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Einleitung

1 Einleitung

Die Desoxyribonukleinsdure (DNA) ist der Trager der Erbinformation und somit Grundlage des
Lebens. Sie speichert Informationen fur die Grundlagen einer Zelle und macht es moglich,
diese an Folgegenerationen weiterzugeben. Jedoch setzt die Funktionalitat eines Organismus
und die Weitergabe der genetischen Information an seine Nachkommen die Integritdt und
Stabilitat des Genoms voraus. Diverse DNA-schadigende Einfllisse, endogener oder exogener
Natur, kénnen zu Mutationen und Briichen in der DNA fiihren und somit die Genomstabilitat
gefahrden. Um diese zu gewahrleisten, existieren verschiedenste, konservierte DNA-
Reparaturwege. Der Mechanismus der homologe Rekombination (HR) spielt hierbei eine
wichtige Rolle in der Reparatur von DNA-Doppelstrangbriiche und replikationsassoziierten
Schaden. Eine weitere wichtige Funktion der HR bezieht sich auf die Reparatur meiotisch
auftretender DSBs. Im Gegensatz zu somatischen Zellen werden in meiotischen Zellen DSBs
kontrolliert induziert. Diese werden ausschlieBlich mittels HR repariert, um die korrekte
Segregation der homologen Chromosomen und die Neukombination genetischer Informationen
zu ermoglichen (Keeney, 2001; Puchta 2005). Die Mechanismen der HR beruhen auf der
Verwendung homologer Sequenzen im Genom, die als Matrize zur Reparatur beschadigter
DNA dienen. In somatischen Zellen dient die DNA-Rekombination der Reparatur von
beschadigtem Erbmaterial. Die genomische Stabilitdt wird durch das Beseitigen von DSBs
mittels Rekombinationsreparatur in somatischen Zellen erhalten. Wahrend der Reparatur von
DSBs Uber HR entstehen verschiedene Rekombinationsintermediate, wie zum Beispiel die
doppelte Holliday Junction (dHJ), die ein zentrales Element der HR darstellt. Um die
Segregation der homologen Chromosomen zu erméglichen, missen die Verknipfungen wieder
geldst werden, bevor die homologen Chromosomen wahrend der Anaphase | zu den Zellpolen

gezogen werden.

1.1 Die Entstehung von DNA-Schaden und deren Reparatur

Unabhangig von der Lebensweise ist das Genom eines jeden Organismus kontinuierlich
exogenen und endogenen DNA-schadigenden Einflissen ausgesetzt, wodurch die Zelle
genotoxisch beeintrachtigen werden kann. Pflanzen sind aufgrund ihrer sessilen Lebensweise
besonders betroffen, da sie dem durch exogene Faktoren verursachten Stress nicht
ausweichen koénnen. Des Weiteren besitzen Pflanzen im Gegensatz zu Saugetieren keine

.
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pradeterminierte Keimbahn. So entwickeln sich aus vegetativen Geweben, die bereits mehrere
Proliferationsschritte durchlaufen haben, generative Zellen. Daher k&nnen somatische
Veranderungen des genetischen Materials auf diesem Weg auch in die Keimbahn gelangen
und an die nachste Generation weitergegeben werden (Walbot, 1985; Ries et al., 2000).

Um die Integritat und die Stabilitat des Genoms einer jeden Zelle zu gewahrleisten, ist es daher
wichtig, die unterschiedlichen DNA-Schaden moglichst fehlerfrei zu reparieren. Hierflr
entwickelten sich im Laufe der Evolution eine Vielzahl von Reparaturmechanismen, um diverse
DNA-Lasionen zu beheben (de Laat et al.,1999).

Die Schadigung des Genoms kann durch biotische und abiotische exogene Faktoren erfolgen,
dazu werden beispielsweise UV-Strahlung, ionisierende Strahlung, aromatische Verbindungen
oder Schwermetalle gezahlt (Tuteja et al., 2009; Lieberman-Lazarovich und Levy, 2011).
Ebenso gehdren Genotoxine, die von Pilzen oder Bakterien zur Abwehr produziert werden, zu
den biotischen Umwelteinflissen (Friedberg et al., 2005). Endogene genotoxische Faktoren wie
reaktive Sauerstoffspezies (reactiv oxygen species, ROS,) entstehen im Laufe metabolischer
Prozesse jeder aeroben Zelle. Die oxidative Schadigung der Zelle durch ROS bezieht sich auch
Lipide, Proteine und die DNA. Zu den moglichen DNA-Schaden gehdren unter anderem
Modifikationen von DNA-Basen, Einzel- und Doppelstrangbriiche, der Verlust von Purinbasen
oder Schadigungen der Desoxyribose des DNA-RUckgrats.

Ebenso beeinflussen auch Fehler wahrend der Replikation den Erhalt der Genomintegritat.
Diese werden zwar durch die Korrekturlesefunktion und 3’-5’-Exonukleaseaktivitét replikativer
Polymerasen gering gehalten, trotzdem kommt es wahrend der S-Phase zum Einbau nicht
komplementéarer Basen (Kunkel und Bebenek, 2000; Khare und Eckert, 2002).

1.1.1 Direkte DNA-Reparatur

Die direkte DNA-Reparatur oder Schadensreversion (direct reversal, DR) und auch die
Photoreaktivierung sind einfache Mechanismen zur Beseitigung bestimmter chemischer
Basenmodifikationen und DNA-Lasionen, die jeweils durch ein einzelnes Enzym ausgeflihrt
werden.

Alkyltransferasen gehoren beispielsweise zu den Enzymen der DR. In einer Licht-unabhangigen
Reaktion kann die Alkylgruppe einer alkylierten Base auf einen Cystein-Rest des Enzyms selbst
Ubertragen werden. Methyliertes Guanin kann in geringem MaBe durch reaktive Metabolite
entstehen. Aufgrund der verdnderten Basenpaarungseigenschaften des O°-Methylguanin
entstehen wéahrend der Replikation Punktmutation, die im Anschluss Uber Mismatch-Reparatur
behoben werden kénnten (Ellison et al., 1989). Ein schneller und fehlerfreier Mechanismus in
Bakterien, Hefen und Saugern, ist dagegen die Ubertragung der Methylgruppe von der
O°-Position des methylierten Guanin auf ein internes Cystein der Methylguanin-
Methyltransferase (MGMT) (Britt, 1996; Lindahl und Wood, 1999; Tuteja et al., 2009).
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1.1.2 Photoreaktivierung

Neben der Alkylierung von Basen durch reaktive Metabolite sind Pflanzen ebenfalls der
oxidativen Schadigung durch die UV Strahlung des Sonnenlichts ausgesetzt. UV Strahlung
kann zur Bildung von freien Radikalen flhren, welche die Entstehung oxidativer DNA-
Basenmodifikationen fordern (Kielbassa et al., 1997). Ebenso ist es moglich die DNA durch
direkte Anregung mit UV-B oder UV-C Strahlung zu schadigen (Jansen et al., 1998). Die
haufigsten kovalenten Verknlpfungen der DNA, die durch UV Strahlung verursacht werden,
sind Cyclobutan-Pyrimidin-Dimere (CPD) und (6-4)-Photoprodukte ((6-4)-PP) (Lippke et al.,
1981; Sancar und Rupp, 1983; Mitchell et al., 1991). Die dadurch entstehende Verzerrung der
DNA-Doppelhelix verhindert unter anderem die Prozessierung der DNA durch DNA- oder RNA-
Polymerasen. Durch den Mechanismus der lichtabhangigen Photoreaktivierung mit Hilfe von
substratspezifischen Photolyasen (CPD-Photolyasen, (6-4)-Photolyasen), kénnen diese DNA-
Schéaden revertiert werden. Die bendtigte Energie (300 nm bis 600 nm) fiir diesen Vorgang wird
durch Chromophoren (5,10-Methylentetrahydrofolat oder 8-Hydroxy-5-Desazariboflavin)
absorbiert und die Anregungsenergie auf den reduziert vorliegenden Redox-Kofaktor FADH"
transferiert. Durch die Ubertragung eines Elektrons wird die kovalente Verbindung zwischen
den Basendimeren durch Umordnung der Elektronen aufgeldst. Aus FADH™ wird anschlieBend
durch die Rickibertragung eines Elektrons die aktive Form des Flavins FADH™ regeneriert
(Thompson und Sancar, 2002; Waterworth et al., 2002; Sancar 2003; Essen und Klar 2006;
Tuteja et al., 2009; Brettel und Byrdin 2010).

1.1.3 Nukleotidexzisionsreparatur

Die Photoreaktivierung ist zwar der bevorzugter Mechanismus zur Reparatur UV-induzierter
Schaden, aber in Abwesenheit von Licht oder in Organismen ohne entsprechende Photolyase
nicht mdglich. Durch die Nukleotidexzisionsreparatur (NER) kénnen DNA-Schaden, die eine
Verzerrung der DNA-Doppelhelix verursachen, ebenfalls eliminiert werden (Sancar und
Reardon, 2004; Reardon und Sancar 2005). Hierzu zahlen chemisch und strukturell
verschiedene DNA-Schaden wie Pyrimidindimere, aber auch groBere Addukte an den Basen
der DNA, welche die Replikation und Transkription behindern. Die Schaden, die mit Hilfe der
NER prozessiert werden, sind jeweils auf einen DNA-Strang begrenzt (Britt 2002; Gillet und
Scharer, 2006).

Die Gliederung der NER in zwei unterschiedliche Mechanismen erfolgt nach der Erkennung des
Schadens. DNA-Lasionen, die zur Blockade der Transkription filhren, werden durch die
transcription-coupled NER (TC-NER) behoben. Schaden, die in allen anderen Bereichen,
einschlieBlich der transkriptionell inaktiven Bereiche des Genoms liegen, werden durch die
global genome NER (GG-NER) repariert (Mu und Sancar, 1997; Friedberg et al., 2006;
Novarina et al., 2011; Lagerwerf et al., 2011). Die Prozessierung der DNA-L&sion verlauft in
beiden Mechanismen gleich: Im Anschluss an die Assemblierung des Pre-Incision-Komplex
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wird die DNA um die Schadenstelle durch eine Helikase entwunden. Der nicht geschadigte
DNA-Einzelstrang wird durch RPA ummantelt, um zu verhindern, dass auch dieser geschnitten
wird. Eine Endonuklease schneidet den beschadigten Strang beidseits der Schadenstelle und
I6st ein 24 nt bis 32 nt langes Oligonukleotid heraus. Die entstandene Liicke wird durch DNA-
Polymerasen und Ligasen des Post-Inicison-Komplex wieder aufgeflllt und geschlossen
(Tuteja et al., 2009; Staresincic et al., 2009; Giannattasio et al., 2010; Novarina et al., 2011).

1.1.4 Basenexzisionsreparatur

Im Gegensatz zur NER werden bei der Basenexzisionsreparatur (BER) DNA-Schaden beseitigt,
die auf chemische Modifikationen an Basen wie beispielsweise Alkylierung, Desaminierung
oder Hydrolyse zuriickzuflhren sind. Durch spezifische DNA-Glykosylasen wird die veranderte
Base erkannt und aus dem Nukleotid entfernt (Fromme et al., 2004). An der entstandenen
apurinen beziehungsweise apyrimidinen Stelle (AP-Stelle) wird durch eine AP-Endonuklease
ein Einzelstrangbruch im Phosphodiester-Ruckgrat im 5’-Bereich der AP-Stelle erzeugt (Liu et
al., 2007). Abhangig von der Anzahl der entfernten Nukleotide wird in short-patch BER und
long-patch BER unterschieden, wobei zwischen 1 nt und 13 nt entfernt werden kénnen (Baute
und Depicker, 2008). Wahrend der short-patch BER wird der entstandene Bruch mit einem
unbeschadigten Nukleotid aufgefillt. In der long-patch BER dagegen wird die entstandene
Licke Uber Reparaturpolymerasen (Pol | in Prokaryoten, Pol 8 in Eukaryoten) aufgeflillt und der
beschadigte Einzelstrang durch die Reparatursynthese verdrangt (Lu et al., 2001; Beard und
Wilson, 2006). Der Uberstehende Einzelstrangbereich wird durch eine Flap-Endonuklease
entfernt und das DNA Rickgrat durch eine DNA-Ligase geschlossen (Friedberg 2006;
Tomkinson et al., 2006; Fortini und Dogliotti, 2007).

