
mus81-1 MUS81-1* AGT GAA TCT GAT AGT GAG TG
mus81-1 MUS?-R2 GCA GCA TCA ATA AGC TCT TG
rad51C-1 RADS51C 0527* TTT TGT GAC TAA ACA AAG GAG C
rads51C-1 Rad51C 0528 ACC TCC ACT TAA GCT AGT CAA GG
IC9C IC9C fw* ACT GAG TTT GGT AAC CTG TG
1C9C IC9C rev CCA GAA GTA AAA GTG AAG TTC
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2.5.2 Insertionsorts-Charakterisierung

Oligonukleotide und PCR-Zubehor siehe 2.5.1
Agarosegele siche 2.5.1
Aufreinigungskit fiir PCR-Produkte (Roche Diagnostics)

Zur genauen Bestimmung der T-DNA-Insertionsorte beider rmil-Mutanten werden zunédchst die aus
der Datenbank des Herstellers (http://signal.salk.edu/cgi/bin/tdnaexpress) erhéltlichen
Sequenzinformationen zu den einzelnen Linien, in diesem Fall SALK 093589 und SALK 094387,
heruntergeladen. Diese werden mit Hilfe des Computer-Programms ,,MegAlign“ (Lasergene DNAStar
5.03) mit der genomischen Sequenz des RMI1-Gens verglichen (http://arabidopsis.org/servlets/
TairObject?type=locus&name=At5g63540). Ausgehend von dieser ersten Information werden die
Insertionsorte durch PCR-Amplifikation der spezifischen Bereiche aus genomische DNA der
Mutanten und anschlieBende Sequenzierung der PCR-Banden iiberpriift. Fiir die Amplifikation werden
die in Tabelle 4 fiir RMI1 angegebenen Oligonukleotide eingesetzt, dabei wird die Taq-Polymerase
von Biomaster mit entsprechendem Puffer eingesetzt. Das auf einem Agarosegel auf Reinheit und
Lange gepriifte PCR-Fragment wird mit Hilfe des High Pure PCR Purification Kits nach Anleitung
des Herstellers aufgereinigt (Roche Diagnostics).

Durch den in silico Vergleich der aus der Sequenzierung (Auftrag an die Firma GATC Biotech, nach
den Vorgaben des Anbieters) der PCR-Banden enthaltenen Daten mit der genomischen RMI1-Sequenz
werden schlieBlich basengenau die Orte an denen die T-DNA-Integrationen im Gen stattgefunden

haben, sowie mogliche Deletionen von Sequenzabschnitten, ermittelt.

2.5.3 Expressionsanalyse

| Oligonukleotide (siche Tabelle 5), 50 pM (Metabion)

Fiir die Expressionsanalyse wird zunédchst mit Hilfe des RNeasy Plant Mini Kits von Qiagen (siche
2.4.2) RNA aus Bliiten gewonnen und in cDNA umgeschrieben (siche 2.4.3). Im Vergleich mit cDNA
der Mutanten rmil-1 und rmil-2 soll gleichzeitig cDNA des Wildtyps, sowie dessen genomische DNA
untersucht werden. Zusétzlich werden anhand einer sogenannten Wasserkontrolle, der keine
Nukleinsauren zugefiigt werden, falsch positive Ergebnisse in Form von unspezifischen PCR-Banden
ausgeschlossen. Die Kombinationen der Oligonukleotide sind in Tabelle 5 aufgefiihrt, und werden so
gewihlt, dass die Expression von RMI1 in den Mutanten sowohl vor als auch hinter der jeweiligen
Mutation {iberpriift wird. Zudem wird durch die Primerkombination von RMIl1 ATG fw mit
RMI1 In2 rev analysiert, inwiefern noch Expression iiber die Deletion oder die inserierte T-DNA

hinweg stattfindet.
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Tabelle 5: Oligonukleotide fiir die Analyse der RMI1-Expression in rmil-1 und rmil-2

Die jeweils angegebenen Nachweise werden von cDNA der Mutantenlinien angestellt, und dabei sowohl mit
Wildtyp-cDNA als auch mit genomischer DNA von Columbia verglichen.

Zielsequenz | Primerkombination Primersequenz 5°-3’
1) Vor heiden Mutationen
RMI1 ATG fw TGC GTA GAC GGC GCC TG
RMII ATG rev TCC GAC GGA TAA ACC GGA
2) Uber die Deletion/Insertion hinweg
RMI1 ATG fw TGC GTA GAC GGC GCC TG
RMII In2 rev GTT GTA ATC TGT CAA CCA AC
3) Hinter beiden Mutationen
RMI1 nlF3 CTG GAG TGA AGA AAT TCC AG
RMII nIR2 GTC AGC GAG AAA CAA CTG

2.6 Organismen

2.6.1 Agrobacterium tumefaciens

Die Transformation von A. thaliana mit den fiir die Komplementationen der rmil und top3a-Linien
einzusetzenden Konstrukten erfolgt mit dem Agrobacterium tumefaciens-Stamm AGL1. (Lazo et al.,
1991; Chabaud et al., 2003). Dieser Stamm besitzt Resistenzen gegeniiber Carbenicillin und
Rifampicin. Auf dem hier vorliegenden Ti-Plasmid (pTiBo542T-ADNA) sind Gene zur Verwertung

des Opins Succinamopin kodiert, aber keine weiteren Resistenzgene.

2.6.2 Arabidopsis-Linien

Fiir die hier beschriebenen, mit Arabidopsis-Pflanzen durchgefiihrten Versuche wurden Wildtyp-
Pflanzen des Okotyps Columbia (Col-0), sowie entsprechende T-DNA-Insertionsmutanten eingesetzt,
die in Tabelle 6 zusammengefasst sind (Alonso et al., 2003; Rosso et al., 2003).

Neben Kreuzungen von hier aufgefiihrten Einzelmutanten untereinander wurden vor und wahrend der
vorliegenden Arbeit auch diverse Kreuzungen im Hintergrund des IC9C-Assaykonstrukts

durchgefiihrt.
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Tabelle 6: T-DNA-Insertionslinien von A. thaliana

Es sind jeweils Quelle, Genlocus und die Position der Insertion im Gen beziiglich der Gesamtzahl an Exons oder
Introns angegeben. "LB" bedeutet, dass die "left border" in Richtung des Startcodons liegt, "RB-LB" dass die
Insertion andersherum orientiert ist. Mit "LB-LB" gekennzeichnete Insertionen sind Doppelinsertionen mit
jeweils auflen liegender "left border"-Sequenz. In top3a-2 ist die T-DNA auf einer Seite verkiirzt. Die Linien
stammen jeweils aus der SALK-T-DNA Collection (Alonso et al., 2003) oder aus dem GABI-Katalog (Rosso et
al., 2003). Die Insertionsorte der genannten Linien wurden weitgehend vom Institut fiir Botanik 2, Universitit
Karlsruhe charakterisiert (Hartung, unveroffentlichte Daten; # Hartung et. al., 2006; * Hartung et. al., 2007). Die
rad51C-Linie wurde beschrieben durch Abe et. al., 2005. Die hier als recq4A-1 aufgefithrte Mutante entspricht

der in Hartung et. al. 2007 charakterisierten recq4A-4.

Linie Quelle Genlokus T-DNA Insertion
recq4A-1x GABI _203C07 Atlg10930 LB-LB -40 nt Exon 7(26)
recqd4A-2 SALK 069672 LB-LB Exon 4(26)
recq4B-1 (urspr. 3) * GABI _399C04 At1g60930 LB-LB Exon 10(26)
recg4B-2 (unrspr. 1) * | SALK 011357 LB-LB -103 nt Intron 10(26)
mus81-1 # GABI _113F11 At4g30870 LB-LB -22 nt Intron 1(14)
mus81-2 # SALK 107515 RB-LB -11 nt Intron 7(14)
rmil-1 SALK 093589 At5g63540 deletiert, -1995 nt Exon 1-5(8)
rmil-2 SALK 094387 LB-LB Exon 5(8)
top3a-1+* SALK 139357 At5g63920 LB-verk. Intron 15(23)
top3a-2 GABI 476A12 RB-LB Intron 11(23)
rad51C-1 SALK 021960 At2g45280 LB-LB, -52nt Exon 3(9)
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3 ERGEBNISSE

3.1 RECQA4A und 4B als potenzielle RTR-Komponenten

Die beiden Teile eines durch Duplikation entstandenen Genpaares, RECQ4A und 4B, dhneln sich stark
in ihrer Genstruktur und sind beide beziiglich ihrer Grofle und Sequenz als Homologe des
menschlichen BLM und des SGS1 der Béckerhefe anzusehen. Deshalb sollten sie hinsichtlich ihrer
Rollen in der DNA-Schadensreparatur, -Rekombination und Mitwirkung an einem moglicherweise in

Arabidopsis vorhandenen RTR-Komplex untersucht werden.

3.1.1 Sensitivitaten der Mutanten gegeniiber genotoxischem Stress

3.1.1.1 MMS-Behandlung

Trotz der starken Homologie zwischen beiden Genen konnte in dieser Arbeit, durch Behandlung der
Pflanzen mit unterschiedlichen genotoxischen Agenzien, ein bedeutender funktioneller Unterschied
zwischen RECQ4A und 4B in der Reparatur von DNA-Schéiden gezeigt werden.
Methylmethansulfonat verursacht DNA-Alkylierungen an verschiedenen Stellen der Nukleotide,
wodurch als Produkte vor allem 7-Methylguanin und 3-Methyladenin entstehen, die falls sie nicht iiber
Excisionsreparatur beseitigt werden, zu Fehlpaarungen fiihren oder eine Blockierung der Replikation
verursachen konnen (Knippers, 2001; Tercero und Diffley, 2001). Dass RECQ4A eine Rolle bei der
Reparatur solcher Schiden spielt, wurden bereits 2004 von einer hollindischen Arbeitsgruppe
publiziert (Bagherieh-Najjar, 2004), und etwa zur gleichen Zeit durch zwei dieser Arbeit
vorausgehende Diplomarbeiten bestitigt. Dabei zeigten nach Hinweisen aus der Diplomarbeit von
Tina Bergmann zwei weitere unabhéngige recq4A-Linien deutliche Sensitivititen gegeniiber MMS
(Bergmann, 2004; Suer, 2005).

Hier wurden diese Linien schlieBlich mit zwei T-DNA-Insertionslinien von RECQ4B verglichen;
beide zeigen unter MMS-FEinfluss interessanterweise keinerlei Wachstumsunterschiede zum Wildtyp.
Eine Doppelmutante recq4A-1/recq4B-2 ist in ihrem Verhalten mit der recq4A-1-Einzelmutante
vergleichbar, wodurch der alleinige Effekt einer RECQ4A-Mutation auf die Reparatur von MMS-
induzierten Schiaden bestétigt wird, wahrend eine Mutation von RECQ4B hierauf keinen Einfluss hat

(siche Abbildung 12; Hartung et. al., 2007).
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Abbildung 12: MMS-behandelte
Mutanten von RECQ4A und 4B

Im Gegensatz zu recq4A zeigen
beide getesteten  recq4B-Linien
keinerlei Sensitivitit im Vergleich
zum  Wildtyp  Col-0. Eine
Doppelmutante recq4A-1/4B-2 ist in
ihrem Wachstum unter Einfluss von
MMS mit den recq4A-
Einzelmutanten vergleichbar.
Dargestellt sind die Frischgewichte,
angegeben in  Prozent  der
unbehandelten  Kontrolle  jeder
Linie.

3.1.1.2 Cis-Platin-Behandlung
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Analog zu der gezeigten Funktion des RECQ4A-Proteins in der Reparatur von MMS-induzierten

DNA-Schéden, reagieren auch bei cis-Platin-Behandlung beide untersuchten recq4A-Linien, sowie die

Doppelmutante recq4A-1/recq4B-2 sensitiver als der Wildtyp Col-0 (siche Abbildung 13 und 14).

Dies deutet auf eine Beteiligung von RECQ4A an der Reparatur dieser spezifischen Schéaden hin, in

die RECQ4B trotz der starken Homologie zu erstgenanntem Protein interessanterweise nicht involviert

ist. Cis-Platin verursacht hauptsdchlich DNA-Schiden in Form von kreuzverkniipften Guanin-

Molekiilen innerhalb eines Stranges, was eine Erkennung durch NER oder die ,,Mismatch*- Reparatur

aktiviert, oder aber beim Zusammentreffen mit der Replikations-Maschinierie zu ihrer Blockierung

fihren kann.

Abbildung 13: Cis-Platin-
behandelte Mutanten von
RECQ4A und 4B

Im Gegensatz zu recq4A zeigen
beide getesteten  recq4B-Linien
analog zu den fiir MMS erhaltenen

Daten keinerlei Sensitivitdt. Die
Reaktion der Doppelmutante
recq4A-1/4B-2 entspricht  bei
Wachstum unter Einfluss des

Crosslinkers der von recq4A-1 und -
2. Dargestellt sind die
Frischgewichte,  angegeben in
Prozent der unbehandelten Kontrolle
jeder Linie.
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Col-0

recq4A-1

recq4B-2

4A-1/4B-2

3.1.2

Im Zuge dieser Arbeit konnte erstmals gezeigt, und
2007 in PNAS publiziert werden, dass zwei
unabhéngige Mutanten von RECQA4B erniedrigte
Raten an interchromosomaler homologer
Rekombination aufweisen, was auf eine HR-
fordernde Funktion des Proteins hindeutet (Hartung
et al, 2007). Als Assaysystem diente das
homozygot eingekreuzte IC9C-Konstrukt, das iiber
X-GlcA-Féarbung inter-

den Nachweis

chromosomaler HR-Ereignisse in Form blauer
Sektoren auf den Keimlingen ermdglicht (Molinier
et al., 2004). Verglichen wurden beide Mutanten
mit entsprechenden IC9C-Kreuzungen von recq4A-
1 und der Doppelmutante recqdA-1/4B-2. Die mit
HR-férdernden des

korrelierende erhohte HR-Frequenz einer RECQ4A-

einer Funktion Proteins
Mutante hingegen ist bereits seit 2004 bekannt und
entspricht, im volligen Gegensatz zu den hier
andere

RecQ-

untersuchten recg4B-Linien, dem fiir

Organismen mehrfach  beschriebenen

Abbildung 14: Recg4A- und 4B-

Pflanzen nach cis-Platin-
Behandlung

Die hier gezeigten Pflanzen
wurden nach einer Woche von
GM-Festmedium in
entsprechendes Fliissigmedium
umgesetzt. Nach 13-tagiger

Behandlung mit cis-Platin zeigen
recq4A-1 und die Doppelmutante
deutliche Sensitivitit gegeniiber
dem Mutagen im Vergleich zum
Wildtyp Col-0. Die Mutation von
RECQA4B allein 16st diesen Effekt
jedoch nicht aus.

Homologe Rekombination in den Mutanten von RECQ4A und 4B

!

651: Inter- oder intra-
molekulare
Rekombination

4

[

—
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Abbildung 15: Schematische Darstellung der
Assaykonstrukte 651 und 1C9C

Beide konnen homozygot in bestimmte Mutanten
eingekreuzt werden um deren Verhalten beziiglich
der Raten an homologer Rekombination zu
untersuchen. Wihrend das 651-Konstrukt sowohl
mit Hilfe intrachromosomaler als auch durch
interchromosomale HR mit einem Crossover zur
Restau-ration des Markers fiihrt, wird in den z.B.
im Zuge dieser Arbeit untersuchten IC9C-
Kreuzungen nur eine  Restauration iiber
interchromosomale HR erfasst (nach Swoboda et.
al., 1994; Molinier et. al., 2004).
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Phénotyp (Bagherieh-Najjar, 2004). Hinweise auf diesen erstaunlichen recq4B-Effekt wurden bereits
im Laufe der vorausgegangenen Diplomarbeit erhalten, in der die Mutante recq4B-2 im Hintergrund
eines homozygot eingekreuzten Assaykonstrukts mit recq4A verglichen wurde. Dabei hatte die
Restauration des P-Glucuronidasegens im sogenannten 651-Kontrukt {iber sowohl intra- als auch
interchromosomale HR in der recq4B-Linie seltener stattgefunden als in der entsprechenden Kontrolle.
Versuche mit einer solchen REQ4B-Einzelmutante, die die Erfassung rein interchromosomaler HR mit
Hilfe des homozygot eingekreuzten IC9C-Konstrukts ermoglicht, hatten diese Daten bestétigt. In
dieser Arbeit wurde die Rate interchromosomaler HR in dieser und einer zweiten recq4B-Linie sowohl
unter normalen Wachstumsbedingungen, als auch unter Induktion zusétzlicher DSBs durch Bleomycin
(BLE) bestimmt. Zudem zeigt recq4A-1 eine schlechte Induzierbarkeit der HR durch das Mutagen,
wihrend die IC9C-Kreuzung der Doppelmutante recq4A-1/4B-2 einen intermedidren HR-Phénotyp

aufweist. Die Werte von jeweils mindestens sechs Datenreihen sind in Abbildung 16 und Tabelle 2

zusammengefasst.

Abbildung 16: Interchromosomale HR HR der recg4A- und 4B-Linien (IC3C)
in den Mutanten von RECQ4A und 4B B

Die Mutante recgdA-1 weist im 10 4

Grundniveau erhohte HR-Raten auf 8 .

(Bagherieh-Najjar, 2004), wobei aber die
HR durch BLE im Vergleich zur
Kontrolle schlechter induzierbar ist. Im
Gegensatz dazu deutet in beiden recgq4B-

o
positive Funktion des entsprechenden 0 =i

Blaue Sektoren pro Pflanze
[+2]
1

Linien die erniedrigte HR-Rate auf eine

Proteins in der Rekombination hin. GM 5 pg/mi BLE

4 l O IC9C-Kontrolle
g [ % @ recq4A-1/1C9C
g 3 ]- o recqg4B-1/IC9C
g l recq4B-2/IC9C
g 2+ B recq4A-1/4B-21C9C
@ g &

GM

Tabelle 7: Daten zur HR in den recg4A- und 4B-Linien (IC9C)

Bleomycin-induzierte Proben der IC9C-Kreuzungen von recq4A und 4B wurden mit solchen verglichen, die
reines Anzuchtmedium (GM) enthielten. Von jeweils mindestens sechs unabhéngigen Experimenten wurde
jeweils die Anzahl blauer Sektoren pro Pflanze gemittelt. Aus diesen Werten, sowie aus den jeweiligen
Induktionsfaktoren pro Experiment und Linie (Verhéltnis der blauen Sektoren BLE-induzierte zu unbehandelte
Probe) wurden wiederum Mittelwerte und Standardabweichungen berechnet.

Linie/Mutante GM Stdw. BLE Stdw. IF Stdw.
1C9C-Kontrolle 0,37 0,09 6,36 1,88 17,29 4,25
recqdA-1/1C9C 2,37 0,87 9,02 1,99 3,75 1,20
recq4B-1/1C9C 0,17 0,08 1,85 0,85 11,05 3,76
recq4B-2/1C9C 0,10 0,05 1,16 0,49 15,20 9,50
recq4A-1/4B-2/1C9C 0,91 0,30 2,58 0,60 3,10 1,33
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3.2 MUS8L als potenzieller Kandidat eines alternativen HR-Weges

3.2.1 Sensitivitat der mus81-Mutanten gegeniber genotoxischem Stress

Fiir zwei unabhingige Mutantenlinien von MUS81, die im Zuge dieser Arbeit untersucht wurden,
konnte gezeigt werden, dass sie deutliche Schwierigkeiten im Wachstum unter Einfluss von cis-Platin
aufweisen. Damit wurde nachgewiesen, dass MUS81 im Vergleich zu RECQ4A nicht nur &hnliche
Aufgaben in der DNA-Schadensreparatur besitzt, sondern dass sich die Spektren der Schadenstypen,
in deren Reparatur diese Proteine involviert sind, tatsdchlich tiberlappen.

Wie in Abbildung 17 dargestellt, fiihrt in mus81-1 und mus81-2 bereits eine Konzentration von 5 uM
cis-Platin zu einem sichtbaren Ausbleichen der Blitter und stark vermindertem Wuchs, wihrend die
Kontrolle Col-0 noch keine signifikanten Wachstumsdefizite aufweist. Besonders deutlich werden die
Unterschiede nach Behandlung der Pflanzen mit 10 uM cis-Platin. Abhéngig von der verwendeten
Charge des Mutagens variiert der Grad der Schiadigung des Wildtyps zwischen diesen Versuchen und
denen, die anhand der recq4A/4B-Linien durchgefiihrt wurden.

Inzwischen publizierte Daten aus der dieser Arbeit vorausgehenden Diplomarbeit belegen, dass mus81
auch mit deutlichen Sensitivititen gegeniiber den genotoxischen Agenzien MMS und MMC assoziiert
ist (Suer, 2005; Hartung et al., 2006). Cis-Platin erzeugt wie MMC Querverkniipfungen der DNA-
Basen, allerdings findet hier die Verkniipfung vor allem intramolekular statt. Durch die hier
dokumentierten Versuchsreihen konnten also die Informationen iiber das Spektrum an Schiden, an
denen MUSS8I1 beteiligt ist, erweitert werden. Zudem wurde so ein Vergleich mit Sensitivitdten

ermOglicht, die auch fiir recq4A gegeniiber cis-Platin erhalten wurden.

A coo B Cis-Platin-Behandlung der mus81-Linien
140 4

g @ o Cok0
mus81-1 - 100 4 o mus8i-1

g 80 A B mus8i-2

7]

LY
mus81-2 20

U T
5 10
pM cis-Platin

e, 27

Abbildung 17: Cis-Platin-behandelte Pflanzen von mus81-1 und -2

(A) Im Vergleich zum Wildtyp Col-0 zeigen beide Mutantenlinien von MUS81 sowohl bei 5 uM als auch bei 10
UM cis-Platin deutliche Sensitivitdt gegeniiber dem Mutagen. (B) Im Wildtyp ist die durch das Mutagen
ausgeloste Hemmung des Wachstums nur schwach und in den hier gezeigten Versuchsreihen selbst bei 10 pM
cis-Platin nicht statistisch signifikant. Hingegen werden in beiden mus81-Linien bei Behandlung mit 5 und 10
UM cis-Platin nur noch etwa 60 bzw. 40 Prozent des Frischgewichts der jeweils unbehandelten Probe erreicht.
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3.2.2 Homologe Rekombination in den mus81-Mutanten

Eine Mutation von MUS81 fiihrt, wie die hier gezeigten Daten belegen, zu Defiziten in der
interchromosomalen somatischen HR, was vor allem unter Einwirkung von genotoxischem Stress

relevant wird.

Im Gegensatz zu IC9C wird durch ein homozygot eingekreuztes 651-Konstrukt die Erfassung der Rate
sowohl intra- als auch intermolekularer HR, durch Restauration eines unterbrochenen -
Glucoronidasegens, ermoglicht. So konnte durch im Rahmen dieser Arbeit erhaltene Ergebnisse
bereits 2006 publiziert werden, dass MUSS81 allgemein eine Funktion in der somatischen HR spielt,
die vor allem unter Einfluss von genotoxischem Stress durch BLE oder MMC an Bedeutung gewinnt
(Hartung et al., 2006). Dieser Effekt ist in Abbildung 18 und Tabelle 3 dargestellt: Wahrend sich bei
normalem Wachstumsbedingungen (GM) die Standardabweichungen der Experimente zwischen der
651-Kontrolle und den Kreuzungen mit den mus81-Linien iiberlappen, ist die Induktion der HR unter

Einwirkung von BLE in den Mutanten deutlich reduziert.

Abbildung 18: Intra- und HR der mus81-Linien (651)
interchromosomale HR in den Mutanten
von MUS81 g 0
I

. 2 ] [
Wihrend die HR in den mus81-Linien bei £ | 1
Wachstum unter normalen Bedingungen § 40
(GM) im Vergleich zur Kontrolle £ 4
unauffillig verlduft, ist die Induktion @ 204
zusétzlicher Doppelstrangbriiche mit einer § [}_

ermeglggten .HR—RaFe be1d§§ Mutanten oM 5 pg/ml BLE
assoziiert. Wie bereits publiziert werden
konnte, ist dieser Effekt nicht allein auf die l
Einwirkung von BLE beschrénkt, sondern

wird ebenso sichtbar, wenn die Mutanten &, _ / \ 00 651-Kontrolle
mit dem Crosslinker MMC behandelt g B mus81-1/651
werden (aus Hartung et al., 2006). o 3

= B mus81-2/651

& 2 T

2

B 14 L
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Tabelle 8: Daten zur HR in den MUS81-Mutanten (651)

Bleomycin-induzierte Proben der 651-Kreuzungen von mus81-1 und -2 wurden, wie auch fiir die recq4A- und
4B-HR-Linien beschrieben, mit solchen verglichen, die reines Anzuchtmedium (GM) enthielten. Von
mindestens sechs unabéngigen Versuchen wurde die Anzahl blauer Sektoren pro Pflanze gemittelt. Aus diesen
Werten, sowie aus den jeweiligen Induktionsfaktoren pro Experiment und Linie (s.0.) wurden wiederum
Mittelwerte und Standardabweichungen berechnet.

Linie/Mutante GM Stdw. BLE Stdw. IF Stdw.
651-Kontrolle 1.61 0,51 56,97 14,13 36,88 8,05
mus81-1/651 2,49 0,66 21,77 345 9,05 1,45
mus81-2/651 1,38 0,22 30,67 6,40 22,29 3,22
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Dass die Funktion des MUSS81-Proteins vor allem die HR zwischen Bereichen, die auf
unterschiedlichen = DNA-Molekiillen  kodiert  sind  betrifft,  beispielsweise = zwischen
Schwesterchromatiden oder homologen Chromosomen, wird durch die mit Hilfe der IC9C-
Kreuzungen erhaltenen Daten demonstriert und in Abbildung 19 und Tabelle 4 zusammengefasst.
Wihrend die erste Linie, mus81-1 bei Wachstum in gewohnlichem Anzuchtmedium (GM) nur leicht
erniedrigte HR-Raten aufweist, zeigt sich hier in mus81-2 bereits ein signifikanter Unterschied zur
Kontrolle. Deutlicher wird dies in beiden Mutantenlinien infolge Bleomycin-induzierter (BLE),

zusitzlicher Doppelstrangbriiche.

Abbildung 19: Interchromosomale HR HR der mus81-Linien (IC9C)
in den Mutanten von MUS81 ”
]
Im Grundniveau (GM) weist mus81-1 g“ 124 I
leicht, und  musB8l-2  signifikant o 107
erniedrigte Raten interchromosomaler g 8 l
HR auf, die hier durch die £ 6-
Rekonstruktion  eines  intakten  [- ?‘: 4.
Glucuronidase-Gens (vergl. 3.1.2) und § 5
anschlieBende  Farbreaktion  erfasst 8 e
wurde. Dass vor allem nach Induktion GM . 5 ug/ml BLE
von genotoxischem Stress in Form von 5
pg/ml BLE die HR im Vergleich zum l
Wildtyp in beiden Linien drastisch
reduziert ist, bestitigt die bereits fur 4 \ 0 IC9C-Kontrolle
entsprechende Kreuzungen mit dem 651- 5 0#7 @ mus81-1/IC9C
Konstrukt publizierten Daten (Hartung et & | I B mus81-2/1C9C
al., 2006). Zudem zeigen die Werte der &
IC9C-Kreuzungen, dass die von MUS81 g 941
ausgeiibte Funktion in der HR vor allem E 024
Rekombination zwischen verschiedenen g
Molekiilen, und weniger intramolekulare @ 0.0
HR betrifft. a

Tabelle 9: Daten zur HR in den MUS81-Mutanten (IC9C)

Interchromosomale HR in den Linien mus81-1 und -2 wurde mit Hilfe des homozygot eingekreuzten IC9C-
Konstrukts einerseits unter normalen Anzuchtbedingungen, andererseits nach Behandlung mit BLE
quantifiziert. Von sechs bis acht unabhéngigen Experimenten wurden jeweils die Mittelwerte und
Induktionsfaktoren (s.0.) berechnet, und aus diesen Werten wiederum Durchschnittswerte und
Standardabweichungen ermittelt.

Linie/Mutante GM Stdw. BLE Stdw. IF Stdw.
1C9C-Kontrolle 0,62 0,12 9,54 2,76 15,47 3,96
mus81-1/1C9C 0,44 0,12 4,71 1,49 11,16 3,35
mus81-2/1C9C 0,24 0,06 3,08 1,49 14,47 7,43
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3.2.3 Zusammenhang zwischen recg4A und mus81

Wie in 3.2.1 und 3.2.2 dokumentiert, weisen RECQ4A und MUSS1 iiberlappende Funktionen in der
HR und der Reparatur von DNA-Schiden auf. Um der interessanten Frage nachzugehen, ob beide
moglicherweise an parallel verlaufenden Wegen der DNA-Reparatur und —Rekombination beteiligt
sind, wie es bereits fiir RecQ-Helikasen verschiedener Organismen gezeigt werden konnte, wurde
mus81-1 mit recq4A-1 und einigen weiteren RecQ-Mutanten gekreuzt.

Fiir Kreuzungen mit Mutanten der Gene RECQ1, RECQ2, RECQ4B und WRNexo wurden jeweils
doppelt homozygote Pflanzen erhalten (Daten nicht gezeigt), was darauf hindeutet, dass diese nicht an
einem parallelen Weg beteiligt sein sollten, {iber den alternativ zur MUS81-Funktion HR-Intermediate
prozessiert werden.

Das aus der Kreuzung von recq4A-1 und mus81-1 erhaltene Saatgut wurde zunédchst vermehrt (= FO)
und in der ndchsten Generation (= F1) mittels PCR genotypisiert. Von insgesamt 80 in Erde
ausgesiten Pflanzen waren drei in ihrem Wachstum auffallend, wobei sie sich durch extreme
Kleinwiichsigkeit und schwere somatische Schidden auszeichneten. Alle drei waren laut PCR
homozygot fiir beide Mutationen, und degenerierten in Erde nach kurzer Zeit.

Im Anschluss wurden insgesamt 264 Samen auf Agar-Platten ausgesdt. Unter ihnen brachten
insgesamt 13 sehr kleine Keimlinge hervor, die ebenfalls nach zwei bis vier Wochen degenerierten
und beispielhaft in Abbildung 20 gezeigt sind. Alle betreffenden Keimlinge konnten als doppelt
homozygote Nachkommen der Kreuzung eingeordnet werden, wihrend 37 weitere von den gleichen
Platten charakterisierte Keimlinge nicht diesem Genotyp entsprachen und normales Wachstum
zeigten.

Um die Ursache dieser frithen Letalitit genauer einzustufen, wurde eine Kreuzung der homozygot-
heterozygoten Doppelmutante mit einer heterozygoten Mutante von RAD51C durchgefiihrt. RADS1C
gehort zu den RADS1-Paralogen, denen eine Funktion bei der Stranginvasion in den homologen
Duplex, zu Beginn der HR zugeschrieben wird (Ubersicht in Symington, 2005). In A. thaliana wurden
fiir RADS51C bereits Beteiligungen an sowohl somatischer als auch meiotischer Rekombination
nachgewiesen (Abe et al., 2005).

Interessanterweise konnten unter insgesamt 114 Nachkommen der fiir mus81 homozygoten sowie fiir
rad51C und recg4A jeweils heterozygoten Pflanzen acht identifiziert werden, die homozygote
Mutationen aller drei betroffenen Gene trugen. Alle acht Pflanzen zeigten normales, mit dem Wildtyp
vergleichbares Wachstum bis hin zur Entwicklung von Schoten. Eine schlieBlich beobachtete Sterilitét
ist, wie durch DAPI-Farbung der Chromosomen wihrend der Pollenentwicklung gezeigt, auf
dieselben Ursachen zuriick zu filhren wie in der bereits charakterisierten RAD51C-Einzelmutante (Abe
et al.,, 2005). Diese duBlert sich in dem Fehlen von Bivalenten in der Diakinese, sowie starken
Fragmentierungen in Anaphase I und II. Anstelle der im Wildtyp in Telophase Il gebildeten Tetraden

entstehen durch zufillige Verteilung der fragmentierten Chromosomen sowohl in der Einzel- als auch
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in der Dreifachmutante Polyaden. Abbildungen 20 bis 22 fassen diese Ergebnisse zusammen. Folglich
muss die Letalitit von mus81-1/recqdA-1 auf fehlerhafte somatische HR zuriickzufiihren sein, die sich
umgehen lédsst, wenn friihe HR-Gene nicht exprimiert werden kdnnen. Im Gegensatz dazu ist RAD51C
fir die korrekt verlaufende HR in der Meiose essentiell, weshalb hier iiber eine meiotische Funktion

von MUS81 oder RECQA4A keine Aussage getroffen werden kann.

mabt:yirecoss Abbildung 20: Letalitat der Doppel-
mutante von mus81 und recq4A

Gezeigt sind ca. zwei Wochen alte, auf
GM-Platten = angezogene  Keimlinge.
Wihrend der Wildtyp Col-0 bereits gut
entwickelte, griine Blatter aufweist, zeigt
mus81-1/recqdA mus81-1/recqdA die Doppelmutante schwere Entwick-
lungsdefekte. Die meisten Keimlinge
degenerieren etwa zwei bis vier Wochen
nach ihrer Aussaat, nur wenige entwickeln
in Erde mehrere Blitter oder sehr kurze
Bliitentriebe (siche Abb. 11), weisen dabei
aber schwere somatische Schédden auf (aus
Hartung et al., 2006).

Abbildung 21: Aufhebung der
Letalitdt von  mus81-1/recq4A-1
durch rad51C

Gezeigt sind Nachkommen  der
Dreifachkreuzung  mus81-1/rad51C/
recq4A-1, in der die Mutationen von
RAD51C  und RECQ4A  nur
heterozygot vorliegen. Wéhrend der
Ausgangsgenotyp (A)  keinerlei
Auffilligkeiten in seinem Wachstum
aufweist und gesunde Schoten
ausbildet, iiberleben nur sehr wenige
fiir mus81 und recq4A homozygote,
nicht rad51C-homozygote Pflanzen in
Erde.  Diese  weisen  schwere
somatische ~ Schdden  auf und
degenerieren  meistens  innerhalb
weniger Wochen (B). In (C) und (D)
sind Beispiele der dreifach
homozygoten = Mutanten  gezeigt.
Durch das Ausschalten des frithen HR-
Gens RAD51C wird der mit Letalitdt
verbundene Defekt der Doppel-
mutation mus8l/recqd4A aufgehoben;
die Pflanzen wachsen unauffillig bis
zur Entwicklung von Bliiten und
Schoten, und weisen die fiir rad51C
beschriebenen meiotischen Defekte
auf (Abe et al., 2005).
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Abbildung 22: Meiotische Anaphase | Anaphase || Telophase ||
Defekte in der Dreifachmutante o).
mus81-1/recq4A-1/rad51C

Gezeigt sind DAPI-Préparationen
der meiotischen Stadien in
Pollenmutterzellen. Die Drei-
fachmutante zeigt die fiir rad51C
beschriebenen meiotischen De-  rad51C
fekte (Abe et al., 2005), die sich
in unter anderem in Frag-
mentierungen der Chromosomen
in Anaphase I und II, sowie der
Bildung von Polyaden anstelle
von Tetraden in Telophase II
duBlern. Der weile Balken

. 81/
entspricht 10 pm. o

recq4A/
rad51C

Es konnte also gezeigt werden, dass RECQ4A im Gegensatz zu RECQ4B tatsdchlich an einem Weg
beteiligt ist, iber den in somatischen Zellen alternativ zur Spaltung durch MUS81 HR-Intermediate
prozessiert werden. Da diese RecQ-Funktion evolutionér konserviert ist, und in Mensch und Hefe als
Interaktionspartner RMI1 und eine Typ l1A-Topoisomerase erfordert, stellt sich die Frage nach

moglichen Interaktionspartnern in Arabidopsis.