1.1.5 Mismatch-Reparatur

Die Mismatch-Reparatur (MMR) ist postreplikativ aktiv und erkennt Fehlpaarungen von Basen
und Insertions- beziehungsweise Deletions-Loops (inserton-deletion-loop, IDL) in der DNA.
Diese koénnen wahrend der Replikation, vor allem in Bereichen repetitiver Sequenzen,
aber auch durch Homologe Rekombination entstehen (Modrich und Lahue, 1996;
Kunkel und Erie, 2005; Kunkel, 2004; lyer et al., 2006; Friedberg et al., 2006; Fukui, 2010).
Die Komponenten des MMR-System sind in allen Organismen hochkonserviert. Homologe zu
den initialen MMR-Faktoren MutS und MutL aus E. coli konnten ebenso in Hefe, in Sdugern
und in Pflanzen identifiziert werden (Harfe und Jinks-Robertson, 2000a, 2000b). Die Erkennung
der Fehlpaarung verlauft Uber die MutS-Homologe, woraufhin die MutL-Homologe an den
Mismatch binden. Die Aktivierung der Endonuklease MutH erfolgt anschlieBend durch MutL.
Durch die Endonuklease wird 3’ oder 5’ der Schadensstelle ein Einzelstrangbruch eingefiigt.
Die Prozessierung des fehlerhaften Einzelstrangs erfolgt mit Hilfe einer Exonuklease. Die
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entstandene Lucke wird Uber Reparatursynthese aufgeflllt und mittels Ligase geschlossen
(Kunkel und Erie, 2005; lyer et al., 2006; Fukui, 2010).

1.1.6 Reparatur replikationsassoziierter DNA-Schaden

DNA-L3&sionen in oder auf der DNA, wie modifizierte Basen und DNA-Addukte, die bis zum
Eintritt in die S-Phase des Zellzykluses nicht repariert wurden, stellen eine Blockade fur die
Replikationsmaschinerie dar. Diese kdnnten letale Folgen fir die Zelle haben, wenn dadurch
die Ausfihrung der Replikation verhindert wird. Zwar wird die Anzahl an Schaden durch die
zahlreichen Reparaturmechanismen der Zelle minimiert, es ist aber trotzdem nicht mdéglich, alle
Lasionen zu beheben, bevor das Replisom darauf trifft (McGlynn und Lloyd, 2002). Da die
replikativen DNA-Polymerasen nicht in der Lage sind, beschadigte DNA als Matrize zu nutzen,
fuhrt diese zum Arrest der Replikationsgabel. Wird die Replikation nicht fortgeflhrt, kann das
chromosomale Veranderungen zur Folge haben, die wiederum zu Fehlfunktionen oder zur
Apoptose fihren kdénnen (Budzowska und Kanaar, 2008). Es gibt zwei Mdoglichkeiten die
Replikation der DNA fortzufiihren: Zum einen ein der HR-verwandter Reparaturmechanismus,
der durch die direkte Reparatur des Schadens die weitere Ausfihrung der Replikation
ermdglicht. Zum anderen ermdglicht es der Schadenstoleranzweg, die DNA-Lasion zu
Ubergehen und die Replikation ohne Reparatur des DNA-Schadens fortzufiihren.

Der Schadenstoleranzweg unterteilt sich in die Translasionssynthese (TLS) und die
Postreplikative Reparatur (PRR) (Andersen et al., 2008; Unk et al., 2010). Wahrend der TLS wird
die replikative Polymerase durch eine schadenspezifische TLS-Polymerase ausgetauscht
(Lehmann, 2005; Andersen et al., 2008; Hicks et al., 2010; Ho und Schéarer 2010). In
Abhéngigkeit von der prozessierenden TLS-Polymerase kann es sowohl zur fehlerfreien
Behebung des Schadens kommen, als auch zum Einbau eines nicht-komplementaren
Nukleotids (Prakash et al., 2005).

Die PRR ermoglicht die Toleranz des Schadens, indem die Sequenzinformation des
unbeschadigten Elternstrangs fir die Synthese genutzt wird. Dazu wird die Synthese am
unbeschadigten parentalen Strang fortgefliihrt (overshoot synthesis), bevor es zur
Arretierung der Replikation kommt. Durch die Regression der Replikationsgabel ist
es moglich, dass der bereits synthetisierte Tochterstrang als Matrize fir die
Synthese des blockierten Tochterstrangs genutzt wird (femplate-switching) (Chen et al., 2008;
Mazloum und Holloman, 2009; Blastyak et al., 2007; Blastyak et al, 2010;
Bugreev et al., 2010). Es entsteht eine sogenannte ,,Chicken Foot“ Struktur, die topologisch
einer HJ sehr dhnlich ist. Die Aufldsung dieser Struktur kann Uber die erneute Umkehrung der
Replikationsgabel erfolgen, so dass die Fortflihrung der Replikation moglich ist. Die Chicken
Foot Struktur kann aber auch Ausgangspunkt fir die Reparatur des Schadens tber HR sein.
Die HR dient neben der TLS und der PRR als Mdglichkeit zur Reparatur eines DSBs, wenn
dieser wahrend der Replikation durch exogene Faktoren entsteht oder ein Einzelstrangbruch
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(ESB) durch den aktiven Replikationsprozess in einen replikationsassoziierten DSB
umgewandelt wird (Khanna und Jackson, 2001; Doe et al., 2002; Ciccia et al., 2003).

1.2 Doppelstrangbruchreparatur

Doppelstrangbrtiche in der DNA kénnen durch verschiedene endogene und exogene Faktoren
wie zum Beispiel ionisierende Strahlung, freie Radikale, wahrend der Replikation oder durch
mechanischen Stress entstehen und sind eine enorme Geféhrdung fir die Genomstabilitat
(Lieber, 2010). Im Gegensatz zum ESB ist beim DSB das Phosphatriickgrat zweier
komplementarer DNA-Strange der Doppelhelix gleichzeitig gebrochen. Die Herausforderung an
die Reparaturmaschinerie besteht darin, dass es nicht mdglich ist, die Sequenzinformation des
komplementéaren Strangs zur Reparatur zu nutzen. Eine fehlerhafte Reparatur des DSBs kann
zu Insertionen, Deletionen, Translokationen, Chromosomenfusionen und zum Verlust der
Heterozygotie flihren. Zur Beseitigung von DSBs gibt es verschiedene Reparaturmechanismen:
der Mechanismus des non-homologous end joining (NHEJ), welcher zwar einen effizienten
Mechanismus zur Behebung des Schadens darstellt, aber meist mit Veranderungen der
genomischen Sequenz im Bereich des DSBs einhergeht (vgl. Abschnitt 1.2.1). Dagegen ist der
Mechanismus der Homologe Rekombination, aufgrund der Verwendung homologer Sequenzen
als Matrize, eine wichtige Mdglichkeit zur fehlerfreien Reparatur eines DSBs (vgl. Abschnitt
1.2.3) (Puchta, 2005; Bleuyard et al., 2006):

1.2.1 Non-homologous end joining

In somatischen Pflanzenzellen, wie auch in anderen mehrzelligen Eukaryoten ist der Hauptweg
zur Reparatur von DSBs die nicht-homologe Endverkniipfung (non-homologous end joining,
NHEJ; vgl. Abbildung 1.1) (Salomon und Puchta 1998; Kirik et al., 2000). Das NHEJ stellt einen
schnellen und effizienten Reparaturmechanismus dar, welcher in allen Organismen konserviert
ist (Critchlow und Jackson 1998; Lieber et al., 2003; Hefferin und Tomkinson, 2005;
Burma et al., 2006; Shuman und Glickman, 2007). Die Genauigkeit dieses Reparaturwegs ist
gerade ausreichend fir glatte Brliche, die ohne weitere Prozessierung ligiert werden kdnnen
und keine Veraderungen in der Sequenz zur Folge haben (Gorbunova und Levy, 1997; Salomon
und Puchta, 1998; van Heemst et al., 2004). Je nach Beschaffenheit der zu ligierenden Enden
kann die Reparatur Uber NHEJ aber auch zu kleineren oder grdéBeren Deletionen und in
selteneren Féllen zu Insertionen flhren (Salomon und Puchta, 2005; Shrivastav et al., 2008).
Bei letzteren werden beliebige, nicht homologe Sequenzen in die Bruchstelle eingefligt (Smider
und Chu, 1997; Puchta, 1999). Durch die mdglichen Veranderungen in der genomischen
Sequenz, wird direkter Einfluss auf die Genomevolution genommen (Kirik et al., 2000; Puchta,
2005).
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Der Mechanismus des NHEJ in S&dugern wird durch die Erkennung der freien Enden des
DSBs und die Anlagerung des konservierten Heterodimers KU70/KU80 eingeleitet. Durch die
Bindung von KU70/KU80 wird die Degradation der DNA verhindert (Mimori und Hardin, 1986;
Lieber et al., 1997; Lieber, 2010) Der sogenannte KU-Komplex rekrutiert die DNA-abhangigen
Serin/Threonin-Proteinkinase (DNA-PKcs) als katalytische Untereinheit, die wiederum durch
Phosphorylierung weitere Proteine des NHEJ-Mechanismus an den DSB rekrutiert. Die
Exonuklease ARTEMIS prozessiert nicht direkt ligierbare Enden, indem sie ssDNA-Uberhange
entfernt oder Hairpin-Strukturen aufldst (Moshous et al., 2001; Ma et al., 2002). Das
XRCC4/DNA-Ligase IV-Heterodimer ligiert die beiden Enden, sobald die DNA-PKcs durch
Autophosphorylierung von der DNA dissoziiert ist (Grawunder et al., 1997; Gu et al., 2007).
Uber Sequenzhomologien konnten einige Homologe der am Mechanismus des NHEJ
beteiligten Proteine ebenfalls in Pflanzen und Hefe identifiziert werden. Die Funktion der in
Pflanzen nicht vorhandenen DNA-PKcs und der Exonuklease ARTEMIS wird wahrscheinlich
durch den MRN-Komplex (MRE11, RAD50, NBS1; beziehungsweise MRX-Komplex mit Xrs2 in
S. cerevisiae) ibernommen.

Ein KU70/KU80-unabhéngiger, alternativer NHEJ-Mechanismus ist das sogenannte
microhomology-mediated end joining (MMEJ; vgl. Abbildung 1.1) (McVey und Lee, 2008). Hier
hybridisieren die beiden Enden des DSB uber kurze homologe Bereiche (4 nt bis 6 nt). Die
dafur bendtigten freien 3’-Einzelstrangliberhiange werden durch Resektion der 5’-Enden des
DSBs generiert (Lee und Lee, 2007) und die Uberstehenden nicht homologen Bereiche
nukleolytisch abgebaut (Ma et al., 2003; Ahmad et al., 2008).

‘
L}
Non-homologous end joining Microhomology-mediated end joining

Abb. 1.1: Mechanismus der nicht-homologen Endverkniipfung und der Mikrohomologie-
abhangingen Endverkniipfung. Wahrend des Non-homologous end joining werden die DNA-Enden
prozessiert und anschlieBend Uber die XRCC4/DNA-Ligase IV ligiert. Beim Mircohomology-mediated end
joining werden durch Resektion der 5’-Enden freie 3’-Einzelstrangbereiche generiert, die Uber
Mikrohomologien (4 nt bis 6 nt) hybridisieren kénnen. Uberstehende, nicht-homologe Bereiche werden
nukleolytisch abgebaut.
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1.2.2 Single-strand-annealing

Befinden sich auf beiden Seiten des DSBs langere direkte Sequenzwiederholungen, kann der
Mechanismus des SSA genutzt werden (vgl. Abbildung 1.2) (Lin et al., 1984). Es kénnen aber
ebenfalls homologe Sequenzbereiche auf unterschiedlichen Chromosomen genutzt werden,
sofern zwei DSBs vorliegen. In diesem Fall wirde der SSA-Mechanismus zu einer reziproken
Translokation flhren (Pacher et al., 2007). Der Vorgang des SSA ahnelt dem Prinzip des MMEJ
sehr, allerdings unterscheiden sie sich wesentlich in den beteiligten Proteinen und der Lange
des bendtigten homologen Sequenzbereichs beidseitig des DSBs (vgl. Abbildung 1.1). Die
extensive 5’-3’ Resektion erfolgt in Hefe durch die Exonuklease 1 (ScExo1) oder mit Hilfe der
RecQ Helikase ScSgs1 in Zusammenarbeit mit der Endonuklease ScDna2 (Bae et al., 1998;
Mimitou und Symington, 2008; Zhu et al., 2008) . Im Anschluss an die Resektion wird der
entstandene 3’-Einzelstrangbereich mit dem Einzelstrangbinde-Protein RPA (replication protein
A) ummantelt und die Hybridisierung der homologen Sequenzbereiche durch RAD52
ermdglicht (Wu et al., 2006). Nachdem nicht-homologe Uberhinge entfernt und vorhandene
Licken Uber Reparatursynthese aufgeflillt wurden, kann das Zucker-Phosphat-Rickgrat der
DNA ligiert werden. Ahnlich dem NHEJ wird auch der SSA-Reparaturweg zu den nicht-
konservativen Reparaturmechanismen gezahlt, da sowohl die Bereiche zwischen den
wiederkehrende Sequenzen, als auch eine der beiden Sequenzwiederholungen immer verloren
gehen (Siebert und Puchta, 2002).