3.3 RMI1 - Ein Gen, zwei Phanotypen

3.3.1 Bestimmung der T-DNA-Insertionsorte in rmil-1 und rmil-2

Im Genom von A. thaliana sind zwei potenzielle RMI1-Gene kodiert, At1g19950 und At5g63540.
Mutanten des erstgenannten Gens zeigen in ihrem Wachstum auf Agarplatten oder in Erde keinerlei
Auffilligkeiten, sind fertil und geben keine Hinweise auf Sensitivititen gegeniiber genotoxischen
Agenzien (Daten nicht gezeigt). Deshalb sollte in dieser Arbeit nur At5g63540 als RMI1-Homolog
und potenzielle Komponente eines konservierten RTR-Komplexes charakterisiert werden.

Zwei T-DNA-Insertionslinien wurden deshalb aus der SALK-Kollektion bestellt, SALK 093589 und
SALK 094387, und ihre genauen Insertionsorte mit Hilfe der in der Datenbank angegebenen

Informationen, wie im Methodik-Abschnitt beschrieben, untersucht.
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Die Mutantenlinie SALK 093589 wird in dieser Arbeit als rmil-1 bezeichnet und weist, wie in
Abbildung 23 schematisch dargestellt ist, im RMI1-Gen zwischen dem ersten und fiinften Exon eine
Deletion von 1995 Basenpaaren auf. Im Zuge dieser Deletion ging die entsprechende T-DNA
vollstindig verloren, so dass die beidseitig angrenzenden Bereiche der genomischen Sequenz
entsprechen. Da dasselbe Saatgut als Ausgangsmaterial in einer anderen Arbeitsgruppe zu
unterschiedlichen Ergebnissen bei der Insertionsorts-Charakterisierung fiihrte (Grelon, personliche
Kommunikation), wurde das Originalsaatgut noch einmal ausgesit und die Pflanzen einzeln auf das
Vorhandensein von ,,Left-Border (LB) oder ,Right-Border* (RB) -Sequenzen hin untersucht.
Tatsdchlich konnte eine Mischung verschiedener LB-RB-Kombinationen gefunden werden (Daten
nicht gezeigt), die die Verwendung unterschiedlicher Mutantenlinien aus gleicher Quelle erklart.
Aufgrund der groflen Deletion ist in der hier beschriebenen Linie rmil-1 aber damit zu rechnen, dass
diese am chesten einem Knockout entspricht. Deshalb wurde diese Linie weiter kultiviert und im

Rahmen dieser Arbeit charakterisiert.

SALK 094387 wird in der vorliegenden Arbeit als rmil-2 bezeichnet und besitzt eine T-DNA-
Insertion am Ende des flinften Exons. Diese Insertion zeichnet sich durch zwei entgegengesetzt
orientierte T-DNA-Sequenzen aus, deren LB-Bereiche nach auBlen gerichtet sind. Am hinteren
Ubergang zwischen Insertion und genomischer Sequenz befindet sich eine sogenannte ,,Filler-
Sequenz* von nur einem Nukleotid, das weder der T-DNA, noch der RMI1-Sequenz in diesem Bereich

entspricht.

Abbildung 23: T-DNA-  RMII
Insertionsorte in rmil-1 und

rmil-2
A
. . rmil-2
(A) In rmil-1 wurde die T- ;
DNA gemeinsam mit einem rmil-1 (deletion: -1995 bp) = B
1995 bp groBen Bereich des i fw-. | In2_fiv—

Gens, der zwischen Exon 1 und # W-— ‘—H_H_I_ 3654 bp
Exon 5 liegt, deletiert. In rmil- +Inl_rev +In2_rev

. . . ATG stc
2 hingegen befindet sich eine e “r
aus zwei entgegengesetzt orien-
tierten T-DNA-Sequenzen be- B

stehende Insertion am Ende des rmil-1

finften Exons. Dabei sind  GGAGTCAGT (335) ...DEL... (2331) GGTGCCTGC
jeweils die LB-Sequenzen zur

genomischen = RMI1-Sequenz

gerichtet. In (B) sind die  rmil-2

Ubergiinge zwischen  geno- LB LB FIL

mischer Sequenz und den  TGAAAGATA (2610) ACACATIGC ... T-DNA... GICAATTIG 1nt (2623) TTCAAGGAA
beiden Mutationsorten gezeigt.

Primersequenzen siehe 2.5.1.
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3.3.2  Expression von RMI1 in den Mutantenlinien rmil-1 und rmil-2

Um eine Expression von RMI1
in den Mutanten zZu
untersuchen wurde zunéchst
RNA aus Bliiten gewonnen
und diese in cDNA
umgeschrieben. Durch

Auswahl entsprechender

Primer sollte gezeigt werden,

ob vor, iiber oder hinter den Abbildung 24: RT-PCR zur Bestimmung der RMI1-Expression in den

. . . Mutanten
jeweiligen  Insertion-  oder

Deletionsorten noch Getestet wurde jeweils (von links) Col-0 genomisch, Col-0 cDNA, rmil-1
c¢DNA, rmil-2 cDNA und Mastermix ohne DNA. (A) Mit der
Expression in den Mutanten Primerkombination 1 (vergl. Tabelle in 2.5.2) wird in allen Linien die
Expression vor den zu erwartenden Mutationsorten nachgewiesen. (B) Mit
Primerpaar 2 tritt in der ersten Mutante eine durch die Deletion verkiirzte
in Abbildung 24 gezeigt. Wie Bande auf. In der zweiten Linie sieht man hier hingegen keine Bande. (C)
) Hinter der Deletion in rmil-1 bzw. der Insertion in rmil-2 ist keine
zu erwarten wird in rmil-1 und  Expression mehr nachweisbar, hier gezeigt durch Verwendung von
Primerpaar 3. Die fiir das Umschreiben in cDNA verwendete RNA wurde
jeweils aus Bliiten gewonnen.

stattfindet. Die Ergebnisse sind

rmil-2 jeweils vor der Deletion
bzw. Insertion noch eine Bande
erhalten. In rmil-1 fiihrt die Verwendung der vor und nach der Deletion bindenden Oligonukleotide zu
einer aus der DNA-Sequenz vorhersagbaren, verkiirzten PCR-Bande. Dies zeigt, dass zwar eine
Transkription des RMI1-Gens stattfindet, ein potenziell entstehendes Protein jedoch durch das Fehlen
grofler Bereiche kaum mehr funktionell sein kann. Dass zudem die RMI1-Transkription abbricht, wird
durch hinter dem deletierten Bereich bindende Oligonukleotide nachgewiesen.

Bei Verwendung von Primern, die in rmil-2 vor und hinter der T-DNA-Insertion binden wird kein
PCR-Signal erhalten. Dementsprechend konnte einerseits die Insertion in der RNA, wie auf DNA-
Ebene gezeigt, weiterhin bzw. teilweise enthalten sein. Eine PCR-Bande wire so aufgrund der
gewihlten Amplifikationszeit in dieser Linie nicht zu erwarten. Andererseits konnte die Transkription
bereits vor der Bindestelle des Reverse-Primers zu einem Abbruch kommen. Passend zu letzterer
Erklarung, ist hinter der Insertion keine Expression mehr nachweisbar. Es ist also zu erwarten, dass in
rmil-2 maximal ein verkiirztes RMI1-Protein gebildet wird, das im Vergleich zum RMI1 des Wildtyps

seine Funktionen nur teilweise oder weniger effizient wahrnehmen kann.
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3.3.3 Inrmil-1und rmil-2 ist die Fertilitat unterschiedlich stark eingeschrankt

Bei Anzucht der Pflanzen in Erde konnte beobachtet werden, dass rmil-1 nur Stummelschoten bildet,
wihrend rmil-2 in diesem Stadium auf den ersten Blick nicht vom Wildtyp zu unterscheiden ist. Diese
Unterschiede zweier Mutanten eines Gens beziiglich ihrer Fertilitdt sollten deshalb zundchst durch
mikroskopische Methoden zur Beschreibung der Pollenbildung und —lebensfdhigkeit genauer

eingestuft werden.

Bei der sogenannten Alexanderfiarbung (Alexander, 1969), die anhand der rmil-Linien in Abbildung
25 gezeigt ist, wird die Cellulose in der Pollenwand mit Hilfe von Malachitgriin angefarbt.
Gleichzeitig erscheint das Cytoplasma lebensfahiger Pollenkdrner unter Einwirkung von Fuchsin
dunkel violett, was die griine Farbe iiberlagert. So kann theoretisch zwischen intakten (violetten) und
degenerierten (griinen) Pollenkdrnern unterschieden werden. In verschlossenen Staubbeuteln dringt
der Farbstoff allerdings nicht sehr effizient ins Innere, weshalb der Nachweis der Lebensfahigkeit
nicht vollstindig erfolgt. Dennoch kann mit Hilfe dieser Methode klar veranschaulicht werden, dass
die Produktion von Pollenkérmern in der ersten Mutante stark eingeschrankt ist, und die
verhéltnisméBig kleinen Staubbeutel nur deformierte, oftmals zu grof3 erscheinende Pollenkérner
enthalten. Die Pollenproduktion der zweiten RMI1-Mutante hingegen erscheint normal und ist durch

Alexanderfarbung nicht vom Wildtyp zu unterscheiden.

Abbildung 25: Alexanderfarbung von
Antheren der RMI1-Mutanten

In der ersten Mutante, rmil-1, entstehen
nur wenige Pollen. Diese zeigen ganz
unterschiedliche GroBen, sind defor-
miert und oftmals nicht lebensféhig. In
rmil-2  hingegen  erscheint  die
Pollenproduktion zunéchst unauffallig.

Der Nachweis der Lebensfahigkeit sollte im néchsten Schritt an préparativ freigelegten Pollenkdrnern
durch Fluoreszenzmikroskopie erfolgen und ist in Abbildung 26 gezeigt. Bei dieser Methode wird
Fluorescein-Diacetat nach Aufnahme in die Zellen nur in diesen zuriickgehalten, wenn die
Zellmembran intakt ist. Unspezifische Esterasen entfernen dann den Diacetat-Rest vom Molekiil und
setzen das wunter UV-Bestrahlung photoaktive Fluorescein frei. So erscheinen im
Fluoreszenzmikroskop unter UV-Anregung nur lebensfihige Pollenkdrner leuchtend griin (Heslop-
Harrison und Heslop-Harrison, 1970). Tatséchlich zeigt sich in rmil-1 eine deutlich geringere Anzahl

an Pollenkdmern pro Anthere, wobei nur sehr wenige griin fluoreszierende Exemplare zu finden sind.
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Diese sind oftmals deformiert und im Vergleich zu den Wildtyp-Pollen auffillig groB3, was vermuten
lasst, dass sie nicht mehr funktionsfahig sind. Auch die nicht oder nur sehr schwach fluoresziernden,
in rmil-1 gebildeten Pollenkdrner weisen schon im Hellfeld ungewdhnliche Formen und eine hohe
Varianz beziiglich ihrer Grofle auf.

Wie aus der Alexanderfarbung zunichst zu erwarten, ist die Pollenproduktion in rmil-2 etwa mit der
des Wildtyps zu vergleichen, auch wenn hier nur der optische Eindruck zu vermerken ist und keine
genaue Quantifizierung stattfand. Allerdings ist hier hdufiger zu beobachten, dass Pollenkdrner nach
Behandlung mit Fluorescein-Diacetat nicht fluoreszieren und demnach degeneriert sind.
Passenderweise ergab eine statistische Auswertung der Samen pro Schote einen Wert von
durchschnittlich 27,55 (+ 3,54) in rmil-2 gegeniiber 56,78 (£ 3,54) im Wildtyp Col-0. Die zweite
RMI1-Linie ist also mit einer Samenproduktion von nur 48,5 Prozent des Wildtyps teilweise steril,

rmil-1 hingegen vollstandig.

Abbildung 26: Fluorescein-Diacetat-Farbung von
rmil-Pollen

Lebensfahige Pollen fluoreszieren griin (links), hingegen
sind abgestorbene nur im Hellfeld (rechts) klar zu
erkennen. Wéhrend die zweite Linie, rmil-2 im
Verhiéltnis zum Wildtyp nur eine leicht reduzierte
Anzahl lebensfahiger Pollen ausweist, werden in der
ersten Linie, rmil-1 fast gar keine inakten Pollen
gebildet. Der weifle Balken entspricht 200 pm; die
Bilder wurden mit einer Schwarzweif}-Kamera
aufgenommen und farblich nachbearbeitet.

Abbildung 27: Degenerierte Samenanlagen in
Schoten von rmil-2

Auf den ersten Blick erscheinen die Schoten der zweiten
RMI1-Mutante wie die des Wildtyps. Allerdings
befinden sich im Inneren der Schoten freie Plétze
zwischen den normal entwickelten Samen, die bei
Betrachtung durch ein Binokular als degenerierte
Samenanlagen eingeordnet werden konnen. Wie im Text
erlautert, ist 1im  Verhéltnis zu Col-0 die
Samenproduktion pro Schote um etwa die Hilfte
reduziert.
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3.4 Meiotische Untersuchungen der rmil- und top3a-Mutantenlinien

RecQ-Helikasen sind bei Mensch und Hefe gemeinsam mit RMI1 und der Typ IA —Topoisomerase
TOP3a in einen konservierten Komplex involviert, der rekombinante DNA-Strukturen in der
somatischen und moglicherweise auch meiotischen HR auflost. In A. thaliana konnte fiir TOP3a
bereits eine essentielle meiotische Funktion nachgewiesen werden, die im Falle einer Mutation in
top3a-2 zu starker Briickenbildung und Fragmentierung der Chromosomen fiithrt (Wurz-Wildersinn,
2007). In dieser Arbeit wurden zwei unabhidngige Mutanten von RMI1 untersucht, die wie in 3.3
dargestellt, in unterschiedlichem Maf3e Fertilitdtsstorungen aufweisen. Um diese Defekte genauer zu
charakterisieren, wurde einerseits getestet, ob bei einer Mutation von RMI1 neben der Pollenbildung
auch die Ausbildung der Samenanlagen gestort ist. Andererseits sollte durch DAPI-Préaparation von
Meiosestadien in Pollenmutterzellen der Ursache der meiotischen Probleme nachgegangen werden.
Dabei sollte zudem ein Zusammenhang zwischen potenziellen meiotischen Funktionen von RMI1,

TOP3a und RECQ4A untersucht werden.

3.4.1 Entwicklung des weiblichen Gametophyten in rmil-1

Wie in 3.3 anhand verschiedener Methoden der Pollenfarbung und der statistischen Auswertung der
Samenproduktion pro Schote gezeigt wurde, fiihrt eine Mutation des RMI1-Gens zu Defekten in der
Entwicklung der Keimzellen. Ob allein die meiotische Teilung in den Pollenmutterzellen betroffen ist,
oder ob ebenso die Entwicklung des weiblichen Gametophyten gestort ist, sollte anhand der fataleren

Mutante, rmil-1, durch DIC-Mikroskopie untersucht werden.

Wahrend der Entwicklung der Samenanlagen des Wildtyps durchlduft die Embryosackmutterzelle eine
meiotische Teilung. Von den entstehenden vier haploiden Produkten dieser Teilung gehen drei
zugrunde, die vierte stellt die sogenannte Embryosackzelle dar. Diese teilt sich zweimal mitotisch,
wobei im weiblichen Gametophyten ein charakteristisches Bild entsteht: Nach der ersten Teilung
wandern die beiden entstandenen Kerne auseinander; zwischen ihnen wird im DIC-Mikroskop eine
grofle Vakuole erkennbar. Nach der zweiten Teilung sind deutlich vier Kerne zu erkennen, wie in
Abbildung 28 D gezeigt. Im Anschluss an diese charakteristischen Stadien resultieren im Wildtyp aus
einer weiteren mitotischen Teilung schlieBlich acht Kerne, aus denen sich Eizlle, Synergiden und
Antipoden entwickeln.

In der ménnlich sterilen Mutante rmil-1 konnte im Zuge dieser Arbeit ebenfalls weibliche Sterilitéit
beobachtet werden: Aus der meiotischen Teilung der Embryosackmutterzelle geht zwar in einigen

Féllen noch ein Embryosackkern hervor, der auch oftmals noch {iber eine Weile hinweg bestehen
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bleibt (Abbildung 28 E-H). Da dieser sich aber nicht mehr teilt, ist davon auszugehen, dass die ihm
vorausgegangene Meiose bereits fehlerhaft verlief. Zu verschiedenen Zeitpunkten der Entwicklung der
Samenanlagen von rmil-1 degenerieren diese zudem. Ein vier- oder achtkerniges Stadium, das die
Grundlage fiir die Entwicklung des befruchtungsfahigen Gametophyten darstellt, konnte im Laufe der

Préparationen in dieser Mutante niemals beobachtet werden. Die Ergebnisse dieser Untersuchung sind

im Vergleich zum Wildtyp Col-0 in Abbildung 28 gezeigt.