Single-strand annealing

Abb. 1.2: Mechanismus des single-strand annealing (SSA). Bei langeren homologen
Sequenzbereichen kann der DSB mit Hilfe des SSA-Mechanismus repariert werden. Die homologen
Sequenzbereiche kdnnen im Anschluss an eine extensive 5’-3’ Resektion hybridisieren. Nach dem
vorhandene nicht-homologe Uberhdnge nukleolytisch abgebaut wurden, erfolgt das Auffillen und
VerschlieBen der Liicken Uiber Reparatursynthese und Ligaseaktivitat.
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1.2.3 Somatische homologe Rekombination

Die Verwendung vorhandener Homologien im Genom spielt in der konservativen Reparatur von
DSBs Uber HR auch eine entscheidende Rolle. Da die Basenabfolge durch die Nutzung
homologer Sequenzinformationen erhalten werden, fiihrt die HR zu einer fehlerfreien Reparatur
des DSBs. Die homologen Sequenzbereiche die als Matrize genutzt werden, kénnen von
unterschiedlichen Positionen des Genoms stammen (vgl. Abbildung 1.3) (Inbar et al., 2000).
Vorzugsweise wird die homologe Sequenz des Schwesterchromatids verwendet, welches
wahrend der spaten S-Phase und der G2-Phase des Zellzyklus in unmittelbarer Néhe vorliegt
(Kadyk und Hartwell, 1992; Dronkert et al., 2000; Gonzalez-Barrera et al., 2003). Es ist ebenfalls
mdglich, DSBs Uber allelische Rekombination mit der Sequenz des homologen Chromosoms
zu reparieren (Gisler et al., 2002). Des Weiteren kdnnen intrachromosomal vorliegende
homologe Bereiche oder auch ektopische Sequenzen zur Reparatur herangezogen werden
(Shalev und Levy, 1997; Inbar und Kupiec, 1999; Puchta, 1999; Aylon und Kupiec, 2000;
Puchta et al., 2005).

% intrachromosomal
( Y o _ABC )
( s )
allelisch
( X ~ ABC )
ektopisch

Abb. 1.3: Intrachromosomale, allelische und ektopische Rekombination. Zur Reparatur des DSBs
kénnen Sequenzen verschiedener Positionen im Genom verwendet werden. Bevorzugt wird die
homologe Sequenz des Schwesterchromatids (nicht gezeigt) verwendet. Es ist aber auch moglich, den
DSB mit der allelischen Sequenz des homologen Chromosoms, mit intrachromosomalen homologen
Sequenzbereichen oder einer ektopischen Sequenz zu reparieren (Nach Puchta, 2005; verandert).

1.2.3.1 Initiation der homologen Rekombination

Die homologe Rekombination lasst sich in mehrere Reparaturmechanismen unterteilen, die
Initiation verlduft jedoch immer gleich. Zunachst werden langere Einzelstrangbereiche durch
Resektion der 5-Enden mit Hilfe des MRN-Komplexes und der Endonuklease AtCOMH1
beziehungsweise den homologen Proteinen des MRX-Komplexes und ScSae2 in S. cerevisiae
generiert (Uanschou et al., 2007; Mimitou und Symington, 2009).

Die weitere extensive Resektion Uber mehrere Kilobasen kann durch zwei parallele Wege
erfolgen: In Hefe beispielsweise kann die Prozessierung der DNA-Enden zum einen durch die
Exonuklease 1 (ScExo1) stattfinden, deren Aktivitat durch die Anwesenheit der RecQ-Helikase
ScSgs1 stimuliert wird (Eid et al., 2010). Zum anderen durch die Endonuklease ScDna2 in
Zusammenarbeit mit ScSgs1. Durch die Helikase wird das Entwinden der dsDNA beschleunigt
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und die Einzelstrangbereiche fir ScDna2 zugéanglich gemacht. Die Endonuklease schneidet am
Ubergang von einzelstrangiger zu doppelstrangiger DNA und setzt so gréBere ssDNA-Bereiche
frei (Bae et al., 1998; Zhu et al., 2008; Bernstein und Rothstein, 2009; Langerak und Russell,
2011). In vitro Studien belegen die stimulierende Wirkung des MRX-Komplexes in S. cerevisiae,
in dessen Anwesenheit die Resektionsgeschwindigkeit von ScSgs1/ScDna2 auf das zwei- bis
vierfache erhéht wird (Cejka et al., 2010). In Saugern konnte gezeigt werden, dass auch
HsBLM, das menschliche Homolog zu ScSgs1, an der extensive 5’-3’ Resektion beteiligt ist.
HsBLM stimuliert die Aktivitdt von HSEXO1 und ist essentiell fir die Resektionsreaktion mit
HsDNA2 (Gravel et al., 2008; Nimonkar et al.,, 2008; 2011). Der resultierende 3’-
Einzelstrangbereich wird zunachst mit dem heterotrimeren RPA ummantelt und so der Abbau
der ssDNA und die Ausbildung von Sekundarstrukturen verhindert. In einem weiteren Schritt
wird RPA durch die Rekombinase RAD51 ersetzt (Shinohara et al., 1992; Sung, 1994;
Symington, 2002). Die Verdrangung von RPA von der ssDNA wird durch das Protein BRCA2 (in
Pflanzen und Saugern) beziehungsweise Rad52 in S. cerevisiae geférdert und so die Beladung
der ssDNA durch ATP-gebundenes RAD51 in polymerisierter Form ermdglicht (Sung, 1997;
New et al., 1998). Das so entstandene helikal gewundene RAD51-ssDNA-Filament vermittelt
die Suche nach homologen Sequenzbereichen im Genom, ebenso wie die Invasion und
Paarung des Einzelstrangs mit dem homologen doppelstrdngigen Donormolekil. Durch die
Verdrangung des zweiten Strangs des Donormoleklils entsteht eine Heteroduplex-Struktur, der
sogenannte displacement loop (D-Loop). Der invadierte Einzelstrang kann nun am freien 3’-
Ende durch eine DNA-Polymerase verlangert werden, wobei der komplementare Donorstrang
als Matrize dient. Nach dem revised model (Allers und Lichten, 2001; Hunter und Kleckner,
2001) ist der D-Loop der Verzweigungspunkt fir vorerst zwei unterschiedliche Mdglichkeiten
der weiteren Prozessierung in der HR und stellt so ein wichtiges Rekombinationsintermediat
dar.

1.2.3.2 Synthesis-dependent strand-annealing

Eine Méglichkeit ist der Mechanismus des synthesis-dependent strand-annealing (SDSA). Nach
Nassif et al. (1994) wird der verlangerte invadierte DNA-Strang wieder aus dem D-Loop
herausgelost, und geht Basenpaarungen mit dem freien 3’-Einzelstrangiberhang des
gegentberliegenden DSB-Endes ein (vgl. Abbildung 1.4). Dies ist moglich, sobald eine
komplementare Sequenz im zweiten freien Ende des DSBs vorhanden ist. AnschlieBend
werden Einzelstrangliicken durch DNA-Synthese aufgefillt und das Ruickgrat der DNA ligiert.
Da die Sequenzinformation zum SchlieBen der Einzelstranglicken aus dem homologen
Partnermolekil stammt, flhrt dieser Mechanismus zur Genkonversion, dem nicht-reziproken
Austausch genetischer Information (Nicht-Crossover Produkt). Die Bildung von Crossover-

Produkten ist Uber diesen Mechanismus nicht mdglich.
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Abb. 1.4: Mechanismen der Reparatur von DSBs durch homologen Rekombination. Die Reparatur
eines DSBs kann (ber verschiedene Mechanismen erfolgen. Sowohl der nicht-konservative
Mechanismus des non-homologous end-joining (NHEJ), als auch der semikonservative single-strand
annealing Mechanismus (SSA) fihren zur Reparatur des Schadens, ohne Erhaltung der urspriinglichen
Sequenz. Die konservative homologe Rekombination (HR) ermdglicht die Reparatur des
DSBs ohne Sequenzverdnderungen. Zu Beginn der HR werden durch die initiale 5’ Resektion,
3’-Einzelstrangbereiche generiert. Die Stranginvasion eines dieser freien 3’-Enden in die homologe
Sequenz des Donormolekiils fuhrt zur Bildung des displacement loop (D-Loop). Ab hier untergliedert
sich die HR in den double strand break repair (DSBR) Mechanismus und das synthesis-dependent
strand-annealing (SDSA). Im SDSA-Weg @, wird der eingedrungene Strang nach der Verlangerung mit
Hilfe des Donorstrangs, aus dem D-Loop herausgelost und lagert sich komplementar an das zweite
Ende des DSBs an, sobald eine Homologie vorhanden ist. Nach dem SchlieBen der Licke, wird die
Reparatur mit Bildung eines NCO (Non-Crossover) abgeschlossen. Nach dem DSBR Modell wird der
D-Loop solange verléngert, bis der verdrangte Strang des Donormolekiils komplementar zum zweiten
freien Ende des DSBs ist und Basenpaarungen mit diesem eingehen kann (second end capture) @. Die
anschlieBende Reparatursynthese und Ligation flhrt zur Bildung einer doppelten Holliday junction (dHJ).
Nach dem klassischen DSBR-Mechanismus (Resolution) ® wird diese durch HJ-Resolvasen aufgeldst.
Abhéngig von der Orientierung der Schnittstellen entstehen CO-Produkte (1 und 2) oder NCO-Produkte
(1 und 3) Die Auflésung der dHJ Uber den Weg der Dissolution @, fihrt ausschlieBlich zu NCO-
Produkten. Dabei werden die beiden HJs mit Hilfe einer RecQ-Helikase aufeinander zugeschoben
(branch migration), die entstandene Hemikatenan-Struktur wird durch eine Typ IA Topoisomerase und
RMI1 aufgeldst.
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1.2.3.3 Double strand break repair

Bei der Reparatur eines DSBs nach dem klassischen Doppelstrangbruchreparaturmodell
(double strand break repair, DSBR) nach Szostak (Szostak et al., 1983) erfolgt die Erweiterung
des D-Loops, indem das 3’-Ende des eingedrungenen Stranges durch DNA-Synthese soweit
verlangert wird, bis der verdréangte Strang des Donormolekils komplementar zum zweiten
freien 3’-Ende des DSBs ist (vgl. Abbildung 1.4). Wahrend des sogenannte second end
capture, wird der verdrangte Donorstrang mit dem zweiten freien 3’-Einzelstrangliberhang
gebunden. Fir diesen Vorgang wird ebenfalls die Beteiligung von RAD51 diskutiert
(Sugiyama et al., 2006). Der verdrangte Strang des D-Loops dient anschlieBend als Matrize fur
die Reparatursynthese des zweiten DSB-Endes. Durch die Ligation der DNA-Strange entsteht
ein weiterer Kreuzungspunkt. Die entstandene Struktur wird als doppelte Holliday Junction
(dHJ) bezeichnet (Szostak et al., 1983) und stellt ein weiteres zentrales
Rekombinationsintermediat dar, dessen Auflésung sowohl Uber den Mechanismus der
Resolution des DSBR, als auch Uber den alternativen Dissolution Mechanismus mdglich ist.

Dem klassischen DSBR-Modell nach Szostak et al. (1983) zu folge, wird die dHJ durch
die enzymatische Aktivitdt spezifischer Endonukleasen (HJ-Resolvasen) an den
Verzweigungspunkten symmetrisch geschnitten und aufgeldst. Dieser Prozess wird als
Resolution bezeichnet und kann durch verschiedene HJ-Resolvasen bewerkstelligt werden
(Ubersicht in Schwartz und Heyer, 2011), wobei abhéngig von der bevorzugten Schnittachse
der Resolvasen sowohl Crossover (Cobb and Bjergbaek, 2006), als auch Non-Crossover
Produkte (NCO) entstehen kénnen. HJ-Resolvasen sind typischerweise strukturspezifische
Endonukleasen, die als Homodimer an die HJ binden. Werden zwei symmetrische Schnitte am
Verzweigungspunkt der HJ einflgt, wird die HJ in zwei Duplexe aufgeldst. Das DNA-Rickgrat
des jeweils unterbrochenen Stranges der beiden Duplexe, lasst sich direkt mit Hilfe von DNA-
Ligasen verkntpfen (Osman et al., 2009).

Der Endonukleasekomplex RuvABC und die Resolvase RusA

In E. coli wird die Prozessierung der dHJ durch die Proteine RuvA, RuvB und der
Endonuklease RuvC vermittelt. Die erste ruv-Mutante und der ruv Locus wurden erstmals in
einem genetischen Screen von Mutanten identifiziert, die hypersensitiv auf UV-Strahlung
reagierten (Otsuji et al., 1974). Das ruv-Operon kodiert flir drei Gene, deren Beteiligung am
selben Reparaturmechanismus vermutet wurde, da die Mutationen der einzelnen Gene zu
ahnlichen phanotypischen Merkmalen fuhrten.

Das strukturspezifische DNA-Bindeprotein RuvA bindet in Form von zwei Tetrameren beidseitig
an die HJ und rekrutiert RuvB an diese verzweigte DNA-Struktur. RuvB, das in Abwesenheit
von RuvA nur eine geringe DNA-Bindeaffinitat aufweist, lagert sich in Anwesenheit von RuvA
als zwei ringformige Hexamere an die HJ an. RuvB gehort zur Familie der AAA™ ATPasen
(ATPase Associated with various cellular Activities) und vermittelt als Motorprotein im
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RuvAB-HJ-Komplex die branch migration der HJ (lwasaki et al., 1989a, 1989b;
Tsaneva et al., 1993; Putnam et al., 2001). Es wurde gezeigt, dass RuvC in Abwesenheit von
RuvAB nicht zur Resolution von HJs in der Lage ist (Mandal et al., 1993; Sharples et al., 1994).
Daher wird angenommen, dass der RuvABC-Komplex es der sequenzspezifischen
Endonuklease RuvC erst ermdglicht, durch branch migration die DNA nach der bendtigten
Konsensussequenz (5’-*/7TT|%/c-3’) abzusuchen (Davies und West, 1998; van Gool et al.,
1999). Erst die Vervollstandigung des Komplexes durch ein RuvC-Dimer und die korrekte
Positionierung der beiden aktiven Zentren des RuvC-Dimers flihrt zur effizienten Auflésung der
HJ Uber zwei symmetrisch angeordnete Schnitte (Dunderdale et al., 1991; Shah et al., 1997;
Lilley und White, 2001; Osman et al., 2009).

Die Resolvase RusA bildet ahnlich zu RuvC ein Homodimer aus, das sowohl strukturspezifisch,
als auch sequenzspezifisch an verzweigte DNA-Substrate und Duplex-DNA bindet. Die
Konsensussequenz von RusA ist nicht vollstandig aufgeklart, allerdings werden Schnittstellen
5’ von CC-Dinukleotiden bevorzugt (Chan et al., 1997). Im Gegensatz zu RuvC interagiert die
RusA-Resolvase nicht direkt mit einem Motorprotein, welches das branch migration vermittelt.
RusA aus E. coli zeigt 95% Sequenzidentitat zu RusA aus dem Genom des Prophagen DLP12.
Die geringe Transkription von RusA kann durch die Integration der transposablen
Insertionssequenzen (IS) 1S2 beziehungsweise 1S10 upstream der codierenden Sequenz
angeregt werden. Diese Insertionen treten in ruv-defizienten Stdmmen spontan auf und
unterdriicken die Defekte in der Rekombination und auch die erhdhte UV-Sensitivitat
(Mahdi et al., 1996). Die vollstandige Aufhebung der ruv Defekte ist abhéngig von der Aktivitat
von RecG, welches wahrscheinlich benétigt wird um die HJ durch branch migration an eine
passende Schnittsequenz fir RusA zu verschieben (Mahdi et al., 1996; Sharples et al.,
1994; Sharples et al., 1999).

Der Endonukleasekomplex SLX1/SLX4

Die Identifikation des SIx1/SIx4 Komplexes in Hefe erfolgte durch einen genetischen Screen
nach Proteinen die fir die Lebensféhigkeit eines sgs7-defizienten S. cerevisiae Stamms
bendtigt wurden. In dieser Studie konnten insgesamt sechs SLX-Gene (synthetic lethal of
unknown function) lokalisiert werden, die zwar fir die Lebensfahigkeit in Abwesenheit von
Sgs1 oder Top3, aber nicht in Wildtyp-Zellen bendtigt wurden (Mullen et al., 2001). Diese sechs
SIx-Proteine bilden heterodimere Komplexe (SIx1-SIx4, SIx2-SIx3, SIx5-SIx8) die zum Teil
bereits bekannten Endonuklease Komplexen zugeordnet werden konnten. So entspricht der
Komplex aus SIx3/SIx2 dem Komplex Mus81/Mms4 in S. cerevisiae beziehungsweise
Mus81/Eme1 in S. pombe (Boddy et al.,2001; Mullen et al., 2001; Kaliraman et al., 2001).

Anhand von in silico Analysen konnte SIx1 bereits Uber die N-terminale UvrC-intron-type
Endonuklease Doméane (URI) der URI-YIG Endonuklease Familie zugeordnet werden. Zu
dieser Familie der Endonukleasen gehoért auch EcUvrC, das als Endonuklease an der NER
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beteiligt ist (Van Houten und Snowden, 1993; Dunin-Horkawicz et al., 2006). Die ebenfalls
nachgewiesenen C-terminale PHD-Zinkfinger Doméne scheint essentiell fir die
Nukleaseaktivitdt von ScSIx1 zu sein (Fricke und Brill, 2003). Im Gegensatz dazu konnten
in ScSIx4 keine offensichtlichen katalytischen Motive identifiziert werden. Ebenso war die
Suche nach dem mammalischen SLX4 Homlog anhand der Aminosauresequenz von ScSix4
erfolglos. In Pilzen konnte allerdings eine konservierte Region im C-Terminus identifiziert
werden, die mit einer SAP-Domane (after SAF-A/B, Acinus and PIAS) und einem HtH-Motiv
(Helix turn Helix) zwei mogliche DNA-Bindedoméanen enthalt, weshalb angenommen
wurde, dass SLX4 fir die direkte Interaktion mit dem DNA-Substrat verantwortlich ist
(Aravind et al.,2000a; Coulon et al., 2004). Erst 2009 konnten anhand des konservierten
C-Terminus SLX4 Homologe in Saugern identifiziert werden, darunter auch das menschliche
Homolog BTBD12 beziehungsweise SLX4. Durch Immunoprazipitations- und Two-Hybrid-
Studien konnte sowohl die Interaktion mit dem menschliche SLX1 Homolog, als auch mit
weiter Interaktionspartner von SLX4 gezeigt werden. Dazu gehdrten unter anderem die bereits
bekannten strukturspezifischen Endonukleasekomplexe XPF-ERCC1 und MUS81-EME1, deren
enzymatische Aktivitat wie auch die von SLX1 durch SLX4 stimuliert wird (Fekairi et al., 2009;
Mufioz et al., 2009; Svendsen et al., 2009). Fir CeSLX1 konnte in neusten Studien gezeigt
werden, dass es zwar nicht essentiell fir die Bildung von COs Uber die Auflésung von HJs ist
aber an der Regulation der CO-Verteilung beteiligt ist. Es wird angenommen, dass CeSLX1 die
Verteilung auf die terminalen Bereiche der Chromosomen verschiebt, indem es Reparatur der
DSBs Uber NCO erzeugende Mechanismen férdert (Saito et al., 2012). Fir den Komplex aus
CeSLX1 und CeHIM18 (SLX4 Homolog in C. elegans) konnte wie bereits flr SIx1/SIx4 aus
S. cerevisiae oder flir HsSLX1/SLX4 eine strukturspezifische Nukleaseaktivitdt gegeniber
verschiedenen verzweigten DNA-Strukturen nachgewiesen werden. Allerdings werden
HJ-Substrate von CeSLX1/HIM18 und ScSIx1/SIx4 in asymmetrischer Weise umgesetzt, so
dass die entstandenen Produkte nicht direkt ligierbar sind (Fricke und Brill, 20083;
Saito et al.,, 2012) . Im Gegensatz dazu prozessiert der SLX1/SLX4 Komplex aus dem
Menschen das HJ-Substrat durch symmetrisch angeordnete Schnitte zu Produkte die direkt
kompatibel fir die Ligation sind, wie es ebenfalls flr die HJ-Resolvasen EcRuvC und HsGEN1
bekannt ist (Dunderdale et al., 1991; Ip et al., 2008; Svendsen et al., 2009).

Der Endonukleasekomplex MUS81/EME1

Das Protein Mus81 (MMS and UV sensitive 81) wurde erstmals in einem Yeast-Two-Hybrid-
Screen anhand der Interaktion mit dem Rekombinationsreparaturprotein Rad54 in
S. cerevisiae und der Replikations-Checkpoint-Kinase Cds1 in S. pombe identifiziert werden
(Boddy et al., 2000; Interthal und Heyer, 2000). Die Endonuklease MUS81 gehért zur
XPF/MUS81-Proteinfamilie der Nukleasen und bildet zusammen mit seinem Interaktionspartner
EME1 (Mms4 in S. cerevisiae) einen funktionellen Endonukleasekomplex, welcher nur in
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heterodimerer Form enzymatisch aktiv ist. Der MUS81/EME1-Endonukleasekomplex ist im
Zellkern lokalisiert (Fu und Xiao, 2003; Higgins et al., 2008) und in den Nukleoli angehauft (Gao
et al., 2003). Es konnte gezeigt werden, dass dieser Komplex eine Vielzahl von verschiedenen,
haufig Gberkreuzten DNA-Strukturen asymmetrisch schneiden kann und eine wichtige Funktion
in der Reparatur von blockierten und Kkollabierten Replikationsgabeln, aber auch in der
Prozessierung von Rekombinationsintermediaten in Saugern, Hefe und auch Drosophila
Ubernimmt. Darum zeigen mus81 beziehungsweise eme1 Mutanten eine erhéhten Sensitivitat
gegeniber DNA-schadigenden Agenzien wie MMC, MMS und UV-Strahlung (Interthal und
Heyer, 2000; Boddy et al., 2001; Abraham et al., 2003; Odagiri et al., 2003; McPherson et al.,
2004; Hanada et al., 2006). Die MUS81 Endonuklease ist in Eukaryoten stark konserviert und
so auch deren Funktion in der somatischen Auflésung von Rekombinationsintermediaten wie
3’-Flaps, D-Loops und HJs mit Einzelstrangbruch. Intakte HJs sind aber nur ein schlecht
umgesetztes Substrat in S. pombe, S. cerevisiae und in Saugern. In der Meiose allerdings
weicht die Bedeutung von MUS81 zwischen den einzelnen Organismen voneinander ab.
Waéhrend der Verlust von Mus81 in S. pombe zu nicht iberlebensfahigen Sporen flihrt, sind
Mus81 Mutanten in S. cerevisiae und Mammalia in ihrer Fertilitdt nur eingeschrankt. Aber
im Gegensatz zu S. pombe existieren in S. cerevisiae und im Menschen weitere
Mechanismen zur Aufldésung von Rekombinationsintermediaten zu COs (MSH4/MSH5-
Komplex) und zur Prozessierung von dHJs durch HsSGEN1 (beziehungsweise Yen1 in
S. cerevisiae) (de los Santos et al., 2003; Osman et al., 2003; Whitby, 2005; Holloway et al.,
2008: Ip et al., 2008).