- ' - el =

Abbildung 28: Entwicklung des weiblichen Gametophyten in rmil-1

Im Wildtyp Col-0 entsteht aus eciner meiotischen Teilung der Embryosackmutterzelle die sogenannte
Embryosackzelle (A), wihrend die drei anderen der vier haploiden meiotischen Produkte zugrunde gehen. Die
Embryosackmutterzelle teilt sich mitotisch (B), und die zwei Tochterkerne wandern in entgegengesetzte
Richtungen (C). Dort teilen sie sich wiederum, wordurch im DIC-Mikroskop deutlich vier Kerne in
charakteristischer Anordnung zu erkennen sind (D). Durch eine weitere mitotische Teilung der vier Kerne
entstehen acht, aus denen sich schlieBlich der befruchtungsfahige Eiapparat entwickelt, bestehend aus Eizelle,
Synergiden und Antipoden. Letztere Stadien sind hier nicht gezeigt, da die Zellen im Mikroskop in
unterschiedlichen Fokusebenen erscheinen. In der Mutante rmil-1 ist als einziges Produkt der meiotischen
Teilung in einigen Samenanlagen noch ein Embryosackkern zu erkennen (E). Dieser kann zwar wihrend des
weiteren Wachstums der Samenanlage kiirzer oder linger bestehen bleiben, teilt sich aber nicht mehr (F-H).
Stattdessen findet eine Degeneration des weiblichen Gametophyten statt, woraus zu folgern ist, dass bereits die
meiotische Teilung der Embryosackmutterzelle fehlerhaft verlauft. Der weifle Balken entspricht jeweils 20 um,
die mit weiflen Rahmen umgebenen Ausschnitte sind jeweils wiederum 2-3fach vergroBert dargestellt.
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3.4.2 Meiotischer Defekt von rmil-1 verglichen mit top3a-2

Die meiotische Teilung der Pollenmutterzellen wurde mit Hilfe von DAPI-Préparaten mikroskopisch
untersucht, um den Defekt, der sich in mannlicher und weiblicher Sterilitit der Mutantenlinie rmil-1
duBert, genauer charakterisieren zu konnen. Als Kontrollen wurden der Wildtyp und recg4A-1
verwendet. Von dieser Mutante konnten keine Fertilitdtsstorungen detektiert werden; weder durch
DAPI-Farbung der Meiosestadien in der Pollenentwicklung, noch durch Beobachtung der

Schotenentwicklung und Samenproduktion.

Die Mutante top3a-2 zeichnet sich durch schwere Fragmentierungen und Briickenbildung der
Chromosomen in der ersten meiotischen Teilung aus, und wurde von Rebecca Wurz-Wildersinn
diesbeziiglich charakterisiert (Wurz-Wildersinn, 2007). Da RMI1 und TOP3a in Hefe und Mensch in
einem konservierten Komplex an der HR beteiligt sind, sollte der meiotische Defekt der Arabidopsis-

Linie rmil-1 an dieser Stelle ebenfalls mit top3a-2 verglichen werden.

Bereits wihrend der Diakinese sind in rmil-1 erste Defekte zu erkennen. In diesem Stadium liegen die
homologen Chromosomen im Wildtyp gepaart vor, wobei fiinf Packchen, jeweils bestehend aus den
vier stark kondensierten Chromatiden, klar erkennbar im Kern verteilt sind. Die Chromosomen der
Mutante rmil-1 bilden stattdessen weniger glattrandig erscheinende, ungleichmifige Aggregate aus,
die in ihrer Zahl meistens fiinf iibertreffen.

In der Anaphase I, die sich durch die Trennung der homologen Chromosomen auszeichnet, ist eine
starke Fragmentierung der Chromosomen zu beobachten, wobei die Fragmente teilweise zu den Polen
gezogen werden, und teilweise in der Aquatorialebene verbleiben. In der Telophase I wird die
meiotische Teilung dieser Mutante abgebrochen, es konnte im Zuge der in dieser Arbeit
durchgefiihrten Préparationen kein spéteres Stadium beobachtet werden. Dieser meiotische Arrest
nach der ersten, fehlerhaften Teilung ist unter den fiir Arabidopsis beschriebenen sterilen
Mutantenlinien einzigartig, und konnte abgesehen von rmil-1 bisher nur fiir top3a-2 beschrieben
werden (Wurz-Wildersinn, 2007). Am Ende der Meiose der Pollenmutterzelle entstehen in beiden

Mutanten Diaden anstelle der im Wildtyp gebildeten Tetraden.

Bestitigt werden die hier vorgestellten Ergebnisse dadurch, dass auch in rmil-2 passend zur teilweisen
Sterilitdt ein Teil der Meiosen defekt verlduft und dabei mit rmil-1 vergleichbare, charakteristische
Meiosestadien in den entsprechende DAPI-Praparationen zu beobachten sind (Hartung et al., 2008, im

Reviewprozess).
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Col-0 recq4A-1 rmi1-1 top3a-2
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Abbildung 29: Meiose in rmil-1 im Vergleich zu Col-0, recq4A-1 und top3a-2

Wie im Wildtyp durchléuft recg4A-1 in der Pollentwicklung eine korrekte meiotische Teilung. Dabei
findet zunichst eine Paarung der homologen Chromosomen statt, die in der Diakinese nur noch an den
Chiasmata verkniipft sind und stirker kondensiert im Kern verteilt liegen. Nach Anordnung in der
Aquatorialebene wihrend der Metaphase I werden die Homologen getrennt und zu den Polen gezogen.
In der zweiten meiotischen Teilung findet anschlieend eine Trennung der Chromatiden statt, so dass
am Ende vier haploide Meiosporen entstehen. In rmil-1 ist ein meiotischer Defekte zu beobachten, der
dem fiir top3 -2 beschriebenen (Wurz-Wildersinn, 2007) stark dhnelt: Nachdem bereits Diakinese und
Metaphase 1 ungewdhnlich und ungleichmidBig erscheinen, wird in Anaphase 1 eine starke
Fragmentierung der Chromosomen erkennbar. Teile der Chromosomen verbleiben in der
Metaphaseplatte, und anstelle des Ubergangs zu Metaphase II findet hier bereits in der Telophase I ein
meiotischer Arrest statt. Der weille Balken entspricht 10 pm.
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Abbildung 29 zeigt den korrekten Ablauf der meiotischen Teilung im Wildtyp und der fertilen
Mutante recg4A-1, sowie die meiotischen Defekte von rmil-1 und top3a-2. Die starke Ahnlichkeit
dieser Phanotypen ldsst auf eine gemeinsame Funktion beider Proteine bei der Aufldsung von DNA-
Strukturen wihrend der meiotischen Rekombination schlieBen, an der RECQ4A nicht oder nicht
essentiell beteiligt ist.

Kiirzlich konnte allerdings innerhalb dieser Arbeitsgruppe eine Doppelmutante von recq4A-1 isoliert
werden, die den letalen Phénotyp der Mutante top3a-1 authebt (Hartung et al., 2007).
Dementsprechend miissen beide Proteine in der vegetativen Entwicklung von A. thaliana tatsdchlich
Funktionen in einem gemeinsamen DNA-Reparaturweg ausiiben, passend zu den von Mensch und
Hefe erhaltenen Daten (vergl. 1.2.4). Obwohl fiir recq4A-1 allein kein meiotischer Phénotyp detektiert
werden konnte, sollte im Rahmen dieser Arbeit ein mdglicher Einfluss dieser Mutation auf den
meiotischen Defekt untersucht werden, der von einer Mutation des TOP3a-Gens hervorgerufen wird.
In Abbildung 30 sind beispielhaft jeweils vier Anaphase I —Stadien der Arabidopsis-Linien rmil-1,
top3a-2, recqdA-1/top3a-2 und recqdA-1/top3a-1 gezeigt. Alle vier Linien sind in ihrem meiotischen
Phénotyp einander stark &hnlich und =zeichnen sich durch schwerwiegende chromosomale
Fragmentierung aus, die in Anaphase I deutlich wird und oftmals eine unvollstindige Verteilung des

genetischen Materials bewirkt.

Abbildung 30: Anaphase I in rmil-1 rmi1-1 top3a-2 recq4A-1/ recq4A-1/
und den Doppelmutanten von top3« top3a-2 top3a-1
und recq4A

Die Chromosomen-Fragmentierung der
Mutanten rmil-1 und top3a-2 in
Anaphase I wurde mit entsprechenden
Stadien von top3a-Doppelmutanten
mit recq4A-1 verglichen. Die Mutation
von RECQ4A kann den somatischen
Defekt der letalen, ersten Mutante von
top3a mildern. Diese Pflanzen sind
steril und zeigen einen Wachstums-
Defekt, der dem der top3a-2-Linie
stark dhnelt, weshalb beide Proteine in
somatischen Zellen gemeinsam an
einem DNA-Reparaturweg beteiligt
sein  miissen. Auf den  hier
demonstrierten Anaphase 1 —Defekt
einer top3o-Mutation hat recqdA
jedoch  keinen  Einfluss. Alle
untersuchten Mutanten zeigen den
gleichen meiotischen Phénotyp.

Es konnte hier also eindeutig gezeigt werden, dass die mit Sterilitit der Pflanzen verbundenen
Mutationen von TOP3a und RMI1 auf einen dhnlichen meiotischen Defekt zuriickzufiihren sind.
Beide Proteine spielen eine Rolle in einem meiotischen Rekombinationsweg, an dem RECQ4A

entweder nicht beteiligt, oder in seiner Funktion ersetzbar ist.
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Da hingegen die von uns publizierten Daten in der somatischen Entwicklung von A. thaliana top3a-1
auf eine Interaktion zwischen RECQ4A und TOP3a hindeuten, stellte sich die Frage nach den

somatischen Funktionen der hier untersuchten Gene.

3.5 RMI1 und TOP3«in der somatischen HR und DNA-Reparatur

RMI1 und TOP3a besitzen, wie in den vorhergegangenen Kapiteln gezeigt werden konnte,
wahrscheinlich gemeinsame Funktionen in der meiotischen Rekombination, an denen RECQ4A nicht
beteiligt ist. Nun sollte {iberpriift werden, inwieweit somatische Funktionen dieser drei Komponenten
mit dem Modell eines konservierten RTR-Komplexes in DNA-Schadensreparatur und HR vereinbar

sind.

3.5.1 Sensitivitaten der Mutanten gegentber genotoxischen Agenzien

Fiir RECQ4A konnte eine Funktion bei der Reparatur sowohl MMS- als auch cis-Platin-induzierter
DNA-Schédden nachgewiesen werden, die als RecQ-typisch anzusehen ist und erstaunlicherweise von
dem nah verwandten Gen RECQ4B nicht geteilt wird.

Deshalb stellte sich die Frage, ob RMI1 und TOP3a, die in der Meiose eine essentielle Rolle spielen
und in anderen Organismen mit RecQ-Helikasen gemeinsam in einen konservierten RTR-Komplex
involviert sind, in der somatischen DNA-Reparatur funktionell mit RECQ4A interagieren. Mit Hilfe
von top3a-2 und der rmil-2-Linie, die im Gegensatz zu rmil-1 aufgrund der nur teilweisen Sterilitét
homozygot kultivierbar ist, sollten Vergleiche zu recq4A-1 unter Einfluss der oben genannten
Mutagene angestellt werden. Dabei konnte fiir die Mutantenlinie top3a-2 durch ein Sortieren der
Nachkommen heterozygoter Pflanzen die Verwendung homozygoter Individuen gewihrleistet werden;
letztere weisen somatische Schidden auf und besitzen bereits nach zweiwdchigem Wachstum auf
Agarplatten einen charakteristischen Wuchsphéinotyp in Form von auffillig kleinen Keimlingen mit
eingerollten, dunkleren Blittern. Um durch linienspezifische Wachstumsunterschiede jedoch nicht die
durch Mutagenbehandlung erhaltenen Effekte zu verfilschen, wurden die Daten jeweils prozentual auf
die entsprechenden unbehandelten Proben bezogen. Zudem sollte durch eine auf gleiche Weise
durchgefiihrte Behandlung mit Camptothecin iiberpriift werden, ob diese betreffenden Proteine auch

wihrend der normalen Replikation eine Rolle spielen.
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3.5.1.1 MMS-Behandlung

Wie in Abbildung 31 gezeigt, sind Mutationen in RMI1 und TOP3¢« tatsdchlich mit einer erhohten
Sensitivitit gegeniiber MMS verbunden, die hier vergleichend mit recq4A anhand von fiinf
unabhingigen Datenreihen belegt wurde. Alle drei Proteine spielen also eine Rolle bei der Reparatur
MMS-induzierter Schéden.

Bereits unter Einfluss von 60 ppm MMS unterscheiden sich alle drei Mutantenlinien signifikant von
der Kontrolle, wobei sich der Effekt bei hoheren Konzentrationen noch verstirkt. Wahrend rmil-2 und
recqd4A-1 etwa gleichstark durch MMS in ihrem Wachstum gehemmt werden, reagiert die Linie
top3a-2 noch sensitiver auf das Mutagen. Allerdings konnten moglicherweise die bereits unter
normalen Wachstumsbedingungen in dieser Linie auftretenden somatischen Schidden die hohere

Empfindlichkeit erkléren.

MMS-Behandlung von top3c-2, Abbildung 31: MMS-Behandlung
rmi1-2 und recq4A-1 von top3e-2 und rmil-2 im

Vergleich mit recq4A-1

80 1

g 70 1 5 % 5 Coro .Geze.igt sind die Fr%schgewichte
= 60 jeweils angegeben in  Prozent
§ 50 O fop3e-2 bezogen auf die unbehandelte
§ 40 mi1-2 Kontrolle. Die Mutantenlinien rmil-2
E 10 4 @ recqdA-1 und top3a-2 weisen wie auch
$ 20- recqd4A-1 deutliche Sensiti-vititen
2 1 auf. Alle drei Proteine spielen also
eine Rolle bei der Reparatur MMS-
60 ' 80 ' 100 induzierter ~ Schiden.  Top3a-2
ppm MMS reagiert noch stirker auf das

Mutagen als die anderen Linien,
allerdings ist diese Mutante schon in
ihrem Wachstum unter
Standardbedingungen auffillig.

3.5.1.2 Cis-Platin-Behandlung

Neben MMS-induzierten Schiaden erfordert auch die Reparatur der durch cis-Platin verursachten
Querverkniipfungen der DNA-Basen die Funktion aller drei hier im Vergleich getesteten
Komponenten, RECQ4A, RMIl und TOP3a. Bereits bei Behandlung mit 5 puM cis-Platin
unterscheiden sich alle drei Mutantenlinien in ithrem Wachstum signifikant vom Wildtyp, dieser Effekt
wird bei 10 uM noch stirker und zwischen den drei Mutantenlinien vergleichbarer. Abbildung 32 fasst

die in vier bis acht unabhingigen Datenreihen erhaltenen Ergebnisse zusammen.
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Abbildung 32: Cis-Platin-
Behandlung von top3a-2 und rmil-2

Gezeigt sind die Frischgewichte
jeweils bezogen auf die unbehandelte
Kontrolle. Auch Wildtyp und recq4A-
1 wurden zum Vergleich getestet.
Neben recg4A-1 weisen auch die
anderen beiden Mutanten deutliche
Sensitivititen gegeniiber dem Mutagen
auf, woraus zu schliefen ist, das alle
drei Proteine an der Reparatur cis-
Platin-induzierter Schéden beteiligt
sind.
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Camptothecin ist ein pflanzliches Alkaloid, das spezifisch die eukaryotische Topoisomerase I hemmt.

Durch Ausbildung eines stabilen Enzym-DNA-Komplexes wird die Replikation blockiert, wobei

DNA-Briiche entstehen, an deren 3'-Enden die Topoisomerase kovalent gebunden bleibt (Hsiang et

al., 1985; Hsiang und Liu, 1988). Um zu untersuchen, ob die in einen méglichen RTR-Komplex bei

Arabidopsis involvierten Proteine neben der Reparatur MMS- und cis-Platin-induzierter Schdden auch

bei der normalen Replikation eine Rolle spielen, wurden die entsprechenden Mutantenlinien beziiglich

ihres Wachstums unter dem Einfluss von Camptothecin untersucht.

Abbildung  33:  Camptothecin-
Behandlung von top3a-2 und rmil-2

Gezeigt sind die Frischgewichte
jeweils bezogen auf die unbehandelte
Kontrolle. Auch Wildtyp und recq4A-
1 wurden zum Vergleich getestet.
Unter den hier untersuchten Mutanten
top3 -2, rmil-2 und recqdA-1 reagiert
nur top3a-2 deutlich sensitiv auf die
Behandlung mit Camptothecin.
Dementsprechend ist eine Funktion
des Proteins in der normalen
Replikation zu erwarten, die von
RECQA4A und RMI1 unabhingig ist.

Camptothecin-Behandlung von top3a-2, rmi1-2 und recq4A-1
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Interessanterweise zeigt sich fiir die Mutante top3a-2, nicht aber fiir rmil-2 und recq4A-1 eine

deutliche Sensitivitdt verglichen mit dem Wildtyp (siehe Abbildung 33). Diese Typ IA-Topoisomerase

muss also liber die gemeinsamen Funktionen der drei Proteine hinaus zusitzliche Funktionen

wahrnehmen, die nicht oder nicht notwendigerweise eine Aktivitdt der anderen beiden Proteine

erfordern und die normalen Replikation betreffen.
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3.5.2 Die Rolle von RMI1 und TOP3a in der somatischen HR

Eine Mutation von RECQ4A fiihrt, wie in 3.1.2 gezeigt, zu dem fiir RecQ-Mutanten typischen
Hyperrekombinations-Phénotyp. Dieser ist ebenfalls fiir rmil und top3« in A. thaliana zu erwarten,
falls diese in einen konservierten RTR-Komplex involviert sind, der iiberméfBige HR unterdriickt.