In A. thaliana wurde ein funktionelles MUS81-Homolog identifiziert, dessen Mutation wie auch
in Hefe zu einer erhdhten Sensitivitat gegenltber DNA-schadigenden Agenzien wie MMC, MMS
und Cisplatin fuhrt (Hartung et al., 2006). Des Weiteren sind AtMUS81 Mutanten fertil, haben
aber eine eingeschrankte Pollenvitalitdt und einen geringeren Prozentsatz an COs in der
Meiose (Berchowitz et al., 2007). Mutationen der Endonuklease AtMUS81 und der RECQ-
Helikase AtRECQ4A in A. thaliana oder deren Homologe in S. cerevisiae und S. pombe fihren
zu einer synthetischen Letalitdt, was darauf schlieBen Ilasst, dass diese Proteine an
parallelen Mechanismen zur Prozessierung von Rekombinationsintermediaten beteiligt sind
(Boddy et al., 2000; Mullen et al., 2001; Hartung et al., 2006). Fir den Komplexpartner EME1
konnten im Genom von A. thaliana zwei Homologe in unmittelbarer Nahe zueinander
identifiziert werden. Beide Proteine, AtEME1A und A{EME1B, zeigen eine Identitdt von
62,7% auf Proteinebene und werden ahnlich stark transkribiert, allerdings in geringerem MaBe
als AtMUS81 (Hartung et al., 2006; Geuting et al., 2009). Innerhalb der Sequenz von AtEME1A
wurde eine alternative SpleiBstelle gefunden, welche zu einem 3 Aminosauren langeren Protein
fuhrt. Fir AtEME1B konnten insgesamt 5 Positionen fUr alternatives SpleiBen identifiziert
werden, die jeweils in einem vorgezogenen Stoppcodon resultieren und somit nicht funktionelle
Transkripte erzeugen. Anhand biochemischer Analysen konnte beiden Komplexen
AtMUS81/EME1A und AtMUS81/EME1B die endonukleolytische Aktivitat zur Prozessierung
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von 3’-Flaps, genickten HJs und in geringerem MaBe auch die Prozessierung von intakten HJs
nachgewiesen werden. Im Schnittmuster fir HJs mit Einzelstrangbruch und 3’-Flaps
unterscheiden sich die Komplexe AtMUS81/EME1A und AtMUS81/EME1B nicht. In Bezug auf
intakte HJs werden von AtMUS81/EME1A symmetrische Schnittpositionen bevorzugt (Geuting
et al., 2009).

Die Resolvase GEN1

Die Suche nach der eukaryotischen HJ-Resolvase, die HJs analog zu EcRuvC prozessiert,
erwies sich als schwierig (Dunderdale et al., 1991; lwasaki et al., 1991). Denn auch wenn
HJ-Resolvasen aus unterschiedlichen Organismen bezlglich ihrer Funktion konserviert sind, so
zeigen sie auf Proteinebene nur eine geringe Sequenzidentitat (Aravind et al., 2000b). Bereits
1994 wurde eine HJ-Resolvase-Aktivitat in Extrakten aus mammalischen Zellen nachgewiesen.
Allerdings konnte das verantwortliche Protein aufgrund der geringen Menge auch in weiteren
Versuchen nicht identifiziert werden (Hyde et al., 1994; Constantinou et al., 2002). Im Jahre
2008 gelang es HsGEN1 anhand der HJ-Resolvase-Aktivitat in einem Extrakt aus 200 Litern
HelLa-Zellen zuzuordnen. Die selbe Gruppe konnte ebenfalls das Ortholog zu HsGEN1 in
S. cerevisiae (ScYen1) identifizieren (Ip et al., 2008). Sowohl fir ScYen1, als auch flir HsGEN1
konnte durch Ip et al. eine Prozessierung von HJs analog zum RuvC-Mechanismus
nachgewiesen werden. HsGEN1 bindet, wie auch EcRuvC, spezifisch in dimerisierter Form an
die HJ und fugt zwei symmetrische Schnitte an den kontinuierlichen Strangen der HJ ein.
Zusatzlich zur RuvC-ahnlichen Resolvase-Aktivitat ist HSGEN1 (XPG-like endonuclease) eine
monomerische 5’-Flap Endonuklease, weshalb die Zuordnung zur RAD2/XPG-Nuklease-
Familie erfolgte. Die RAD2/XPG-Nuklease Familie besteht aus monomerischen
5’-Flap Endonukleasen mit einem charakteristischen N-terminalen XPG-Nuklease Motiv, einem
inneren XPG-Nuklease-Motiv und einem Helix-Hairpin-Helix-Motiv. Bis zur ldentifizierung der
ssDNA-Endonuklease OsSEND-1 (Single-strand DNA Endonuclease ) gab es in Eukaryoten 3
Klassen von RAD2/XPG-Nukleasen. In verschiedenen Screens nach Endonukleasen der
RAD2/XPG-Familie konnten die Nukleasen OsSEND-1, OsGEN-L und DmGEN1 identifiziert
werden (Furukawa et al., 2003; Ishikawa et al., 2004; Moritoh et al., 2005). DmGEN1, HsGENT1,
OsSEND-1, OsGEN-L und ScYen1 zeigte zwar Ahnlichkeiten zu den Vertretern der Klasse 1
(XPG), Klasse 2 (FEN-1) und Klasse 3 (HEX1/EXO1), konnten aber aufgrund von
GroBenunterschieden und der Anordnung der beiden XPG-Nuklease-Motiven (-N und -I) keiner
dieser 3 Klassen eindeutig zugewiesen werden und bilden daher die neue Klasse 4 der
RAD2/XPG-Nukleasen (Furukawa et al., 2003; Ishikawa et al., 2004; Moritoh et al., 2005;
Ip et al., 2008)

Anhand der Sequenzidentitdt mit OsSEND-1 und OsGEN-L konnten ebenfalls putative
Homologe in A. thaliana (AtGEN1: At1g01880; AtSEND1: At3g48900) identifiziert werden. Die
bisherige Charakterisierung der Einzelmutanten von AtGEN1 und AfSEND1, bezlglich ihrer
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Rolle in der DNA-Reparatur von DNA-Schaden verursacht durch verschiedene Genotoxine
(Bleomycin, Cisplatin, Camptothecin, Hydroxyurea, Mitomycin C und Methylmethansulfonat)
ergab keine ndheren Erkenntnisse (Klimesch, 2012).

1.2.3.5 Dissolution

Die Auflésung der dHJ, als zentrales Intermediat der DSBR, Uber den alternativen Dissolution
Weg ist im Gegensatz zur Resolution unabhangig von Resolvasen. Dieser Mechanismus wurde
1988 von Thaler und Stahl (Thaler und Stahl, 1988) als alternatives Reparaturmodell zur
Prozessierung von dHJ ohne die endonukleolytische Aktivitat von Resolvasen postuliert.
Hierbei wird aus der dHJ ein Hemikatenan generiert, dessen Auflésung ausschlieBlich zu NCO-
Produkten fihrt (vgl. Abbildung 1.4). Die Bildung der Hemikatenan-Struktur erfolgt durch die
Aktivitdt einer RecQ-Helikase, welche die beiden Kreuzungspunkte der dHJ unter ATP-
Verbrauch aufeinander zu bewegt (branch migration). Die Uber jeweils einen Einzelstrang
zusammenhangenden DNA-Doppelstrange werden anschlieBend durch eine Typ IA
Topoisomerase voneinander getrennt, indem ein Strang geschnitten und der intakte Strang
durch diese Licke hindurchgefiuhrt wird (Wu und Hickson, 2003). Fir die zwei Phasen der
Dissolution wird neben der RecQ-Helikase und der Typ IA Topoisomerase noch das
Strukturprotein RMI1 bendtigt. Diese Proteine werden im sogenannten RTR-Komplex (RecQ-
Helikase / Topoisomerase / RMI1) zusammengefasst. Es konnte gezeigt werden, dass sowohl
die Funktion als auch die Komponenten des RTR-Komplexes evolutionadr stark konserviert sind
(siehe Abschnitt 1.3) (Chang et al., 2005; Mullen et al., 2005; Yin et al., 2005; Hartung et al.,
2007, 2008; Ubersicht in Mankouri und Hickson, 2007). In Pflanzen konnte zusatzlich zur
Funktion in der somatischen Rekombination noch eine wichtige Rolle des Dissolution
Mechanismus in der meiotischen Rekombination gezeigt werden (Chelysheva et al., 2008;
Hartung et al., 2008).

1.2.4 Rekombination in der Meiose

Die meiotische Rekombination ist zum einen essentiell flr die korrekte Segregation der
Chromosomen wahrend der Meiose und zum anderen wichtig flr die Erzeugung genetischer
Diversitdt. Die Meiose umfasst im Anschluss an die prameiotische Replikation zwei
aufeinanderfolgende Kernteilungen, an deren Ende aus einer diploiden Zelle vier haploide
Gameten entstanden sind (Ubersicht in Harrison et al., 2010). Der diploide Zustand wird
anschlieBend durch die Verschmelzung der parentalen Gameten zur Zygote wieder hergestellt.
Die Erzeugung genetischer Vielfalt wird durch homologe Rekombination wahrend der Bildung
der 4 haploiden Gameten und der zufélligen Vermischung parentaler Gameten ermdglicht
(Andersen und Sekelsky, 2010; Osman et al., 2011).
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Zu Beginn der Prophase |, dem Leptotan, bilden sich die Chromosomenachsen entlang
der Chromatiden aus, wodurch die Kondensation der Chromosomen eingeleitet wird
(Kleckner, 2006). Die Schwesterchromatiden werden wahrend der ersten meiotischen Teilung
Uber Kohéasine zusammengehalten (Nasmyth und Haering, 2005). Parallel zur Ausbildung der
Chromosomenachsen, wird die meiotische homologe Rekombination durch die Induktion von
DSBs initiiert (vgl. Abbildung 1.5). Die DSBs werden durch das evolutiondr konservierte Protein
SPO11 (sporulation protein 11) eingefigt, welches das Homolog zur archaebakteriellen
Untereinheit A der Typ Il Topoisomerase Top6 darstellt (Bergerat et al., 1997; Keeney et al.,
1997). Im Zygotan beginnt die Synapsis, durch die Bildung des Synaptonemalen Komplexes
(synaptonemal complex, SC) werden die homologen Chromosomen entlang ihrer
Chromosomenachsen gepaart (Page und Hawley, 2004). Parallel zur Synapsis erfolgt die
Homologiesuche durch die resektierten Enden des DSBs, um die Reparatur Uber die Sequenz
des homologen Chromosoms zu ermdglichen. Fur A. thaliana konnte gezeigt werden, dass fir
die vollstandigen Synapsis DMC1 fir die Paarung der homologen Zentromerregionen und
RAD51 sowie dessen Paraloge RAD51C und XRCCS3 fir die Paarung der Chromosomenarme
bendtigt werden (Da Ines et al., 2012). Bereits im anschlieBenden Pachytan sind sowohl die
Synapsis, als auch die Vorgange der HR abgeschlossen. Wahrend der letzten Stadien der
Prophase |, des Diplotans und der Diakinese wird der SC wieder abgebaut und die
Kondensation der homologen Chromosomen abgeschlossen. Die Synapsis der homologen
Chromosomen wird zwar wieder aufgehoben aber die Stellen an denen durch Rekombination
COs entstanden sind, bleiben tber Chiasmata verbunden.

Nun ordnen sich die gepaarten homologen Chromosomen (Bivalente) wahrend der
Metaphase | an der Aquatorialebene an, um wahrend der anschlieBenden Anaphase | zu den
entgegengesetzten Polen der Zelle gezogen zu werden. Mit der Telophase | ist die erste
Reifeteilung abgeschlossen. Zur Bildung der haploiden Gameten werden nun in der
darauffolgenden zweiten meiotischen Teilung die Schwesterchromatiden der Chromosomen
voneinander getrennt.

1.2.5 Proteine der meiotischen Rekombination in A. thaliana

Wie bereits erwahnt, wird die HR in der Meiose gewollt durch die Induktion von DSBs durch
SPO11 induziert. In A. thaliana konnten 3 SPO11-Homologe identifiziert werden: AtSPO11-1,
AtSPO11-2 und AtSPO11-3 (Hartung und Puchta, 2000, 2001). Wahrend AtSPO11-3 an der
somatischen Endoreduplikation beteiligt ist, sind AtSPO11-1 und AtSPO11-2 essentiell fir die
Induktion der meiotischen Rekombination und den Fortgang der Meiose. Sie arbeiten
wahrscheinlich in Form eines Heterodimers und sind bereits wahrend der G2-Phase mit
Chromatin assoziiert (Hartung et al., 2002, 2007; Sanchez-Moran et al., 2007). Nach der
Induktion des Bruches bleibt SPO11 am 5’-Ende kovalent gebunden und wird erst mit
der Resektion durch den MRN-Komplex und AfCOM1 entfernt (Bleuyard et al., 2004a,
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Puizina et al., 2004; Uanschou et al., 2007;Waterworth et al., 2007). Erste meiotische Defekte in
Atspo11-1 und Atspo11-2 werden wahrend des Pachytans sichtbar. Durch die fehlende
Synapsis der homologen Chromosomen lassen sich im Laufe des Diplotédns keine
Bivalente detektieren. Wahrend der beiden Reifeteilungen segregieren die Chromosomen
ungleichmaBig, was zur Bildung von Polyaden fihrt (Grelon et al., 2001; Staecy et al., 2006;
Hartung et al., 2007).