Tatsdchlich ist die HR im Grundniveau in rmil-1 und top3a-2 etwa gleich stark erhoht und ist mit den
fiir recq4A erhaltenen Daten vergleichbar (siche Abbildung 34 und Tabelle 5). Um zu priifen ob dabei
unterschiedliche Wege betroffen sind, oder alle Komponenten funktionell interagieren, wurden
zundchst ebenfalls die Doppelmutanten recq4A-1/top3a-2 und recqdA-1/rmil-1, die gleichzeitig
homozygot das IC9C-Konstrukt enthalten, durch Kreuzung und Selektion der gesuchten Genotypen
generiert. Interessanterweise konnte so gezeigt werden, dass RECQ4A, TOP3a und RMI1
gemeinsame Funktionen in der Unterdriickung der HR besitzen und sich der Effekt der
Hyperrekombination beim Ausschalten zweier Komponenten nicht weiter verstdrkt. Bestétigt wird
diese Auslegung der Daten dadurch, dass in allen getesteten Linien die HR durch BLE etwa gleich
schwach induzierbar ist. Es ist also auch hier kein additiver Effekt der HR-Phidnotypen zu beobachten.
So erreichen die HR-Raten in allen hier dargestellten Einzel- und Doppelmutanten nach Behandlung
mit 5 pg/ml BLE nur etwa das Niveau der IC9C-Kontrolle, wodurch sich in dhnlichem Malle
erniedrigte Induktionsfaktoren ergeben. Die gemeinsame Funktion dieser Proteine betrifft folglich die
Reparatur der Schiden, die wihrend der Replikation auftreten, weniger hingegen klassische

Doppelstrangbriiche, wie sie z.B. durch BLE verursacht werden.

HR der rmi1- und top3c-Linien (IC9C) Abbildung 34: HR in rmil-1 und
35 top3a-2 im Vergleich mit recq4A-1
< 30 4

& o5 Wie bereits fir die recqdA-

o - . . . .
g 50 J Einzelmutante gezeigt, ist auch in
o rmil-1 und top3a-2 das Grundniveau
% 15 4 der HR vergleichbar stark erhoht.
© 10 4 Dass auch in entsprechenden
3 5 Doppelmutanten mit recqdA-1 die
0. HR-Rate nicht zusitzlich erhoht ist
GM 5 pg/ml BLE weist darauf hin, dass alle drei
Proteine an einem gemeinsamen Weg
alC9C-Kontrolle der Unterdriickung iibermaBiger HR
beteiligt sind. Zudem ist in allen
M- I:Ifop?a—Z’lCQC gezeigten Linien die Induzier-barkeit
< rmi1-1/C9C durch BLE im Vergleich zur IC9C-
% o [ o recq4A-1/1C9C Kontrolle herabgesetzt. Bei Induktion
g 104 @ recq4A-1/top3c-2/1CIC zusitzlicher DSBS durch Qas
g . J B recq4A-1/rmil-11C9C Mutagen  erreichen  alle  hier
p untersuchten Mutanten nur etwa das
0 Wl 77,7y, i 77,777 Niveau der Kontrolle und weisen

somit einen niedrigeren
Induktionsfaktor auf.
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Tabelle 10: Daten zur HR in top3e-2, rmil-1 und recq4A-1 (IC9C)

Bleomycin-induzierte Proben der IC9C-Einzel- und Doppelmutanten wurden mit solchen verglichen, die reines
Anzuchtmedium (GM) enthielten. Von jeweils mindestens fiinf unabhéngigen Versuchen wurde die Anzahl
blauer Sektoren pro Pflanze gemittelt. Aus diesen Werten, sowie aus den jeweiligen Induktionsfaktoren pro
Experiment und Linie (s.0.) wurden wiederum Mittelwerte und Standardabweichungen berechnet.

Linie/Mutante GM Stdw. BLE Stdw. IF Stdw.
1C9C-Kontrolle 1,82 0,52 16,98 8,23 9,76 5,61
top3a-2/1C9C 12,72 2,85 25,72 4,53 2,06 0,35
rmil-1/1C9C 7,70 2,40 12,81 3,88 1,75 0,50
recqd4A-1/1C9C 10,19 1,00 18,42 3,73 1,86 0,40
recqd4A-1/top3a-2/1C9C 8,13 1,52 14,26 3,74 1,77 0,39
recg4A-1/rmil-1/1C9C 11,72 1,06 12,87 2,84 1,14 0,29

3.5.3 Komplementation der Mutantenphanotypen von rmil und top3a

Aufgrund der Vollsterilitdt der Linie rmil-1 war nur die zweite Mutante beziiglich einer Funktion von
RMI1 in der Reparatur MMS- und cis-Platin-induzierter Schiden untersucht worden. In Versuchen zur
HR-Rate in den Mutanten war die Untersuchung von rmil-1 mit aufwéindigen PCRs-Screenings
verbunden (siehe 2.1.4). Von TOP3« besitzen zwei unabhingige Mutantenlinien sehr unterschiedliche
Phénotypen, die sich durch Sterilitdt und somatische Defekte (top3a-2) gegeniiber frither Letalitdt der
Keimlinge (top3a-1) auszeichnen.

Um deshalb die im Zuge dieser Arbeit erhaltenen Daten zu vervollstindigen, wurden von Alexander
Knoll Komplementations-Konstrukte kloniert (Knoll, 2007; unverdffentlichte Daten), mit Hilfe derer
die Phinotypen der Mutantenlinien restauriert werden sollten. Parallel wurde in die rmil-Linien
jeweils ein cDNA-Konstrukt transformiert, sowie eines das das vollstindige genomische RMI1-Gen
reprasentiert. Fiir TOP3a wurde nur ein Konstrukt eingesetzt, dass das genomische Gen in voller
Lange kodiert. Ziel war es in dieser Arbeit, die Konstrukte stabil in die Mutanten zu transformieren
und Nachkommen zu isolieren, in denen die mit den Mutationen assoziierten Defekte behoben werden

konnen.

Insgesamt wurden 34 erfolgreich transformierte Nachkommen der heterozygoten rmil-Pflanzen durch
Anzucht auf Gentamycin-haltigem Medium selektiert. Im PCR-Screening erwiesen sich darunter
sieben als homozygote rmil-1-Mutanten, diese entwickelten alle nach dem Umsetzen in Erde normale
Schoten. Es kann also bestitigt werden, dass die Sterilitit der rmil-1-Mutante auf eben diese Mutation
zuriickzufiihren ist und nicht etwa durch sekundaire, linienspezifische Effekte hervorgerufen wird.

In Zukunft wird zudem zu kléren sein, ob auch die anderen in den rmil-Linien beobachteten Defizite,

wie Mutatgensensitivitdt und Hyperrekombination, durch Integration des vollstdndigen RMI1-Gens in
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das Genom der Ackerschmalwand aufgehoben werden konnen. Zu diesem Zwecke wurden bereits
insgesamt 27 positiv transformierte Nachkommen von rmil-2 selektiert, und zusitzlich 1C9C-
Kreuzungen beider Mutanten mit den Konstrukten transformiert. Die Selektion homozygoter Single-
Copy und Single-Lokus-Linien und deren anschlieBende Charakterisierung ist also eines der ndchsten

Ziele in der Weiterfiihrung dieses Projektes.

Teils  durch  Genotypisierung  von  Gentamycin-selektierten  Pflanzen  der  ersten
Nachkommengeneration nach der Transformation, teils durch Segregation der Nachkommen zunéchst
nur heterozygoter komplementierter Pflanzen, wurden Linien erhalten, in denen die Phénotypen der
top3a-Mutanten wieder aufgehoben wurden. Dabei konnten fiir top3e-1 vier, und fiir top3e-2 drei
unabhéngige Linien generiert werden, die normales Wachstum im Vergleich zum Wildtyp zeigten und
fertile Schoten entwickelten. Nur eine erfolgreich transformierte homozygote top3a-2-Mutante

entsprach in ihrem Phénotyp weiterhin dem der Ausgangslinie.

In der zweiten Generation nach Transformation wurde zudem eine Schotenuntersuchung durchgefiihrt.
Dabei wurde der Wildtyp Col-0 mit Nachkommen der als homozygot genotypisierten,
komplementierten Mutanten verglichen. Um zudem mdgliche, allein durch die Transfomation
hervorgerufene Seiteneffekte auszuschliefen, wurden ebenfalls solche Pflanzen mitgetestet, deren
Elternpflanzen nach der Transformation und Gentamycin-Selektion beziiglich der TOP3a-Mutationen

dem Wildtyp entsprachen (siche Abbildung 35).

Abbildung 35: Schoten der TOP3a-1/TOP3a top3a-1 het/TOP3a top3a-1/TOP3 top3e-1
komplementierten top3a-Pflanzen > e

" oy T
Untersucht wurde die ndchste Generation - —_—
der erfolgreich transformierten Nach- 3
kommen heterozygoter top3e-1 und -2- = sopy, 570pa, top3a-2 het/TOP3a 10p36-2/TOP3a top3a-2
Pflanzen. Dabei wurden jeweils solche — .
verglichen, die nach der Transformation - St T, =
beziiglich der urspriinglichen Mutation e ——— s 3
als heterozygot, homozygot, oder dem | - \ "

Wildtyp  entsprechend  genotypisiert
waren. Alle gezeigten Genotypen bilden
etwa  vergleichbare  Schoten aus,
wodurch gezeigt werden konnte, dass
durch Einbringen des intakten TOP3c-
Gens sowohl die Letalitidt von top3e-1,
als auch die Sterilitit von top3a-2
aufgehoben werden kann.

Um ungleichmaBiges Wachstum, das auf die Gentamycin-Behandlung zuriickzufiihren sein konnte,
auszuschlieBen, wurde fiir eine statistische Schotenuntersuchung das Saatgut der zweiten Generation
direkt in Erde ausgesit. Pflanzen, die das Komplementationskonstrukt nicht mehr tragen, sollten im

Falle der top3a-1-Mutation nicht, bzw. bei vorliegender top3a-2-Mutation auffallend schlecht
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wachsen. Die erhaltenen Daten sind in Abbildung 36 dargestellt und zeigen deutlich, dass die
Phénotypen der Mutanten weitgehend aufgehoben werden konnten. Dementsprechend sind die
beobachteten Defekte, die sich in den Linien top3a-1 und -2 einerseits als Letalitit und andererseits

Sterilitdt &ullern, jeweils tatsdchlich auf das Fehlen eines intakten TOP3 a~Gens zuriickzufiihren.

Abbildung 36: Statistische Schotenuntersuchung nach top3x-Komplementation
Untersuchung der Schoten nach

top3a-Komplementation

L
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Transformation wurden Nachkommen & '|' T T
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> 7] 30 -
top3a-Mutation wieder homozygot J‘
dem Wildtyp entsprachen, mit Col-0 20 + J
verglichen. Trotz relativ  grofer 10 4
Schwankungen zwischen den
einzelnen Pflanzen wird deutlich, dass Col0 " TOP3ast * topSa! | TOP3e2 | r— 1
sowohl die Letalitdt der top3a-1-Linie TOP3u TOP3u TOP3u TOP3u

als auch die mit einer TOP3o-
Mutation verbundene Sterilitdt durch
das Einbringen des intakten Gens
aufgehoben werden kann.
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4 DISKUSSION

Die im Zuge dieser Doktorarbeit erhaltenen FErgebnisse filhren zu drei bemerkenswerten
Feststellungen: Erstens besteht zwischen den beiden sich stark &dhnelnden RecQ-Genen von A.
thaliana, RECQ4A und 4B, ein deutlicher funktioneller Unterschied in der Beteiligung an DNA-
Rekombination und —Schadensreparatur. Zweitens entspricht nicht nur die Funktion von RECQ4A
dem, was nach bisherigen Informationen von Mensch und Hefe, fiir einen konservierten RTR-
Komplex in A. thaliana zu erwarten wére. Auch RMI1 und TOP3¢ fiithren bei Mutationen zu mit
req4A-1 vergleichbaren Defekten und lassen so auf eine tatsdchlich konservierte, gemeinsame
Funktion schlieBen. Passend zu diesen Ergebnissen ist die Doppelmutante recq4dA/mus8l in A.
thaliana, wie auch fiir RecQ-Gene anderer Organismen gezeigt, letal. Dass diese Letalitdt sich durch
Mutation des Frithen HR-Gens RAD51C aufheben ldsst deutet darauf hin, dass die gemeinsame
Funktion von RECQ4A, RMIl und TOP3a einem MUSS81 einschlieBenden HR-Weg parallel
geschaltet ist. Drittens konnte gezeigt werden, dass es fiir diese potenziellen RTR-Komponenten in
Arabidopsis neben gemeinsamen Funktionen auch mindestens zwei weitere gibt, die jeweils nicht von
beiden ihrer Partner geteilt werden. So sind einerseits RMI1 und TOP3a im Gegensatz zu RECQ4A
essentiell fiir den korrekten Ablauf der Meiose. Andererseits ist TOP3a auch in der mitotischen
Teilung von grundlegender Bedeutung, eine Funktion die RECQ4A und RMI1 nicht besitzen.

Vor dem Hintergrund der in der Einleitung erlduterten Modelle zur Funktion der hier untersuchten

Gene, sowie der aktuellen Literatur, sollen die gewonnenen Daten im Folgenden diskutiert werden.

4.1 Zwei ungleiche Partner eines duplizierten Genpaares

Beim Menschen sind Mutationen in drei der fiinf dort kodierten RecQ-Gene mit schweren
Erbkrankheiten und einer drastisch erhohten Wahrscheinlichkeit, an Krebs zu erkranken, assoziiert.
Letzteres ist auf die genomische Instabilitit zuriickzufiihren, die aus dem Fehlen der jeweiligen RecQ-
Funktion resultiert. Dies spiegelt sich auf zellulérer Ebene in verschiedenen Organismen durch einen
charakteristischen Phénotyp wieder, der sich durch Hyperrekombination und Sensitivitit gegeniiber
genotoxischen Agenzien auszeichnet. Besonders gut untersucht wurden diesbeziiglich vor allem blm-
Zellen des Menschen und Mutanten des einzigen RecQ-Gens aus S. cerevisiae, SGS1 (vergl. 1.1.2).

Im Laufe der Evolution von einfachen Einzellern hin zu komplexen eukaryotischen Organismen fand
auch innerhalb der RecQ-Genfamilie eine zahlenméBige Zunahme statt, die sich in dem Auftreten
mehrerer Homologe innerhalb eines Organismus duBert. Inwiefern dabei eine Spezialisierung auf

bestimmte Funktionen stattfand, oder neue Funktionen hinzugewonnen wurden, ist weitgehend
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ungekldrt. So war bisher nur sehr wenig bekannt {iber die Funktionen der RecQ-Gene hoherer
Pflanzen, von denen sieben im Genom von A. thaliana kodiert sind. Ein RecQ-typischer Phéanotyp, in
Form von Hyperrekombination und Sensitivitdt gegeniiber der DNA-alkylierenden Substanz MMS,
konnte 2004 fiir recq4A beschrieben werden (Bagherieh-Najjar, 2004). Zudem kann das durch seine
die Helikasedoméne unterbrechende Insertion eher ungewohnlich erscheinende RECQsim-Gen die
MMS-Sensitivitit von sgsl-Zellen der Bickerhefe aufheben (Bagherieh-Najjar et al., 2002).
Interessanterweise sind in Arabidopsis aber zwei RecQ-Gene zu finden, die am ehesten Homologe von
BLM oder SGS1 darstellen, RECQ4A und RECQ4B. Diese entstanden durch ein Duplikationsereignis

und wurden im Zuge der hier vorliegenden Arbeit ndher charakterisiert.

Es konnte dabei gezeigt werden, dass zwei unabhingige Linien von recq4A neben einer MMS-
Sensitivitit (Bagherieh-Najjar, 2004) auch gegeniiber cis-Platin deutliche Sensitivitidten im Vergleich
zum Wildtyp aufweisen, und demnach das intakte Protein in die Reparatur beider Schadenstypen
involviert ist. Obwohl mehrfach untersucht, konnten bisher keine eindeutige Sensitivitét einer recq4A-
Linie gegeniiber MMC nachgewiesen werden (Hartung et al., 2007; Bagherieh-Najjar, 2004). MMC
und cis-Platin sind beide sogenannte Crosslinker, die die Basen der DNA zwar untereinander
verkniipfen, sich aber dennoch in der genauen Beschaffenheit der durch sie induzierten Schiden
unterscheiden. Wihrend MMC auch Kreuzverkniipfungen zwischen zwei Stringen induziert oder
Addukte bildet, ist eine Behandlung mit cis-Platin eher mit solchen Basenverkniipfungen assoziiert,
die benachbarte Guanin-Molekiile innerhalb eines Strangs betreffen (Ubersicht in Grillari et al., 2007).
Die fiir recq4A beobachteten unterschiedlichen Reaktionen auf MMC- und cis-Platin-Behandlung
lassen sich dadurch erklédren, dass das RECQ4A-Protein in die Reparatur solcher Schéden involviert
ist, die nur einen der beiden komplementéren Stringe betreffen. Hingegen besitzt es keine essentielle
Funktion bei der Auflésung von gleichzeitigen Blockierungen beider Stringe. Die Behebung von
Replikations-Blockierungen tiber die durch das ,,Chickenfoot“-Modell beschriebenen Mechanismen
liefert dafiir eine plausible Erkldrung. Durch Einwirkung des entsprechenden Crosslinkers kommt die
Replikation zum Erliegen. An der Gabel wird im Anschluss die sogenannte ,,Chickenfoot®-Struktur
ausgebildet, deren Auflosung vor allem dann eine exonukleolytische Spaltung erfordert, wenn der
Schaden beide Stringe betrifft, so wie es vor allem nach Einwirkung von MMC der Fall ist. Hingegen
ist diesem Modell zufolge eine nicht-exonukleolytische Spaltung dann moéglich, wenn nur einer der
parentalen Stringe affektiert ist (Ubersicht in McGlynn und Lloyd, 2002). Fiir RecQ-Helikasen,
speziell fiir das BLM-Protein, wurde eine solche ,.Branch Migration“-Funktion an entsprechenden
Strukturen in vitro bereits nachgewiesen (Karow et al., 2000), zudem sind Mutationen dieses Gens wie
auch in dieser Arbeit fiir recq4A aus A. thaliana gezeigt, unter anderem mit Sensitivititen gegeniiber
cis-Platin assoziiert (Ubersicht in Grilliari et al., 2007). Alternativ kdnnte RECQ4A gemeinsam mit
TOP3a und RMI1 einen Dissolution-Prozess katalysieren (vergl. 1.2.1 und 1.2.3), und somit die

Auflosung einer durch Rekombinationsreparatur zur dHJ umgesetzten ,,Chickenfoot-Struktur
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(Ubersicht in Cobb und Bjergbaek, 2006). Diese Variante soll im néichsten Abschnitt anhand der HR-
Daten, sowie in einem spiteren Kapitel gemeinsam mit den somatischen, fiir top3« und rmil
gewonnenen Ergebnissen diskutiert werden. RECQ4B ist dem RECQ4A-Protein sehr &hnlich,
dennoch konnte in dieser Arbeit fiir zwei unabhéngige Mutantenlinien keinerlei Sensitivitit gegeniiber
MMS oder cis-Platin beobachtet werden. Dementsprechend ist RECQ4B nicht fiir die Reparatur
solcher somatischer Schidden erforderlich, wihrend innerhalb dieses duplizierten Genpaares RECQ4A
beziiglich seines Spektrums an Schadenstypen, an deren Behebung es beteiligt ist, am ehesten
funktionell dem BLM-Protein entspricht.