Prophase |
DSB Induktion
Leptotan !
\ Resektion durch MRN-Komplex
Stranginvasion / D-Loop
Zygotan { — X
w }
v ‘ '
Pachytan } — _:NCO
CO Klasse | bzw. CO Klasse Il
)
Diakinese =
—_—

Abb. 1.5: Schematische Darstellung der zellbiologisch aufeinanderfolgenden Stadien der
meiotischen Prophase | und der parallel verlaufenden molekularen Prozesse der homologen
Rekombination. Wa&hrend des Leptotédns beginnt die Kondensation der Chromosomen durch
Ausbildung der Chromosomenachsen. Die Verankerung an der Kernhtlle Uber die Telomere bleibt
bestehen. Die Ausbildung des synaptomalen Komplexes (SC) beginnt im Zygotan und wird im Pachytan
abgeschlossen. Die meiotische Rekombination wird durch Induktion von DSBs durch SPO11 im
Leptotan initiiert. Im Anschluss an die Resektion der DSB Enden durch den MRN-Komplex erfolgt die
Homologiesuche und Stranginvasion mit Hilfe von DMC1 und RAD51. Bis zur Diakinese ist der SC
bereits wieder abgebaut und die DSBs wurden Uber HR zu non-crossover (NCO) oder crossover-
Produkten prozessiert. In Bezug auf die COs wird zwischen der Klasse | (interferierend) und Klasse II
(nicht interferierend) unterschieden. In der Diakinese sind die homologen Chromosomen, an den durch
HR COs entstanden sind, noch sichtbar tiber Chiasmata verbunden (nach Mézard et al., 2007).
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Zusatzlich zu AtSPO11-1 und AtSPO11-2 konnte den Proteine AtPRD1, AtPRD2 und AtPRD3
(outative recombination initiation defect) eine frilhe meiotische Funktion in der Generierung von
DSBs zugeordnet werden. Die Mutation von AtPRD1, AtPRD2 oder AtPRDS3 flihrt zum Fehlen
der DMC1-Foci als Marker der frihen meiotischen Rekombination. Zudem zeigt Atprd1 einen
vergleichbaren meiotischen Phanotyp wie auch Atspo17-1 beziehungsweise Atspo?7-2 und
auch die Mutation von AfPRD1 unterdrickt wie Atspo717-1 und Atspo17-2 den meiotischen
Phéanotyp von Atrad51 (De Muyt et al., 2007, 2009).

In Hefe entfernt der MRX-Komplex entfernt durch asymmetrisch orientierte endonukleolytische
Schnitte das gebundene SPO11-Heterodimer gemeinsam mit einem kurzen Oligonukleotid
(Neale et al., 2005). In A. thaliana fihrt sowohl die Mutation der Nuklease AtMRE11, als auch
von AtRAD50 flhren zu schweren meiotischen Defekten. Meiocyten beider Mutanten zeigen
keine Bildung von Bivalenten und schwere Chromosomenfragmentierungen. (Bleuyard et al.,
2004 b; Puizina et al., 2004; Waterworth et al., 2007). Wie auch in der somatischen HR scheint
AtCOM1 ebenfalls in der Meiose eine wichtige Funktion in der initialen Resektion der DSB-
Enden mit dem MRN-Komplex einzunehmen, den auch Atcom1 zeigt einen mit Atmre11 und
Atrad50 vergleichbaren meiotischen Phanotyp (Uanschou et al., 2007). Die weitere
extensive Resektion der 5’-Enden erfolgt in Hefe mit Hilfe der Exonuklease 1 (Exo1)
(Zakharyevich et al., 2010). Fir das duplizierte Genpaar AtEXO1A und AtEXO1B konnte diese
Funktion bisher nicht nachgewiesen werden (Knoll, 2011; Kazada et al., 2012).

Die generierten 3’-Uberhidnge kénnen nun mit Hilfe der Rekombinasen RADS51 (radiation
sensitive 51)oder DMC1 (disrupted meiotic cDNA 1) in homologe Chromosomenbereiche
invadieren, wobei sich die beiden Rekombinasen wahrscheinlich in der Wahl des
Donormolektls unterscheiden.

Mutanten des sowohl somatisch als auch meiotisch aktiven AtRADS51 zeigen eine starke
Chromosomenfragmentierung, es wird angenommen das durch AtRAD51 eher homologe
Bereiche der Schwesterchromatiden zur Rekombination verwendet werden (Siaud et al., 2004).
AtDMC1 dagegen ist meiosespezifisch und bevorzugt wahrscheinlich das homologe
Chromosom als Donormolekil. In meiotischen Zellen der Atdmci Mutante ist die
Segregation der homologen Chromosomen aufgrund fehlender CO-Ereignisse gestort
(Couteau et al., 1999). Sowohl die Suche nach homologen dsDNA-Bereichen,
als auch das Eindringen des Nukleofilaments, wird in A. thaliana und S. cerevisiae durch die
Proteine MND1 und HOP2 geférdert (Tsubouchi und Roeder, 2002; Domenichini et al., 2006;
Kerzendorfer et al., 2006; Panoli et al., 2006; Chi et al., 2007; Pezza et al., 2007).

Neusten Untersuchungen zu folge, konnte gezeigt werden dass A{DMC1 und AtRAD51 jeweils
an den gegeniberliegenden Enden des DSBs lokalisiert sind und die Bildung des DMC1-
Nukleofilaments abhangig von ATR ist (Kurzbauer et al., 2012). Nach diesem Modell soll die
Stranginvasion durch AtDMC1 in das Schwesterchromatid durch aktiviertes ASY1 im Bereich
des DSB verhindert werden. Sollte die Homologiesuche durch AtDMC1 im homologen
Chromosom nicht erfolgreich sein, wird die Stranginvasion durch das RAD51-Nukleofilament in
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das Schwesterchromatid als letzte Moglichkeit zur Reparatur des DSBs vorgeschlagen
(Kurzbauer et al., 2012). Fir die meiotische HR in Hefe wird postuliert, dass Rad51 zwar direkt
die Rekombination in der Mitose katalysiert aber in der Meiose nur als Hilfsprotein zur
Nukleofilament-Bildung dient und nicht essentiell ist flir die Stranginvasion in die homologe
Sequenz durch DMC1 (Goldfarb und Lichten, 2010; Cloud et al., 2012).

In A. thaliana konnten finf RAD51-Paraloge (RAD51B, RAD51C, RAD51D, XRCC2, XRCC3)
identifiziert werden. In Vertebraten konnten diese RAD51-Paraloge zwei Komplexen
zugeordnet werden. Der CX3-Komplex besteht aus RAD51C und XRCCS3, der zweite
Komplex setzt sich zusammen aus RAD51B, RAD51C, RAD51D und XRCC2
(BCDX2-Komplex) (Thacker et al., 1999; Liu et al., 2002; Masson et al., 2001;
Yonetani et al., 2005; Osakabe et al., 2002/2005; Bleuyard et al., 2005; Durrant et al., 2007).
Von diesen sind die Komplexpartner RAD51C und XRCC3 des CX3-Komplexes durch einen
sterilen Phanotyp einer Funktion in der Meiose zuzuordnen (Osakabe et al., 2002; Bleuyard et
al., 2004 a; Bleuyard und White, 2004; Abe et al., 2005; Bleuyard et al, 2005;
Li et al., 2005; Osakabe et al., 2005; Vignard et al., 2007). In Meiocyten von Atrad57C und
Atxrcc3 sind bis Ende des Zygotadns der Prophase | keine Auffalligkeiten zu erkennen.
Allerdings scheint die Ausbildung der Synapsis bis ins spate Pachytan nicht zum Abschluss
gekommen zu sein, durch schwere Chromosomenfragmentierungen und auch fusionierte
Chromosomen ist es nicht moglich, lebensfahige Gameten zu bilden (Abe et al., 2005;
Li et al., 2005; Vignard et al., 2007). Die auftretende Chromosomenfragmentierung in Atrad51C
kann durch eine zusétzliche Mutation in AtSPO11-1 unterdriickt werden. Daher ist AtRAD51C
an der Prozessierung von DSBs beteiligt, die durch AtSPO11-1 zu Beginn des Leptotan
induziert werden. Beiden RAD51-Paralogen werden mehrere Funktionen in der meiotischen
Prophase | zugeordnet. Zum einen sollen RAD51C und XRCC3 eine wichtige Funktion in der
Homologiesuche Ubernehmen, indem sie es als Cofaktoren erleichtern RAD51 an die ssDNA
des 3’-Uberhangs zu bringen (Bishop et al., 1998; Tarsounas et al., 2004; Badie et al., 2009).
Zum anderen werden sowohl AtRAD51C, als auch AtXRCC3 fir die Paarung der
Chromosomenarme und somit zur vollstandigen Synapsis benétigt (Da Ines et al., 2012).

In A. thaliana entstehen wahrend der Meiose ungefédhr zehn COs, allerdings werden durch
AtSPO11-1/AtSPO11-2 etwa 150 DSBs induziert. Die Mehrzahl der Rekombinations-
intermediate, etwa %/5 , wird wahrscheinlich (iber den SDSA Mechanismus zu NCOs aufgeldst
und nur etwa zehn werden Uber die dHJ als Rekombinationsintermediat zu CO-Produkten, die
fir die korrekte Aufteilung der homologen Chromosomen bendtigt werden (Sanchez-Moran
et al.,, 2007). Um eine korrekte Aufteilung der Chromosomen zu gewahrleisten enthalt in
A. thaliana jedes der finf Chromosomen mindestens einen CO, insgesamt sind zwischen acht
und zehn COs pro Nukleus vorhanden (Higgins et al., 2004). Die Auswertung der Verteilung der

Crossover Uber die Chromosomen zeigte, dass diese nicht statistisch verteilt sind (Copenhaver
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et al., 2002). Die Position eines CO kann durch die Anwesenheit eines weiteren CO in
unmittelbarer Nahe beeinflusst werden (Interferenz-sensitive Crossover oder COs der Klasse |),
so dass die Entstehung weiterer COs in unmittelbarer Nahe unterbunden wird und die CO-
Homdostase erhalten bleibt (Hillers, 2004; Jones und Franklin, 2006). Die Positionen von COs
der Klasse Il, wird weder von Interferenz gelenkt, noch ist zwangsweise ein CO pro
Chromosom vorhanden. Die Entstehung von Interferenz-insensitiven Crossovern konnte in A.
thaliana durch das Ausschalten von Schllisselproteinen des Klasse I-Crossover-Mechanismus
bestatigt werden (Copenhaver et al., 2002; de los Santos et al., 2003; Higgins
et al., 2004). In A. thaliana ist die Entstehung von COs der Klasse | oder der Klasse Il abhangig
von den Heterodimeren MSH4/MSH5 und MUS81/EME1 (Ubersicht in  Osman
et al., 2011). Der Komplex aus MSH4/MSH5 stellt das eukaryotische Homolog zu den
bakteriellen Proteinen MutS und MutL dar (Ross-McDonald und Roeder, 1994). Dem
Heterodimer konnte eine wichtige Rolle in der CO-Bildung durch eine stabilisierende Funktion
in Bezug auf die zwei invadierten Strange nach dem second end capture nachgewiesen
werden (Nishant et al., 2010). Des Weiteren wurde die Entstehung von Interferenz-sensitiven
Crossover-Produkten mit der Bildung von MSH4-Foci assoziiert (de los Santos et al., 2003;
Higgins et al., 2008). Dagegen ist das Heterodimer MUS81/EME1 an der Bildung von Klasse |l
COs beteiligt (de los Santos et al., 2003). In A. thaliana wurden anhand der MSH4-Foci etwa 50
Rekombinationsintermediate identifiziert, die zu COs der Klasse | aufgeldst werden konnten. Es
entstehen aber nur ungefahr zehn Crossover. Daher beschreiben die MSH4-Foci den Zustand
nach der Entscheidung zur DSBR aber vor der Entscheidung zur Resolution oder Dissolution.
So ist nach der Ausbildung der dHJ noch eine spéate Entscheidung zur Bildung von NCOs Uber

den Dissolution-Mechanismus mit Hilfe des RTR-Komplexes méglich.