Eine fiir bIm ebenfalls beschriebene Sensitivitit gegeniiber MMC (Pichierri et al., 2004) widerspricht
einer starken funktionellen Homologie des Gens zu RECQ4A aus Arabidopsis nicht zwangslaufig.
Einerseits ist das Spektrum der durch MMC und cis-Platin induzierten Schiaden iiberlappend; beide
induzieren teilweise sowohl Intra- als auch Interstrangverkniipfungen, so dass fiir die Signifikanz eines
solchen Nachweises auch die Sensitivitdt der jeweiligen Methode eine Rolle spielen mag. Andererseits
sind die beschriebenen Modelle als Grenzfille zu betrachten und in ihrer jeweiligen Ausfithrung in
vivo feinen Unterschieden beziiglich der individuellen Substratspezifitdten unterworfen. Auch ist die
Ubernahme dieser von BLM wahrgenommenen Funktion der Behebung MMC-induzierter Schiden,
die in RECQ4A nicht konserviert ist, durch eine andere RecQ-Helikase in Arabidosis durchaus
denkbar. Allerdings konnte bisher fiir keine der aktuell verfiigbaren Mutantenlinien, speziell auch
nicht fiir recq4B (Daten nicht gezeigt), eine Sensitivitit gegeniiber dieser Substanz nachgewiesen

werden.

Um eine Rolle des duplizierten Genpaares, RECQ4A und 4B, in der HR zu definieren, wurden
Versuche mit Hilfe von Mutantenlinien durchgefiihrt, die homozygot das sogenannte IC9C-Konstrukt
tragen. Dieses ermdglicht eine Quantifizierung von intermolekular verlaufenden HR-Ereignissen, die
durch histochemische Fiarbung als blaue Sektoren auf den Pflanzen sichtbar gemacht werden (Molinier
et al., 2004). Wie in dieser Arbeit gezeigt werden konnte, ist RECQ4B im Gegensatz zu 4A nicht an
der Unterdriickung der HR beteiligt, wie sie fiir RECQ4A und andere RecQ-Helikasen wie BLM und
SGS1 nachgewiesen wurde. Dementsprechend zeigen zwei unabhingige recq4B-Linien nicht den fiir
recqd4A publizierten (Bagherieh-Najjar, 2004), RecQ-typischen Phénotyp der Hyperrekombination.
Das Protein ist dennoch an der HR beteiligt, verhélt sich dabei aber erstaunlicherweise antagonistisch
zu RECQ4A. Beide Mutantenlinien weisen mit stark erniedrigten HR-Frequenzen auf eine HR-
fordernde Funktion des Proteins hin. Dieser Effekt ist unter den bisher fiir eukaryotische RecQ-
Mutanten beschriebenen Phénotypen einzigartig (Hartung et al., 2007). Dennoch wurde anhand des
RECQ-Proteins aus E. coli neben der Auflosung aberranter HR-Intermediate bereits eine HR-
fordernde Funktion diskutiert, die die Initiation der Rekombination betrifft (Magner et al., 2007).
Entsprechende Nachweise wurden in vitro durch die Umsetzung entsprechender Substrate erbracht

(Harmon und Kowalczykowski, 1998). Auch in der Backerhefe steht der Unterdriickung der HR durch
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SGS1, wie sie unter normalen Wachstumsbedingungen stattfindet, bei vermehrter DNA-Schiadigung
eine Induktion der HR gegeniiber. So zeigen sgsl-Zellen den RecQ-typischen Hyperrekombinations-
Phénotyp nur bei Anzucht ohne genotoxische Agenzien, wéhrend die HR-Rate die des Wildtyps nicht
erreicht, wenn dem Anzuchtmedium beispielsweise MMS zugegeben wird (Onoda et al., 2001).

Dass RecQ-Helikasen generell auch positive, HR-fordernde Funktionen {ibernechmen koénnen, ist in
Anbetracht aktueller Modelle also eigentlich nicht tiberraschend. Bemerkenswert ist allerdings, dass
diese Funktion in eukaryotischen Systemen bisher nicht bewiesen werden konnte. Aufgrund der
Spezialisierung von Mitgliedern der RecQ-Familie auf bestimmte Substrate und der Etablierung
jeweils mehrerer Homologe in komplexeren Organismen ist dementsprechend damit zu rechnen, dass
iiber dhnliche Befunde wie bei A. thaliana in naher Zukunft auch von anderen Modellorganismen

berichtet wird.

4.2 RECQ4A und MUS8L1 in somatischen Zellen von Arabidopsis

Von den auf Sequenzebene dem BLM- und dem SGS1-Protein von Mensch bzw. Hefe beiden am
ehesten homologen RecQ-Helikasen in Arabidopsis, RECQ4A und 4B, reprédsentieren nur Mutanten
von RECQ4A den dementsprechend zu erwartenden Phénotyp. Zu RECQ4A passt also das RecQ-
Modell der Prozessierung von HR-Intermediaten, wie sie bei der Rekombinationsreparatur
stehengebliebener Replikationsgabeln entstehen, in einer solchen Form dass daraus NCOs resultieren.
Die evolutiondr ebenfalls hochkonservierte Exonuklease MUS81 ist bei der Hefe an einem
alternativen Weg der Auflosung von HR-Intermediaten beteiligt; diese Funktion wurde ebenfalls fiir
Schiden vorausgesagt, wie sie an stehengebliebenen Replikationsgabeln auftreten (Whitby et al.,
2003). Auch im mammalischen System konnte gezeigt werden, dass MUS81 bei der
Schadensbehebung an stehengebliebenen Replikationsgabeln, wie z.B. nach einer Blockierung durch
MMC, eine Rolle spielt (Constantinou et al., 2002; Hanada et al., 2006). Doppelmutanten von MUS81
und jeweils SGS1 oder RQHL1 in S. cerevisiae bzw. S. pombe sind durch das Ausschalten der beiden
parallelen Wege nicht lebensféhig (Boddy et al., 2000; Mullen et al., 2001).

In A. thaliana konnte in dieser Arbeit ebenfalls eine HR-Funktion von MUS81 nachgewiesen werden,
allerdings betrifft diese nur Pflanzen, die durch die Behandlung mit Bleomycin besonderem
genotoxischen Stress in Form von zusitzlichen Doppelstrangbriichen ausgesetzt waren. Der
vorliegenden Arbeit vorausgegangene Experimente mit MMC (Hartung et al., 2006) bestétigen diesen
Effekt und lassen insgesamt darauf schlieBen, dass das Protein erst dann im normalen Wachstum
essentiell wird, wenn ein bestimmtes Mal3 an Schidden iiberschritten wird. Die Funktion des intakten
Proteins, solche entstehenden HR-Intermediate in einen CO-Weg einzuschleusen, fiihrt also in der

Mutante zu einer Erniedrigung der detektierbaren HR-Ereignisse.
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Eine mogliche Erklirung konnte eine Funktion von MUSS81 im Falle der Uberlastung des
RADI/RADI10-Weges sein, der im normalen Wachstum fiir die die Reinitiation stehengebliebener
Replikationsgabeln durch Rekombinationsreparatur verantwortlich ist und auch in A. thaliana
nachgewiesen wurde (Dubest et al., 2002). Allerdings ist der fiir diesen Komplex vorgeschlagene
Mechanismus nicht die Auflosung bereits entstandener Rekombinationsintermediate, sondern eine
frithere Funktion: Durch den RAD1/RAD10-Komplex, der wie auch MUS81-EME!1 zur Familie der
XPF-Endonukleasen gehort, werden bereits nach der Stranginvasion nicht-homologe 3’-Uberhinge
entfernt (Vance und Wilson, 2002; Dubest et al., 2002), eine Funktion die interessanterweise aktuell
auch fir MUS81 anhand der meiotischen Rekombination diskutiert wird (vergl. 4.4; Oh et al., 2008).
Dass die Funktionen von RAD1-RAD10 und MUS81-EMEI1 aber nicht hintereinander geschaltet sind,
sondern tatsdchlich zwei alternative Wege betreffen, ist deshalb wahrscheinlich, weil Doppelmutanten
beider Komponenten in der Hefe stirker sensitiv gegeniiber dem Topoisomerase I-Inhibitor
Camptothecin sind, als die Einzelmutante mus81 (Vance und Wilson, 2002). Dementsprechend wére
ein Modell denkbar, in dem MUSS81 entweder ebenfalls diese friihe Funktion iibernehmen kann und
die Entscheidung zum CO bereits in diesem frithen Stadium, z.B. anhand der beteiligten Faktoren,
getroffen wird. Oder MUSS ist entsprechend dem DSBR-Modell nach Szostak an der dHJ-Auflosung
zwar beteiligt, aber zusétzlich in solche frithen Schritte der HR-Initiation involviert (Szostak et al.,
1983).

Kann MUSS81 diese Funktion bei vermehrter Schiadigung nicht {ibernehmen, wie in den
Mutantenlinien gezeigt, dient ein NCO-Weg, wie der RecQ-abhingige Weg in Hefe, als
Ausweichmdglichkeit. Dementsprechend ist in A. thaliana die detektierte HR-Rate in mus81-1 und -2
nach Einwirkung von genotoxischem Stress niedriger im Vergleich zum Wildtyp.

Die fiir recqd4A erhaltenen Daten zur Hyperrekombination passen in dieses Modell und lassen
vermuten, dass das RECQ4A-Protein im normalen Wachstum an der Auflosung von HR-
Intermediaten zum NCO beteiligt ist. Die in der Mutante im Verhéltnis zum Wildtyp nicht weiter
erhohte HR nach Bleomycin-Induktion hatte zwar gezeigt, dass Doppelstrangbriiche mit zwei freien
Enden nicht zu dem von RECQ4A prozessierten Spektrum an DNA-Schadenstypen zu zdhlen sind.
Dennoch konnte eine RECQ4A-Funktion im Falle von vermehrter Schiddigung an der
Replikationsgabel durch eine Auflosung solcher Strukturen zum NCO die in mus81 beobachtete
erniedrigte HR-Rate unter genotoxischem Stress erkldren. Dass hier neben MMC auch die HR-
Induktion durch BLE betroffen ist und RECQ4A fiir die Reparatur solcher DSBs nicht essentiell ist,
schlieBt nicht aus, dass das Protein hier in einen Backup-Mechanismus involviert ist, der im Falle der
MUSS81-Mutation greift.

Eine solche Funktionsaufteilung lieB der Theorie zufolge vermuten, dass entsprechend der in den
Hefen dokumentierten Letalitditen auch in A. thaliana die Doppelmutante mus81/recq4A
schwerwiegende somatische Defekte aufweist, falls nicht beispielsweise eine andere RecQ-Helikase

die Funktion von RECQ4A {iibernechmen kann. Deshalb wurden Kreuzungen zwischen mus81 und
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diversen RecQ-Mutanten durchgefiihrt und doppelt homozygote Nachkommen selektiert. Tatséchlich
wurde im Zuge dieser Arbeit die fiir die Hefen beschriebene Letalitit auch fiir die recq4A-
Doppelmutante mit mus81 in Arabidopsis nachgewiesen. Sie dufert sich in kleinen Pflanzen, die in der
Regel nach zwei- bis vierwochiger Anzucht auf Agarplatten degenerieren (siche 3.2.3). Dass sich die
Letalitdt durch eine homozygote Mutation von RAD51C aufheben ldsst zeigt, dass beide Gene erst
dann essentiell sind, wenn die HR bereits initiiert wurde. Folglich miissen in A. thaliana, entsprechend
dem an der Hefe entwickelten Modell, RECQ4A und MUSS81 an zwei parallel geschalteten Wegen der

Auflésung von HR-Intermediaten beteiligt sein.

Fiir die anderen in dieser Arbeit untersuchten mus81/recq-Doppelmutanten (mit recql, 2, 4B, 5 und
WRNexo) konnte im Gegensatz zu recq4A kein somatischer Defekt detektiert werden (Daten nicht
gezeigt). Die hochkonservierte RecQ-Funktion, an stehengebliebenen Replikationsgabeln in einem
MUSS8I parallel geschalteten Weg HR-Intermediate zum NCO aufzul6sen, ist in A. thaliana also auf
RECQ4A beschrankt.

4.3 Ein konservierter RTR-Komplex in A. thaliana

Die konservierte RecQ-Funktion der Auflésung somatischer HR-Intermediate in einem MUSS81
parallel geschalteten Weg erfordert z.B. in Mensch und Béckerhefe, wie dort anhand der RecQ-
Helikasen BLM und SGS1 gezeigt, zwei zusitzliche Faktoren. Diese sind eine Topoisomerase des
Typs 1A (TOP3 bzw. TOP3a), deren Interaktion mit SGS1 in der Bickerhefe bereits 1994
beschrieben wurde (Gangloff et al., 1994), sowie ein als RMII oder alternativ beim Menschen als
BLAP75 bezeichnetes, DNA-bindendes Protein. Gemeinsam arbeiten diese Proteine im sogenannten
RTR-Komplex (,,RECQ- TOP3 - RMI1%), dessen Zusammensetzung in dieser Form bei Mensch und
Hefe direkt gezeigt wurde (Chang et al., 2005; Ubersicht in Mankouri und Hickson, 2007). In anderen
Organismen weisen genetische Ansétze zur Interaktion von wenigstens zwei der drei Proteine auf eine
vergleichbare Situation hin (Harmon et al., 1999; Kim et al., 2002; Li et al., 2004).

Die fiir recq4A erhaltenen Daten der Hyperrekombination, Sensitivitdt gegeniiber genotoxischen
Agenzien und die Letalitdt der mus81l-Doppelmutante stimmen vollstindig mit dem Modell eines
konservierten RTR-Komplexes in somatischen Zellen von A. thaliana tiberein. Deshalb wurden
mogliche Interaktionpartner beziiglich ihrer somatischen Funktionen charakterisiert und in die
Diskussion dieses Modells einbezogen, TOP3a und RMII1. Besonders interessant ist diese
Fragestellung auch deshalb, weil aufgrund der oftmals schwerwiegenden Phénotypen in hoheren
Eukaryoten bisher nur wenige Daten zu Mutationen von TOP3a erhalten wurden, von A. thaliana aber

eine lebensfahige Mutante existiert (Maftahi et al., 1999; Plank et al., 2005; Li und Wang, 1998).
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Zwei Mutantenlinien von TOP3¢ sind aus dem Bestand der SALK- und GABI-Kollektionen
erhéltlich, von denen eine, top3a-1, passend zu den von anderen Eukaryoten beschriebenen top3a-
Mutanten schwere somatische Defekte aufweist. Diese duflern sich in einer Degeneration der
Keimlinge auf Agarplatten oder in Erde innerhalb weniger Wochen nach Aussaat (vergl. 2.6.2;
Hartung et al., 2007). In der zweiten Linie hingegen, top3a-2, ist das TOP3a~Gen wahrscheinlich
nicht vollstindig ausgeschaltet, weshalb sie sich fiir die Charakterisierung der somatischen Funktionen

des TOP3a-Proteins in A. thaliana eignet.

Von RMI1 wurden ebenfalls zwei Linien aus der SALK-Kollektion erhalten, die sich im Schweregrad
ihres Phénotyps unterscheiden. Bestand dieser Arbeit, und essentielle Vorraussetzung fiir die weiteren
funktionellen Untersuchungen, war zundchst die genaue Beschreibung der Insertions- bzw.
Mutationsorte dieser beiden Mutanten, rmil-1 und rmil-2. Wihrend rmil-1 eine knapp 2 kb grofle
Deletion in der genomischen Sequenz des RMI1-Gens aufweist und deren Expression nach einer durch
die Deletion verkiirzten mRNA noch vor Ende des ORFs zu einem Abbruch kommt, liegt in rmil-2
eine doppelte T-DNA-Insertion mit jeweils zur genomischen Sequenz des RMI1-Gens gerichteten LB-
Sequenzen vor. Auch in letzterer Mutante findet nur eine Expression vor der Insertion statt;
dementsprechend ist hier maximal die Bildung eines unvollstdndigen RMI1-Proteins zu erwarten, dass
der Position der Insertion zufolge nur einen Bereich bis kurz vor dem Ende des fiinften Exons
einschliefit. Die einzige von RMI1 im Menschen charakterisierte Proteinfunktion betrifft die DNA-
Bindedomine, die im Gen noch vor der Insertion der rmil-2-Linie kodiert ist. Eine verbleibende
Aktivitdt des so moglicherweise gebildeten, verkiirzten Proteins ist dieser Charakterisierung der

Insertionsorte zufolge also nicht auszuschlief3en.

Aufgrund der meiotischen Defekte, mit denen die Mutationen von TOP3¢« und RMI1 assoziiert sind
und in einem spdteren Kapitel gesondert diskutiert werden sollen, ist bei beiden Faktoren die
Konservierung von Funktionen in der DNA-Schadensreparatur und Rekombination zu erwarten, wie
sie von anderen Organismen beschrieben wurde. Deshalb wurden die Linien top3a-2 und rmil-2
vergleichend einerseits mit dem Wildtyp, und andererseits mit der gegeniiber beiden Agenzien
sensitiven Linie recq4A-1, beziiglich ihres Wachstums in Anwesenheit von MMS und cis-Platin
untersucht.

Wie durch signifikante Wachstumsunterschiede zum Wildtyp gezeigt werden konnte, sind beide Gene
wichtig fiir die Reparatur der MMS-induzierten Alkylierungen, sowie der durch cis-Platin
verursachten Verniipfungen der Basen. Beide Schadenstypen konnen, wie eingangs erldutert, bei
einem Zusammentreffen mit der Replikationsmaschinerie einen Neustart der Replikation durch
Rekombinationsreparatur erfordern, wie durch das ,,Chickenfoot“-Modell vorausgesagt wird. Dieses
gemeinsame Spektrum an DNA-Schadenstypen, fiir deren Reparatur RECQ4A, TOP3¢ und RMI1

wichtig sind, ldsst also eine gemeinsame, konservierte Funktion aller drei Komponenten vermuten. Ob
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solche Funktionen in der normalen Replikation eine Rolle spielen, wurde mit Hilfe von Camptothecin
untersucht, einem spezifischen Inhibitor der Topoisomerase 1. Allerdings zeigte sich hier, dass
RECQ4A und RMI1 keine essentielle Beteiligung am Neustart der auf diese Weise blockierten
Replikationsgabeln besitzen; Mutanten beider Gene reagieren nicht signifikant sensitiver auf diese
Substanz als der Wildtyp. Hingegen zeigt sich in der Mutantenlinie top3a-2 nach Camptothecin-
Einwirkung eine deutlich stirkere prozentuale Abnahme des Frischgewichts, bezogen auf die
unbehandelte Kontrolle. Es kann also zusammengefasst werden, dass alle drei untersuchten Gene die
Reparatur eines gewissen Schadensspektrums gemeinsam wahrnehmen oder wenigstens an den
gleichen Wegen beteiligt sind. Andererseits besitzt TOP3« zusétzliche somatische Funktionen
wihrend der Replikation, die von RECQ4A und RMI1 unabhéngig sind. Diese konnen mdglicherweise
den schweren somatischen Defekt der Mutanten erkldren, der sich in einer detektierbaren Zunahme
von Mitosedefekten (top3a-2) bis hin zu Letalitdt (top3a-1) duBlert (Hartung et al., 2007; Hartung et
al., 2008, im Review-Prozess). Denkbar ist beispielsweise, dass das intakte TOP3a-Protein
Funktionen der Topoisomerase [ iibernehmen kann, wie es im Falle der Hemmung durch

Camptothecin erforderlich wird.

Ob TOP3a und RMI1 gemeinsam mit RECQ4A an der Unterdriickung von CO-Ereignissen wéhrend
der somatischen HR beteiligt sind, sollte anhand von Kreuzungen der Mutantenlinien mit der IC9C-
Assaylinie untersucht werden. Diese ermdglicht die Quantifizierung somatischer interchromosomaler
HR, wobei im Gegensatz zum 651-Konstrukt sowohl COs als auch Konversionsereignisse zu einer
Restaurierung des Markers p-Glucuronidase fiihren koénnen, und schlie8lich histochemisch
nachgewiesen werden (Molinier et al., 2004). Wie recq4A-1 zeigen beide untersuchten Linien, top3a-
2 und rmil-1 erhohte HR-Raten bei Anzucht in normalem Wachstumsmedium. Dass dabei jeweils der
gleiche Weg beteiligt ist, wird zusétzlich dadurch belegt, dass in den Doppelmutanten recq4A/top2A-2
und recq4A/rmil-1 ebenso ein vergleichbar erhéhtes Grundniveau der HR erreicht wird. Bei einer
Beteiligung der drei Komponenten an nicht parallel geschalteten, dhnlichen Wegen der HR, hétte man
hingegen einen additiven Effekt beziiglich der Hyperrekombinations-Phénotypen der Einzelmutanten
erwartet. Dass eine Mutation des entsprechenden RMI1-Homologs allein zu dem fiir RecQ-Mutanten
beschriebenen Phinotyp erhdhter HR-Rate fiihrt, wurde auch in der Bickerhefe (Chang et al., 2005)
und in menschlichen Zellen gezeigt. Obwohl die OB-Falte als DNA-Bindende Doméine die einzige
bisher identifizierte Proteinfunktion in RMI1 darstellt, fithrt auch beim Menschen, analog zu blm-
Zellen, eine Mutation zu einer erhdhten Rate an Sequenzaustauschen zwischen Schwesterchromatiden.

Dabei ist RMI1 in vivo essentiell fiir die Stabilitdt des Komplexes (Yin et al., 2005).
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Abbildung 37: RECQ4A, TOP3a, RMI1 und MUS81 an angehaltenen Replikationsgabeln

Den erhaltenen Daten zufolge werden in A. thaliana durch einen aus RECQ4A, RMI1 und TOP3a bestehenden
RTR-Komplex in einem MUSS81 parallel geschalteten Weg HR-Intermediate aufldst. Schéiden, die diese
Funktionen erfordern sind z.B. durch MMS- oder cis-Platin-Einwirkung blockierte Replikationsgabeln. Welche
Art von DNA-Strukturen dabei direkt umgesetzt werden, ist noch unklar. Vereinbar sind die aktuellen
Ergebnisse damit, dass der RTR-Komplex entweder nach Ausbilung einer dHJ iiber den als ,,Dissolution‘
bezeichneten Prozess NCO-Produkte erzeugt, oder schon den D-Loop prozessiert, wie fiir den SDSA-Weg
beschrieben. Ebenso konnte MUS81 theoretisch ausgehend von der dHJ sowohl COs als auch NCOs
produzieren, muss aber den erhaltenen Rekombinationsdaten zufolge eher eine CO-fordernde Funktion
besitzen. Dies ist mit den aktuellen Modellen der meiotischen HR der Hefe vereinbar. Zudem ist denkbar, dass
MUSBS8I direkt die an der blockierten Replikationsgabel ausgebildete ,,Chickenfoot“-Struktur prozessiert, bevor
die Wiederaufnahme der Replikation ebenfalls iiber Rekombinationsreparatur ermoglicht wird (vergl. 1.2.1).
Camptothecin verursacht eine Blockierung der Replikation in der Form, dass die Topoisomerase I stabil an die
Gabel gebunden wird. Die Behebung solcher Schiden erfordert TOP3a, nicht aber RECQ4A und RMI1.

Der in recq4A-1 beobachtete Effekt der schlechteren Induzierbarkeit der HR durch Bleomycin-
Behandlung wird in den Einzel- und recq4A-Doppelmutanten von RMI1- und TOP3« reproduziert.
Also betrifft diese gemeinsame Funktion der untersuchten Gene Schéiden, die wihrend des normalen

Wachstums an der Replikationsgabel auftreten. Nicht essentiell sind sie hingegen fiir die Reparatur
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klassischer Doppelstrangbriiche mit zwei freien Enden, wie sie in dieser Arbeit durch Bleomycin-
Behandlung verursacht wurden.

Es kann also fiir somatische Zellen von A. thaliana zusammengefasst werden, dass RECQ4A, RMI1
und TOP3A gemeinsame Funktionen bei der Reparatur stehengebliebener Replikationsgabeln
besitzen, die sie wahrscheinlich in einem konservierten RTR-Komplex wahrnehmen. Diese betreffen
einen NCO-Weg der HR, der dem CO-foérdernden, MUSS81 einschlieBenden Weg parallel geschaltet
ist. Allerdings ist TOP3A auch in Funktionen involviert, die RECQ4A und RMI1 im Gegensatz zu der
gemeinsamen HR-Funktion nicht betreffen. Fiir RECQ4B hingegen ist der Wirkungsmechanismus
noch unklar. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass dieses Protein somatische HR fordert, ein
Ergebnis das bisher noch nie fiir eukaryotische RecQ-Homologe erbracht wurde. Abbildung 37 fasst
diese somatischen Funktionen, die fiir die genannten Faktoren nach den Ergebnissen dieser Arbeit zu

erwarten sind, schematisch zusammen.

4.4 Meiotische Funktionen der potenziellen RTR-Gene in A. thaliana

Ob der konservierte RTR-Komplex generell auch eine Rolle in der meiotischen Rekombination spielt,
ist umstritten. Es gibt Beispiele fiir meiotische Funktionen von TOP3a.- und RMI1-Proteinen und auch
von RecQ-Helikasen. Ob diese aber einen Mechanismus betreffen, der mit dem der somatischen HR-
Unterdriickung vergleichbar ist, ist aktueller Literatur zufolge noch unklar.

RecQ-Mutationen wurden mehrfach mit meiotischen Funktionen in Verbindung gebracht. Hinweise
darauf liefert z.B. die sgsl-Zellen der Béckerhefe beschriebenen reduzierten Lebensfdhigkeit der
Sporen, oder der Sterilitdt, von der typischerweise Patienten des Bloom-Syndroms betroffen sind
(Watt et al., 1995 und 1996; German, 1969). Fiir SGS1 wurde inzwischen tatsdchlich, analog zu dem
somatischen Hyperrekombinations-Phénotyp, auch eine CO-unterdriickende meiotische Funktion
beschrieben (Jessop et al., 2006). Passend zu dem Modell eines meiotischen RTR-Komplexes zeigen
in der Béckerhefe auch top3-Zellen meiotische Defekte, und beim Menschen konnte in meiotischen
Zellen bereits eine direkte Interaktion zwischen dem BLM-Protein und TOP3a nachgewiesen werden

(Johnson et al., 2000).

Fiir A. thaliana wurden in dieser Arbeit einerseits mogliche meiotische Funktionen von RMI1 und
RECQ4A untersucht und mit den fiir top3a-2 beschriebenen Daten (Wurz-Wildersinn, 2007)
verglichen werden. Andererseits sollte im Zusammenhang mit den hier beschriebenen somatischen

HR-Funktionen eine Einordnung in den Gesamtkontext der DNA-Rekombination stattfinden.
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Bei Anzucht in Erde zeigte sich in rmil-2 eine partielle, P

in rmil-1 eine vollstdndige Sterilitdt, deren Ursache . ot i)

sowohl in der gestdrten Entwicklung des ménnlichen E

(Pollen) als auch des weiblichen (Eiapparat) Ej

Gametophyten begriindet ist. Dabei steht die in rmil-2 E I ggra ;\Eﬂlfilacls‘;ﬁ;gvin
beobachtete partielle Sterilitit mit dem T-DNA- ’ S
Insertionsort in Verbindung, der im Falle dieser Linie

erst hinter der einzigen fiir RMI1 allgemein -

identifizierten Proteinfunktion liegt, ndmlich der DNA- ‘% % D @
Bindedomédne. In Antheren dieser Linie konnte eine %.

erniedrigte Rate lebensfihiger Pollen im Vergleich zum = el L
Wildtyp beobachtet werden, zudem war die

Samenproduktion um etwa die Hélfte reduziert. %

Durch die Analyse der Meiosestadien in der E a - ﬁ
Pollenentwicklung  mittels DAPI-Praparation und E m:gm :ts:l:i; ;Tder
Fluoreszenzmikroskopie konnte gezeigt werden, dass die

in rmil-1 vorliegende ca. 2 kb grofie Deletion im RMI1-

Gen zu einem Abbruch der Meiose in Telophase I fiihrt. Abbildung 38: Zusammenfassung  der

Dem geht eine starke Fragmentierung voraus, die vor
allem in Anaphase I deutlich wird. Dass dieser Phénotyp
tatsdchlich auf die RMI1-Mutation zuriickzufiihren ist,
konnte zweifach bestétigt werden: Erstens ldsst sich die
Sterilitdit durch Transfomation der heterozygoten
Pflanzen mit dem intakten RMI1-Gen und anschlielende
Selektion rmil-1-homozygoter, transformierter
Nachkommen beheben. Zweitens zeigen auch Pflanzen
der zweiten rmil-Linie, neben normal erscheinenden
die rmil-1

Meiosestadien, charakteristischen, fiir

Funktionen der untersuchten Gene

In der somatischen HR entsprechen die fiir
RECQ4A, RMIl und TOP3a erhaltenen
Daten den Erwartungen eines konservierten
RTR-Komplexes, der MUS81 parallel
geschaltet ist. RECQ4B hingegen besitzt eine
HR-férdernde, RECQ4A gegeniiber
antagonistische Funktion. TOP3a ist ebenfalls
essentiell fir die normale Replikation, wie
durch Behandlung mit dem TOPI1-Inhibitor
Camptothecin nachgewiesen wurde. In der
Meiose sind TOP3a. und RMI1 von
grundlegender Bedeutung, nicht aber ihr
somatischer Interaktions-partner RECQ4A.

gezeigten Defekte (Daten nicht gezeigt). Diese dhneln stark dem Phénotyp der top3a-2-Linie und

lassen somit darauf schlieen, dass beide Proteine eine gemeinsame, essentielle meiotische Funktion

besitzen.

Im Gegensatz zu RMI1 und TOP3«a wurde fiir Mutanten des RECQ4A-Gens kein Defekt in der

meiotischen Teilung detektiert. Die Samenmenge ist im Vergleich zum Wildtyp unveréndert, und in

DAPI-Préparationen der Meiosestadien wéhrend der Pollenentwicklung sind keine vermehrten

Defekte zu verzeichnen. Somit muss, trotz der gemeinsamen somatischen Funktionen der drei

Proteine, in der Meiose von A. thaliana die Zusammensetzung des Komplexes eine andere sein.
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Abbildung 38 stellt diese gemeinsamen meiotischen Funktionen von RMIlI und TOP3o den
somatischen Funktionen gegeniiber, die gemeinsam mit RECQ4A oder allein durch TOP3a
wahrgenommen werden. In dieser Ubersicht sind ebenfalls RECQ4B als antagonistischer Faktor und

MUSS8I1 als Komponente eines parallelen Weges der Auflosung von HR-Intermediaten beriicksichtigt.

Dass RECQ4A nicht oder nicht essentiell mit der meiotischen Funktion von TOP3a und RMI1 in
Verbindung steht, wirft die Frage auf, ob das Protein hier durch eine andere RecQ-Helikase ersetzt
wird. Sieben RecQ-Gene sind im Genom von A. thaliana kodiert, deren evolutiondre Etablierung
innerhalb eines Organismus die Spezialisierung der einzelnen Helikasen auf verschiedene Prozesse
vermuten ldsst. Dennoch weist keine unter den bisher untersuchen Mutanten dieser Gene, auch nicht
von dem im Zuge eines Duplikationsereignisses gemeinsam mit RECQ4A entstandenen RECQA4B,
detektierbare Fertilitatsdefekte auf.

Ob die gemeinsame meiotische Funktion von RMI1 und TOP3a iiberhaupt die Aktion einer RecQ-
Helikase erfordert, ist unklar. Falls ja, konnte dies dadurch zu erklaren sein, dass unter den RecQ-
Homologen von A. thaliana mehrere existieren, die sich gegenseitig in ihrer Funktion ersetzen konnen.
Interessant wird es diesbeziiglich in Zukunft sein, mit Hilfe spezieller Assaysysteme die meiotischen
Rekombinationsraten in den verschiedenen RecQ-Einzelmutanten zu untersuchen. Analog zu den in
recg4A und 4B beobachteten antagonistischen Phinotypen, und damit verschiedenen Funktionen der
Proteine in der somatischen HR, wéren auch fiir mehrere parallel an der meiotischen Rekombination
beteiligte RecQ-Proteine unterschiedliche Tendenzen beziiglich der Férderung von CO- oder NCO-
Produkten zu erwarten. Auch die Erzeugung von Doppel- und Dreifachmutanten koénnte iiber das
Ausschalten der verfligbaren meiotischen Rekombinationswege zu sterilen Pflanzen fiihren. Jedoch
zeigt sich bereits in der fertilen Linie recq4A/recq4B, dass diese beiden Gene, die im Fokus der

vorliegenden Arbeit standen, nicht oder nicht allein in solche Funktion involviert sind (Daten nicht

gezeigt).

Falls RMI1 und TOP3a tatsdchlich in einem mit ihrer somatischen Funktion vergleichbaren
Mechanismus an der meiotischen Rekombination teilnehmen, stellt sich weiterhin die Frage, ob dieser
Weg auch dort einem MUSS81-abhingigen parallel geschaltet ist.