1.3 Der RTR-Komplex

Der RTR-Komplex ist in Eukaryoten stark konserviert und setzt sich aus einer RecQ-Helikase
(ScSgs1/HsBLM), einer Typ IA Topoisomerase (ScTop3/Hs TOP3a) und dem Strukturprotein
RMI1 zusammen (vgl. Abschnitt 1.3.1 und Abschnitt 1.3.2) (Chang et al., 2005; Mullen et al.,
2005; Yin et al., 2005; Ubersicht in Mankouri und Hickson, 2007). Die Beteiligung von RMI2 als
neuen, vierten Komplexpartner, wurde bisher nur fur den menschlichen RTR-Komplex gezeigt
(vgl. Abschnitt 1.3.3) (Singh et al., 2008; Xu et al., 2008). Mit Hilfe von Sequenzanalysen
konnten putative RMI2-Homologe fir weitere tierische und pflanzliche Organismen bestimmt
werden, aber nicht in Hefe (Xu et al., 2008). In A. thaliana besteht der RTR-Komplex aus der
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RecQ-Helikase AtRECQA4A, der Topoisomerase AfTOP3a und AtRMI1 (Hartung et al., 2007,
2008). Die Interaktion des Komplexes mit AtRMI2 konnte noch nicht gezeigt werden.

Die dHJ, als zentrales Intermediat der DSBR, wird Uber die zwei Phasen der Dissolution-
Reaktion aufgeldst: Zuerst wird ein Hemikatenan durch die Aktivitdt der Helikase (branch
migration) gebildet, welches im nachsten Schritt durch die Typ IA Topoisomerase zu einem
NCO-Produkt aufgelést wird. RMI1 hat hierbei keine katalytische Funktion, es wird zur
Stabilisierung des Komplexes und zur Stimulation der Dissolution benétigt (Wu et al., 2006;
Raynard et al., 2006; Cejka et al., 2010). Urspriinglich wurde angenommen, RMI1 wirde die
Dissolution-Reaktion stimulieren, indem es den gesamten Komplex an die DNA bringt. Das ist
aber eher unwahrscheinlich, da die Prozessierung der dHJ durch RecQ-Helikase auch ohne die
Anwesenheit von RMI1 méglich ist (Cejka et al., 2010).

Im Hinblick auf die Funktion des RTR-Komplexes bei der Auflésung von
Rekombinationsintermediaten lber den Dissolution-Mechanismus, spielt der Komplex eine
wichtige Rolle in der Unterdriickung von CO-Produkten, da die Auflésung der dHJ Uber den
Dissolution Weg ausschlieBlich zu NCO-Produkten fihrt (Wu und Hickson, 2003;
Wu et al., 2005; Raynard et al., 2006; Chen und Brill, 2007). Neben klassischen DSBs kdénnen
beispielsweise auch replikationsassoziierte DNA-Schaden prozessiert werden.

Die Beteiligung des RTR-Komplexes an der Reparatur meiotischer Rekombinations-
intermediate wird durch die Phanotypen einiger RTR-Mutanten in unterschiedlichen
Organismen bestatigt. Sowohl der Ausfall der Topoisomerase als auch der Ausfall von
RMI1/Rmi1 fuhren in S. cerevisiae und in A. thaliana zu einer eingeschrankten Fertilitat
beziehungsweise zur vollstdndigen Sterilitdt, aufgrund eines Rekombinations-abhangigen
Meiosearrests (Watt et al., 1995; Gangloff et al., 1999; Miyajima et al., 2000; Chang et al.,2005;
Chelysheva et al., 2008; Hartung et al., 2008). Der sterile Phanotyp belegt die essentielle
Funktion des RTR-Komplexes in A. thaliana. Untersuchungen an Pollenmutterzellen von
A. thaliana zeigen Chromosomenfragmentierungen und Chromatinbriicken zwischen den
homologen Chromosomen der Anaphase |. Stadien der Meiose Il konnten nicht gefunden
werden, was auf einen Abbruch der Meiose zum Ende der ersten Reifeteilung, aufgrund
der nicht prozessierten Hemikatenan-Strukturen hinweist (Chelysheva et al., 2008;
Hartung et al., 2008). Wird zusatzlich zu ScTop3 auch ScSgs7 mutiert, kann der meiotische
Sctop3-Phanotyp partiell aufgehoben werden (Gangloff et al., 1994, 1999). Wird zusatzlich zu
Attop3a noch AtRECQ4A mutiert, wird zwar der letale Phanotyp der Attop3a Mutante
aufgehoben, nicht aber die Sterilitat. (Hartung et al., 2007). Das lasst annehmen, dass
AtRECQ4A, als funktionelles Homolog zu HsBLM und ScSgs1 in somatischen Zellen, keine
oder nur eine redundante Funktion in der meiotischen Auflésung von Rekombinations-
intermediaten durch den RTR-Komplex Ubernimmt. Wobei eine meiotische Funktion
unabhangig des RTR-Komplexes nicht ausgeschlossen ist, da flr Atrecq4A-Mutanten
ebenfalls eine reduzierte Fertilitat festgestellt wurde. Bei der Untersuchung von Meiosestadien
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aus Pollenmutterzellen wurden Chromatinbriicken zwischen den Telomeren nicht homologer

Chromsomen festgestellt (Higgins et al., 2011).

1.3.1 Topoisomerase und Helikase des RTR-Komplexes

Die ersten Komplexpartner des RTR-Komplexes wurden bereits 1994 in S. cerevisiae
identifiziert. Der Phanotyp der top3 Mutante umfasste ein verlangsamtes Wachstum, eine
erhdhte Frequenz an homologer Rekombination zwischen repetitiven Sequenzen, eine
beeintrachtigte Segregation der Chromosomen sowie eine ausbleibende Sporulation. Durch
eine zusatzliche Mutation der einzigen RecQ-Helikase in S. cerevisiae, ScSgs1 (slow growth
suppressor 1), konnten sowohl der Wachstumsdefekt als auch die erhohte Genominstabilitat
der Typ IA Topoisomerase Mutante unterdriickt werden. Daraus schloss man, dass ScSGS1
epistatisch zu ScTOPS3 ist. Da auch der meiotische Phanotyp partiell durch Scsgs? aufgehoben
wird, wurde eine Interaktion der beiden Proteine in der Meiose angenommen. Man postulierte,
dass das von ScSgs1 gebildete toxische DNA-Intermediat durch ScTop3 prozessiert wird und
somit auch der Fortgang der Meiose ermdglicht wird. Sctop3 Zellen treten zwar in die Meiose
ein, ebenso werden auch die ersten Schritte der Rekombination prozessiert, aber dann bricht
die Meiose mit der ersten Reifeteilung ab (Gangloff et al., 1994, 1999). In Hefe und auch in
A. thaliana konnte gezeigt werden, dass durch die Deletion von AtSPO11/ScSpo11, welches
die meiotische Rekombination induziert, der Meiosearrest aufgehoben werden kann
(Gangloff et al., 1999; Hartung et al.,2008).

Sowohl die direkte Interaktion von ScTop3 und ScSgsi1 Uber den N-Terminus von ScSgs1
(Bennett et al., 2000; Fricke et al., 2001; Ui et al., 2001; Onodera et al., 2002), als auch die
direkte Proteininteraktion der menschlichen Homologe in vivo und in vitro, konnte
nachgewiesen werden (Johnson et al., 2000; Wu et al., 2000). Im Unterschied zu ScSgs1
enthalt HsBLM je eine TOP3a Interaktionsdomane im N- und C-Terminus (Wu et al., 2000;
Hu et al., 2001). Uber die Expression verschiedener Deletionskonstrukte fanden Hu et al. (2001)
heraus, dass die N-terminale Interaktionsdomane wichtig flr die korrekte Lokalisierung von
HsTOP3a und die Unterdriickung von Schwesterchromatidaustauschen (sister chromatid
exchange, SCEs) ist.

1.3.2 RMI1 des RTR-Komplexes

Der dritte Komplexpartner RMI1 (RecQ-mediated genome instability 1) wurde erstmals 2003 als
Bestandteil verschiedener HsBLM-Komplexe beschrieben. Die Bezeichnung erfolgte anfangs
noch nach der RecQ-Helikase im Menschen als Bloom associated protein of 75 kD (BLAP75)
(Meetei et al., 2003). Sowohl die Funktion zur Komplexstabilisierung und Forderung der
Dissolution Uber eine direkte Proteininteraktion ist fir RMI1 als Bestandteil des
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RTR-Komplexes in Eukaryoten stark konserviert (Yin et al., 2005; Chang et al., 2005;
Mullen et al., 2005; Raynard et al., 2006; Bussen et al., 2007; Chen und Brill, 2007). Daher ist
es nicht verwunderlich, dass der Ausfall von RMI1, ebenso wie die Mutation der anderen
beschriebenen Komplexpartner, unter anderem zu einer erhdhten Rekombinationsrate im
Vergleich zum Wildtyp fihrt (Yin et al., 2005; Chang et al., 2005: Hartung et al., 2008).

Anhand von in silico Analysen konnten fir RMI1 drei konservierte Doméanen flr verschiedene
Organismen aus Vertebraten und Pflanzen bestimmt werden. Am N-Terminus von RMI1 liegt
eine sogenannte DUF1767-Doméane (domain of unknown function), darauf folgt die
Oligonukleotid- und Oligosaccharid bindende OB-fold Doméne 1 und am C-Terminus die
OB-fold Doméne 2. Nur Hefe besitzt ein verkirztes RMI1-Homolog ohne die C-terminale
OB-fold Domaéne 2 (Xu et al., 2008). Es wird angenommen dass die DUF1767-Domane eine
korrekte Proteinfaltung vermittelt. Uber die genaue Funktion dieser Domane ist noch nicht viel
bekannt, allerdings sind DUF Doméanen meistens N-terminal zu einer OB-fold Doméne zu
finden, wie es auch fir RMI1 der Fall ist. Sequenzvergleiche ergaben eine Ahnlichkeit der
DUF1767 aus HsRMI1 zur RuvA Domane lll aus Mycobacterium tuberculosis. Diese Doméane
ist fur die Interaktion zu MtRuvB verantwortlich, welches die HJ branch migration vermittelt
(Nishino et al., 1998; Prabu et al., 2006; Ashton et al., 2011). Die Interaktion zwischen HsRMIA,
der RecQ-Helikase und der Typ IA Topoisomerase wird Uber die OB-fold Doméane 1 vermittelt,
welche essentiell flr die dHJ-Dissolution Reaktion ist (Yin et al., 2005; Raynard et al., 2008;
Wang et al., 2010). Diese OB-fold Domine zeigt Ahnlichkeit zur wedge Doméine der
bakteriellen Helikase RecG. Es wird angenommen das die wedge Domane fiir die Bindung und
Entwindung verzweigter DNA-Strukturen verantwortlich ist (Briggs et al., 2005). Fir die C-
terminale OB-fold Doméane 2 wird eine Interaktion mit RMI2 im Menschen beschrieben. Wie
bereits erwahnt, besitzt das verkirzte RMI1 Homolog aus S. cerevisiae keine C-terminale OB-
fold Domaéane 2, allerdings konnte auch kein RMI2 Homolog identifiziert werden, welches die
OB-fold Domane 2 als Interaktionsdomane bendtigen wirde. (Xu et al., 2008)

1.3.3 RMI2 des RTR-Komplexes

Erst 2008 konnte HsRMI2 (RecQ-mediated genome instability 2 bzw. BLAP18,
bloom associated protein of 18 kD) in zwei unabhangigen Studien als vierter und wesentlicher
Bestandteil des RTR-Komplexes im Menschen identifiziert werden (Singh et al., 2008;
Xu et al., 2008). Im Gegensatz zu RMI1 ist RMI2 zwar in Vertebraten und Pflanzen vorhanden,
nicht aber in Hefe. HsRMI2 ist deutlich kleiner als HsRMI1 und besteht fast ausschlieBlich aus
einer Oligosaccharid- bzw. Oligonukleotid-Bindedoméne (OB-fold Doméne 3), welche die
Interaktion mit der OB-fold Domane 2 von HsRMI1 ermdglicht. Durch Sequenzvergleiche
konnte die OB-fold Doméne 2 von HsRMI1 und die OB-fold Doméne 3 den OB-fold Doménen
von RPA2 (D) und RPA1 (C) (Replication protein A) zugeordnet werden. Die OB-fold Doméane D
ist weniger an der ssDNA-Bindeaktivitat von RPA beteiligt, aber entscheidend fiir die Protein-
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Protein-Interaktion Die Ahnlichkeit der OB-fold Doménen des RMI-Subkomplex und der RPA-
Untereinheiten lassen darauf schlieBen, dass die Interaktion und auch die Funktion der OB-fold
Domanen in RMI denen von RPA entsprechen (Fanning et al., 2006; Xu et al., 2008). HsRMIA1
und HsRMI2 bilden zusammen den RMI-Subkomplex, der fir die Stabilisierung des RTR-
Komplex benétigt wird, eine ssDNA-Bindeaktivitdt konnte flr diesen Komplex nicht
nachgewiesen werden (Xu et al., 2008). Wie bereits fir RMI1 gezeigt werden konnte, fihrt auch
der Verlust von HsRMI2 zur Destabilisierung des Komplexes, zu einer erhdhten
MMS-Sensitivitdt und zu einer erhéhten Rate von SCEs. Die stimulierende Funktion von
HsRMI1 auf die dHJ-Dissolution Aktivitat ist ebenfalls abhangig von HsRMI2 (Xu et al., 2008;
Hoadley et al., 2010).