In den verschiedenen daraufhin untersuchten Organismen variiert die Notwendigkeit eines
funktionellen MUS81-Endonuklease-Komplexes in der Meiose stark, so sind MUS81-Mutanten in der
Spalthefe vollstindig, hingegen in der Backerhefe nur partiell steril (Boddy et al., 2001). In Sdugern
wurden bisher keine Fertilititsdefekte durch Ausschalten dieses Gens detektiert (Dendouga et al.,
2005). In der Bickerhefe wird ein Grofteil der meiotischen CO-Produkte iiber den Interferenz-
abhéngigen MSH4/MSHS5-Weg erzeugt, wahrend MUS81 gemeinsam mit MMS4 an einem
Interferenz-unabhingigen Unterweg der meiotischen Rekombination beteiligt ist (de los Santos et al.,

2001 und 2003). Eine vergleichbare Situation konnte inzwischen fiir die Wege der meiotischen
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Rekombination in A. thaliana nachgewiesen werden; hier entstehen etwa 85 Prozent der meiotischen
Chiasmata iiber den MSH4/MSH5-Wege, wihrend die in der Mutante verbleibenden 15 Prozent
Interferenz-unabhingig sind (Higgins et al., 2004). Neben mitotischen Funktionen, wie sie in dieser
Arbeit gezeigt, publiziert und durch andere Studien bestitigt wurden, deutet eine erhdhte Expression
von MUSS81 in den Antheren von Arabidopsis auf eine konservierte meiotische Funktion hin
(Berchowitz et al., 2007). Auch eine Kolokalisation mit dem frithen HR-Protein RADS51 konnte
wiahrend der Meiose fiir MUS81 gezeigt werden, und die Zahl der Chiasmata ist in den
Einzelmutanten tatsdchlich reduziert (Higgins et al., 2008). Dennoch zeigen Mutanten von MUS81
keine detektierbare Einschrankung beziiglich ihrer Fertilitdt (Hartung et al., 2006), und durch die
Charakterisierung der Doppelmutante msh4/mus81 wurde erst kiirzlich der Beweis dafiir erbracht, dass
tatsdchlich ein dritter Weg der CO-Bildung in meiotischen Zellen von Arabidopsis existiert (Higgins
etal., 2008).

Uber welchen genauen Mechanismus diese Funktion von MUS81 jedoch abléuft ist weiterhin unklar.
So wurde fiir Hefe bereits vor einigen Jahren diskutiert (Ubersicht in Hollingsworth und Brill, 2004),
dass die Entscheidung zum CO oder NCO-Produkt bereits vor Ausbildung einer dHJ-Struktur fallt,
und, wie in 1.2.3 zusammengefasst, meiotische NCO-Produkte eher iiber einen SDSA-Weg entstehen
(Allers und Lichten, 2001). Obwohl das urspriingliche DSBR-Modell fiir MUS81 eine Funktion der
dHJ-Spaltung sowohl hin zum CO- als auch zum NCO-Produkt vorsieht, wiirden dem alternativen
Modell der frithen CO/NCO-Entscheidung entsprechend nur noch CO-Produkte mit Hilfe von MUS81
entstehen. Interessanterweise wurde fiir die MUS81-Endonuklease erst kiirzlich eine frithe meiotische
Funktion nachgewiesen. Demnach ist MUSS81, entweder zusitzlich oder alternativ zur Prozessierung
von Holliday-Strukturen, bereits am Entfernen von nicht-homologen 3’-Uberhingen wihrend der

Stranginvasion beteiligt (Oh et al., 2008).

Es ist ungeklart, ob wie in somatischen Zellen auch fiir die meiotische Rekombination ein fataler
Defekt zu erwarten ist, wenn die HR bereits induziert und in einen bestimmten Weg gelenkt wurde,
der eine RecQ-Helikase einschlieBt. Die Letalitit in der somatischen Entwicklung der
MUS81/RECQ4A-Doppelmutante erschwert die funktionelle Zuordnung der beiden Proteine. So wére
eine in Zukunft denkbare Strategie, in der lebensfahigen Dreifachmutante mus81-1/recq4A-1/rad51C
unter einem meiosespezifischen Promotor RAD51C zu exprimieren. So wére theoretisch ein rein
meiotischer Phénotyp der somatisch letalen Doppelmutation charakterisierbar.

Uber einen &hnlichen Ansatz wurde kiirzlich die entsprechende Doppelmutante der Hefe, mus81/sgs1,
mit Hilfe eines konditionellen Knockouts wéhrend der meiotischen Prophase untersucht; aus den
erhaltenen Daten wurde ein Modell entwickelt, nach dem MUS81 und SGS1 gemeinsam an der
Ausbildung korrekter, zwei Doppelstringe betreffender dHJs beteiligt sind. Hingegen verhindern sie
die Ausbildung von rekombinanten Strukturen, die drei oder vier Doppelstringe einschlieen und

haufiger mit deletioser Rekombination in Verbindung stehen (Oh et al., 2007 und 2008). Werden
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letztere dennoch gebildet, konnen sie normalerweise {iber den MSH4/MSHS5-Weg aufgelost werden,

steht hingegen keiner dieser beiden Wege zur Verfiigung, ist das entsprechend fatal (Oh et al., 2008).

Dieses Modell der frithen HR-Funktionen von MUS81 und SGS1 in der Meiose kann einerseits eine
Alternative zum klassischen Modell der Auflosung von dHJs darstellen, anderseits aber auch eine
Ergénzung. So wird auch weiterhin eine Funktion von MUS81 bei der Auflosung der dHJs, allerdings
eher zwischen Schwesterchromatiden als den homologen Chromosomen, wihrend der Meiose
diskutiert (Oh et al., 2008). So stellt es eine Moglichkeit dar, ohne der konservativen ,,Dissolution®-
Funktion von RecQ-Helikasen zu widersprechen, beobachtete Phénotypen auf eine andere Weise zu
erkldren. Die im Zuge dieser Arbeit erhaltenen Daten der Sterilitdt von rmil-1 und top3a-2 weisen
darauf hin, dass auch in der meiotischen Teilung von A. thaliana eine Art konservierter RTR-Komplex
existiert, der die Funktion einer bislang unbekannten Helikase einschlieBt. Die Tatsache, dass es im
Gegensatz zu anderen Mutanten der Meiose im Falle von top3a-2 und rmil-1 sogar zu einem Abbruch
der Meiose in Telophase I kommt, ldsst vermuten dass dieser Komplex in der friihen Prophase in eine
Art ,,Safeguarding“-Mechanismus involviert ist. Dabei 16st er anscheinend aberrante DNA-Strukturen
auf, die fiir die Chiasmata-Bildung nicht erforderlich sind und im Falle der Mutation von TOP3« oder
RMI1 in der spéten meiotischen Prophase zu schwerwiegenden Problemen fiihren.

Fir eine genaue mechanistische Einordnung dieser Funktionen in die aktuellen Modelle der

meiotischen Rekombination sind allerdings weitere biochemische und genetische Ansétze erforderlich.
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5 AUSBLICK

Durch die in dieser Arbeit erhalten Ergebnisse ergeben sich interessante neue Ziele in diesem
Forschungsbereich, da einige Fragen weiterhin ungeklért sind, und andere wiederum sich erst durch
die neu gewonnenen Informationen stellen.

So kann fiir das durch Duplikation entstandene Genpaar RECQ4A und 4B in Arabidopsis zwar gesagt
werden, dass sich antagonistische Funktionen beziiglich der HR entwickelt haben, nicht aber worin
diese auf molekularer Ebene begriindet sind. Eine Mdglichkeit, diese unterschiedlichen Funktionen zu
erkldren, besteht in der Komplementation der Mutanten mit Chimiren-Konstrukten. Indem jeweils
schwicher konservierte Bereiche beider Gene ausgetauscht werden, kann durch Beobachtung der
Phinotypen solcher transformierter Pflanzen schlieBlich eine Aussage iiber funktionelle Eigenschaften
dieser Regionen gemacht werden.

Zudem bietet der Befund, dass RECQ4B eine HR-fordernde Funktion besitzt, moglicherweise eine
interessante biotechnologische Perspektive in der Erhohung der Effizienz des Gene Targetings. Dieses
ist in Pflanzen meist aufgrund der allgemein niedrigen Rate homologer Rekombination verglichen mit
NHEJ bislang schwierig durchzufiihren. Falls sich durch Uberexpression von RECQ4B die HR-Rate
steigern lésst, konnte sich dadurch die gezielte genetische Verdnderung bestimmter genomischer
Bereiche erreichen lassen, was durch die bisher ungericht verlaufende, durch Agrobacterium
tumefaciens vermittelte Transformation nicht moglich ist.

Eine wichtige offene Frage ist, nachdem in dieser Arbeit eine genetische Interaktion von RECQA4A,
TOP3a und RMI1 nachgewiesen wurde, ob die Proteine direkt interagieren, wie es fiir die RTR-
Komplexe von Mensch und Hefe gezeigt wurde. Hierzu bietet sich beispielsweise an, die
Komplexpartner aus Pflanzengewebe nativ aufzureinigen und jeweils daran gebundene Faktoren zu
analysieren.

Auch die Frage nach einer oder mehreren meiotisch wirksamen RecQ-Helikasen in A. thaliana ist
noch ungekldrt. Neben fluoreszenzmikroskopischen Ansitzen wie der Antikdrpermarkierung von
entsprechenden RecQ-Proteinen in meiotischen Zellen bietet die Selektion von RecQ-
Mehrfachmutanten einen vielversprechenden Ausblick. So wird sich in Zukunft kléren lassen, ob
neben der essentiellen meiotischen Funktion von RMI1 und TOP3a sich eventuell mehrere RecQ-

Helikasen in der Beteiligung an einem meiotischen RTR-Komplex gegenseitig ersetzen kdnnen.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Die als Erhalter der genomischen Stabilitdt bezeichneten RecQ-Helikasen sind in den verschiedenen
Organismen hochkonserviert und spielen dabei eine Rolle bei der Unterdriickung aberranter HR an
durch DNA-Schidigung angehaltenen Replikationsgabeln. Unter den fiinf RecQ-Genen des Menschen
sind drei im Falle von Mutationen mit Erbkrankheiten assoziiert, denen eine drastisch erhohte Rate der
Entstehung verschiedener Formen von Krebs gemeinsam ist. Modelle zur Beschreibung der RecQ-
Funktionen wurden vor allem anhand der einzigen in der Béckerhefe vorhandenen RecQ-Helikase
SGS1, sowie dem BLM-Protein entwickelt, dessen Mutation beim Menschen fiir das sogenannte
Bloom-Syndrom verantwortlich ist.

Im Genom von A. thaliana existieren sieben RecQ-Gene, iiber deren Funktion bisher wenig bekannt
ist. RECQ4A und 4B sind unter ihnen von besonderem Interesse, weil sie beziiglich ihrer sich stark
dhnelnden Sequenz beide am chesten als Homologe von BLM und SGS1 der Bickerhefe anzusehen
sind. Zudem wurde fiir RECQ4A bereits vor einigen Jahren gezeigt, dass entsprechende Mutanten den
RecQ-typischen Phénotyp der Hyperrekombination und Sensitivitdt gegeniiber genotoxischen
Agenzien repriasentieren. Ziel dieser Arbeit war es deshalb, RECQ4A und 4B funktionell zu
analysieren und beziiglich einer konservierten Rolle in einem moglicherweise in A. thaliana
konservierten RTR-Komplex zu untersuchen. In diesem Zusammenhang sollte zudem MUSS81 als
Komponente eines potenziellen alternativen HR-Weges, sowie TOP3o und RMI1 als mogliche
Komplexpartner dieser RecQ-Helikasen charakterisiert werden. Dabei galt es auch, zwischen
meiotischer und somatischer HR zu unterscheiden.

Mit Hilfe von T-DNA-Insertionsmutanten konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass RECQ4B als
erste bisher beschriebene eukaryotische RecQ-Helikase HR-fordernde Funktionen besitzt und im
Gegensatz zu RECQ4A nicht an der Reparatur solcher Schiden beteiligt ist, wie sie ausgelost durch
Einwirkung von MMS und cis-Platin, unter anderem zu einer Blockierung der Replikation fiihren.
Hingegen ist RECQ4A tatséchlich in einen Weg der Auflosung von HR-Intermediaten involviert, der
erstens die Funktionen von TOP3a und RMI1 erfordert, und zweitens einer endonukleolytischen
Spaltung durch MUSS81 parallel geschaltet ist. Mutanten aller drei RTR-Komponenten weisen
Sensitivitdt gegeniiber dem gleichen Spektrum an DNA-Schadenstypen auf, und zeigen identische
HR-Phénotypen. Fiir den korrekten Ablauf der meiotischen HR von A. thaliana sind RMI1 und
TOP3a ebenfalls erforderlich und dabei wahrscheinlich am gleichen Schritt beteiligt, wéhrend
RECQA4A nicht oder nicht essentiell in diese Funktion involviert ist. Zudem besitzt TOP3a Funktionen
in der normalen Replikation, die sowohl von RMII1 als auch von RECQ4A unabhingig sind.
Dementsprechend ist die Existenz eines konservierten RTR-Komplexes in A. thaliana wahrscheinlich,
der in der somatischen HR RECQ4A einschliefit, wiahrend seine Komposition in der meiotischen HR

unbekannt ist. Die diesbeziigliche Charakterisierung der anderen RecQ-Homologe von A. thaliana, der
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direkte Nachweis der Interaktionen, sowie biochemische Studien zum Mechanismus der untersuchten

Funktionen stellen dementsprechend interessante Ausblicke dar.



ZUSAMMENFASSUNG / SUMMARY 87

7 SUMMARY

RecQ helicases are evolutionary conserved and play important roles in the maintanance of genomic
stability. Thereby they are involved in the suppression of abberant recombination at replication forks
that are stalled in response to DNA damage. Five RecQ genes are encoded in the human genome, and
mutations in three of them are associated with severe hereditary diseases. Besides specific symptomes
linked to these diseases, affected patients typically share dramatically enhanced cancer
predispositions. Models that describe common RecQ functions were mainly developed for SGS1, the
only RecQ homologue of the budding yeast, and for the human BLM protein which is connected to the
socalled Bloom’s syndrome.

Though seven RecQ genes have been identified in the genome of A. thaliana, little is known about
their distinct roles. Two of them, RECQ4A and 4B, show a notably high homology concerning their
DNA and amino acid sequences. They are of special interest, because both can be regarded as SGS1
and BLM homologues. Interestingly, for RECQ4A a mutant phenotype has been published a few years
ago, that reflects the RecQ-typical features of hyperrecombination and and sensitivity towards
genotoxic agents. Therfore one target of this study was the functional analysis of RECQ4A and 4B
with respect to a potential role in a conserved RTR complex that has previously been described for
yeast and humans. Additionally, MUS81 was characterized as a potential factor involved in an
alternative HR pathway, and also RMI1 and TOP3a as potential interaction partners. In doing so, it
was important to distinguish between somatic and meiotic HR.

Within this study a hyporecombination phenotype of two independend RECQ4B mutants could be
described, which is thereby the first reported case of a eukaryotic RecQ homologue being positively
involved in HR. Furthermore, RECQ4B is not involved in the repair of those DNA damage types that
are processed by the RECQ4A protein.

In contrast to RECQ4B, RECQ4A actually plays a role in a pathway of HR that is working in parallel
to an endonucleolytic cleavage of HR intermediates by MUSS81, and suppresses the formation of CO
products. As it could be shown by the same spectra of damage type sensitivities and identical HR
phenotypes of the mutants, this RECQ4A pathway also implies the functions of TOP3a and RMI1. In
meiosis however, only these two latter factors are essential, while RECQ4A has no or no essential
function in this step. For TOP3a an additional function in replication could be shown, that does not
imply both of the other factors.

In summary, these results strongly suggest the existence of a conserved somatic RTR complex that
consists of RECQ4A, TOP3a and RMI1, and suppresses aberrant recombination in somatic cells of A.
thaliana. In contrast, it can not be said whether for the meiotic function of TOP3a and RMI1 also a
helicase is needed, or if possibly two or more of the RecQ helicases can substitute for each other in

this step.
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ANHANG

Alle Werte sind ausgedriickt in Gewichtsprozent (Frischgewicht) der jeweils unbehandelten Kontrolle
der entsprechenden Pflanzenlinie. Angegeben sind die Mittelwerte und Standardabweichungen zu den

im Ergebnisteil prasentierten Versuchsreihen.

Mutagenbehandlung der recq4A- und 4B-Linien

MMS 60 ppm Stdw. 80 ppm Stdw. 100 ppm Stdw.
Col-0 63,1 7,7 39,5 9,1 30,9 7,9
recqdA-1 39,8 4,9 18,1 5,1 9,4 2,5
recqdA-2 41,9 8,2 18,1 5,2 8,8 2,7
recq4B-1 63,4 6,7 39,9 8,9 26,7 9,8
recq4B-2 61,4 5,0 41,3 9,8 25,7 9,0
recq4A-1/4B-2 42,8 12,3 19,6 10,4 9,9 4,0
Cis-Platin 5uM Stdw. 10 uM Stdw

Col-0 72,4 15,0 23,0 9,1

recq4A-1 15,0 3,6 9,7 2,8

recqdA-2 15,7 3,0 10,3 2,9

recq4B-1 71,1 17,1 29,2 12,1

recq4B-2 69,2 12,9 22,5 10,7

recq4A-1/4B-2 16,5 4,1 7,9 1,8

Mutagenbehandlung der mus81-Linien

Cis-Platin 5uM Stdw. 10 uM Stdw
Col-0 106,7 20,8 91,9 27,1
mus81-1 61,8 4,7 37,7 4,7
mus81-2 61,1 7,0 36,8 6,6

Mutagenbehandlung der top3 o~ und rmil-Mutanten im Vergleich zu Col-0 und recg4A-1

MMS 60 ppm Stdw. 80 ppm Stdw. 100 ppm Stdw.
Col-0 70,3 2,1 65,1 59 51,6 4,1
top3a-2 20,3 3,0 15,7 3,9 11,5 1,5
rmil-2 58,43 2,5 39,2 3.4 30,3 2,3
recq4A-1-1 54,4 4,0 37,4 1,5 25,8 3,1
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Cis-Platin 5uM Stdw. 10 uM Stdw
Col-0 93,6 58 73,5 14,9
top3a-2 28,3 5,7 24,4 4,1
rmil-2 47,8 8,0 25,7 3,7
recq4A-1 47,6 10,7 31,1 4,7
Camptothecin 150 nM Stdw. 300nM  Stdw.
Col-0 75,4 3,18 71,5 3,0
top3a-2 47,7 8,4 44,0 9,4
rmil-2 76,8 7,2 75,6 5,0
recq4A-1 74,7 3,1 68,5 4,1
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