Auch in A. thaliana existiert ein RMI2-Homolog, das mit dem strukturellen Aufbau von HsRMI2
vergleichbar ist und ebenfalls die konservierten Proteinbereiche enthalt, fir die in HsRMI2 eine
wichtige Funktion in der Interaktion mit HsRMI1 gezeigt werden konnte (Hoadley et al., 2010;
Wang et al., 2010; Schrépfer, 2012). Die Mutation von Atrmi2 fihrt dhnlich der Mutationen von
Atreq4A, Atrmi1 und Attop3a zu einer leicht erhdhten Frequenz spontaner
Rekombinationsereignisse. Die weitere Charakterisierung der Atrmi2-Mutante ergab jedoch
keine erhdhte Sensitivitat gegentiber MMS und Cisplatin und auch keine meiotischen Defekte,
wie sie fur Atrmi1 nachgewiesen wurden (Hartung et al., 2007, 2008; Schropfer, 2012).

1.4 Ziele dieser Arbeit

Durch bisherige Untersuchungen der Mutanten Atrmi7-1 und Atrmi1-2 konnte die Beteiligung
von AtRMI1 an der Unterdriickung der somatischen homologen Rekombination festgestellt
werden. Des Weiteren wurde gezeigt, dass AtRMI1 essentiell flr die meiotische Rekombination
ist. Abhangig von der jeweiligen Mutante fuhrt die Mutation von RMI1 zur eingeschrankten
Fertilitat (Atrmi7-2) oder zur Sterilitat (Atrmi7-1) der Pflanzen. Dies beruht auf schwerwiegenden
Chromosomenfragmentierungen in der Anaphase | aufgrund nicht aufgeldster Rekombinations-
intermediate und resultiert im Abbruch der Meiose zum Ende der Telophase |I.

In dieser Arbeit sollten verschiedene RMI71-Konstrukte zur Expression von AtRMI1
beziehungsweise modifizierter RMI71-Deletionsvarianten unter der Kontrolle des natirlichen
Promotors und Terminators erstellt werden. Durch die stabile Transformation des RMI1-
Konstruktes mit der vollstandigen cDNA-Sequenz von AtRMI1 sollte der hyperrekombinative
und hypersensitive Phanotyp sowie der meiotische Defekt der Atrmi1 Mutanten
komplementiert werden. Dadurch sollte gezeigt werden, dass die genannten phanotypischen
Eigenschaften der rmi1 Mutanten allein auf die Mutation im Genlocus AtRMI1 zurlickzuflhren
sind und dass durch die Expression des rekombinant RMI7-Konstrukts ein Protein entsteht,
welches die Funktionen von AfRMI1 Ubernehmen kann. Mit den verschiedene RMI1-
Deletionskonstrukten, in denen jeweils eine der drei konservierten Domé&nen oder beide
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N-terminalen Doméanen entfernt wurden, sollten ebenfalls stabil transformierte Mutantenlinien
etabliert werden. Diese Linien sollten auf die Funktionalitdt der RMI71-Deletionsvarianten in
Bezug auf die Komplementierung der beiden rmi7 Mutanten getestet werden, um die Relevanz
der einzelnen Doméanen bezuglich der Funktion von RMI1 einordnen zu kénnen.

Ein weiteres Ziel war die Aufhebung des sterilen Atrmi7-1 Phanotyps durch die Expression
verschiedener Resolvasen beziehungsweise Endonukleasen. Hierzu sollten Konstrukte zur
Expression von AtGEN1, AtMUS81/AtEMETA, ScSLX1/ScSLX4, EcRuvABC und EcRusA unter
der Kontrolle von zwei unterschiedlichen meiotisch exprimierenden Promotoren erstellt und in
die Mutante Atrmi1-1 transformiert werden. Die rekombinanten Proteine und Proteinkomplexe
sollte die bevorzugte Aufldsung von Rekombinationsintermediaten Uber den Resolution
Mechanismus bewirken, um dadurch die Anzahl der meiotischen COs zu erh6éhen und die
Entstehung von toxischen Rekombinationsintermediaten in der Atrmi71-1 Mutante zu umgehen.
Zur weiteren Charakterisierung der rmi1 Mutanten und zur genaueren Einordnung der Funktion
von AtRMI1 in der DNA-Reparatur, sollte die Kreuzung von Atrmi7-2 mit der Mutante von
AtMUSS81 erfolgen, welches durch die Beteiligung an der Resolution ebenfalls eine wichtige
Rolle in der homologen Rekombinationsreparatur spielt.

27



Material und Methoden

2.1

211

21.2

Material und Methoden

Gerate

Binokulare und Mikroskope

Binokular Stemi DV4 (Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Goéttingen)

Binokular SZB 300 (VWR International GmbH, Darmstadt)

Fluoreszenzmikroskop Axio Imager.M1 (Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Géttingen)
mit AxioCam MR, Filtersatz 49 DAPI shift free, EC-Plan-NEOFLUAR (20x/0,5), Plan-
APOCHROMAT (63x/1,4 Qil), Plan-APOCHROMAT (100x/1,4 QOil)

Elektroporation

Elektroporationskiivette, 2 mm Elektroden-Abstand (PEQLAB Biotechnologie GmbH,
Erlangen)
Capacitance Extender Plus (Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen)

GenePulser Il mit Puls Controller Plus (Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen)

Heizblocke, Schiittler, Inkubatoren

Anzuchtschrank CU-36L4 (Percival Scientific, Inc., Perry, USA)

Inkubationsschittler Certomat®IS (B. Braun Biotech International, Sartorius AG,
Gottingen)

Inkubationsschittler 3032 (GFL GmbH, Burgwedel)

Thermoblock TDB-120 (lab4you GmbH, Berlin)

Thermoblock Thermomixer compact (Eppendorf AG, Hamburg)

Trockenschrank Modell UE 500 (Memmert GmbH + Co. KG, Schwabach)

Sicherheitswerkbinke und Reinraumbanke

captair ® Biocap™ RNA/DNA (Erlab D.F.S S.A.S, Kéln)
et130V Sicherheitswerkbank (Ehret GmbH und Co. KG, Emmendingen)
NU-480 Sicherheitswerkbank (INTEGRA Biosciences GmbH, Fernwald)
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2.1.6

2.1.7

Reinraumbank Typ HF und KVF (BDK Luft- und Reinraumtechnik GmbH, Sonnenbuhl-
Genkingen)

Thermocycler und Zubehor fiir PCR

FlexCycler (Analytic Jena AG, Jena)

LightCycler ® 480 (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim)

Mastercycler ® gradient (Eppendorf AG, Hamburg)

MyCycler™ Thermal Cycler (Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen)

Tpersonal Thermocycler (Biometra GmbH, Géttingen)

Gel iX Imager (Geldokumentationssystem (Intas Science Imaging Instruments GmbH,
Gottingen; P91 Photoprinter (Mitsubishi, Irvine, USA)

Zentrifugen

MiniSpin ®, Winkelrotor fir 12 x 1,5/2,0 ml, Winkelstellung 45°, Rotorradius 6,0 cm
(Eppendorf AG, Hamburg)

neolLab-Zentrifuge mit Vortex-Funktion, Winkelrotor fir 12 x 1,5/2,0 ml, Winkelstellung
45°, Rotorradius 6,0 cm (neoLab Migge Laborbedarf-Vertriebs GmbH, Heidelberg)

Z 233 M-2, Winkelrotor 24 x 1,5/2,0 ml, Winkelstellung 45°, Rotorradius 8,5 cm (Hermle
Labortechnik GmbH, Wehingen)

Z 233 MK-2, Winkelrotor 24 x 1,5/2,0 ml, Winkelstellung 45°, Rotorradius 8,5 cm
(Hermle Labortechnik GmbH, Wehingen)

Z 383 K, Winkelrotor 6 x 80 ml, Winkelstellung 38°, Rotorradius 11,5 cm (Hermle
Labortechnik GmbH, Wehingen)

Z 383 K, Ausschwingrotor, 20 x 50 ml, Rotorradius 18,6 cm (Hermle Labortechnik
GmbH, Wehingen)

Sonstiges

Feinwaage AB104-S (Mettler-Toledo GmbH, Giessen)

Digitale Analysenwaage KERN 440-47 (Kern & Sohn GmbH, Balingen-Frommern)
Digitale Analysenwage CS-200 (OHAUS, Nanikon, Schweiz)

Qubit ® Fluorometer (Invitrogen, Life Technologies GmbH, Darmstadt)
Wasseraufbereitungsanlage TKA-LAB HP (Thermo Elektron LED GmbH, Niederelbert)
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2.2

Chemikalien

Alle Standardchemikalien wurden Uber die Firmen AppliChem GmbH (Darmstadt), Sigma-
Aldrich Chemie GmbH (Taufkirchen), Carl Roth GmbH (Karlsruhe), Fluka AG (Buchs), Serva
Electrophoresis GmbH (Heidelberg), DUCHEFA Biochemie B.V. (Haarlem, Niederlande) oder
Merck Gruppe KGaA (Darmstadt) in der Regel in p.a. Qualitdt bezogen und werden nicht weiter

aufgeflhrt.

2.3

2.3.1

Agarose SeaKem ® LE Agarose (Lonza Group Ldt., Basel, Schweiz)

Beef-Extrakt (GERBU Biotechnik GmbH, Wieblingen)

dNTP Mix (jeweils 10 mM) (Fermentas Life Sciences GmbH, St. Leon-Rot)
Ethidiumbromid (Carl Roth GmbH, Karlsruhe)

GeneRuler™ 1kb DNA-Leiter (Fermentas Life Sciences GmbH, St. Leon-Rot)
Hefe-Extrakt (DUCHEFA Biochemie B.V., Haarlem, Niederlande)

Murashige & Skoog Fertigmedium mit Vitaminen und MES-Puffer (DUCHEFA
Biochemie B.V., Haarlem, Niederlande)

Pepton (DUCHEFA Biochemie B.V., Haarlem, Niederlande)

Plant Agar (DUCHEFA Biochemie B.V., Haarlem, Niederlande)

LightCycler ® 480 SYBR Green | Master (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim)

Silwet ®L-77 (Gemisch aus Heptamethyltrisiloxan [84%] und Allyloxypolyethylenglykol-
methylether [16 %]; (Lehle Seeds, Round Rock, Texas, USA)

Trypton (DUCHEFA Biochemie B.V., Haarlem, Niederlande)

Vectashield Mounting Medium mit DAPI (4’,6-Diamidin-2-phenylindol, Vector Labs,
Peterborough, UK)

X-GilcA ((5- Brom — 4 — chlor — 3 — indolyl — 8 - D-glucuronid) cyclohexyl-Ammoniumsalz,
DUCHEFA Biochemie B.V., Harlem, Niederlande)

Medien, Puffer und Lésungen

Agarose-Gelelektrophorese

Ladepuffer (6x) 0,2% (w/v) Orange G
0,05% (w/v) Xylencyanol
10% (v/v) Glycerin
60 mM EDTA

SB-Puffer (20x) 8 g/ NaOH
47 g/l Borsaure
pH 8,0
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2.3.2

2.3.3

SB-Gele

TAE-Puffer (50x)

TAE-Gele

Einfache DNA-Isolierungen

Shorty-Extraktionspuffer

TE-Puffer

Histochemische Farbung

Natriumphosphat-Puffer
(100 mM)

X-GlIcA-Farbeldsung

0,9% (w/v) Agarose in 400 ml 1x SB-Puffer
15 pl 1 % Ethidiumbromid

242 g/ Tris

57,1 ml/I Eisessig
100 ml/1 0,5 M EDTA
pH 8,0

0,9% (w/v) Agarose in 400 ml 1x TAE-Puffer
15 ul 1% Ethidiumbromid

0,2 M Tris/HCI (pH 9,0)
0,4 M LiCl

25 mM EDTA

1% (w/v) SDS

10 mM Tris/HCI
1 mM EDTA
pH 8,0

17,8 g/l Na,HPO, x 2 H,0O
pH 7,0 mit H,PO,

1,0 ml 5% (w/v) Natriumazid (gel6dst in ddH,O)
2,5 ml 1% (w/v) X-GIcA (geldst in Dimethylformamid)
mit 100 mM Natriumphosphat-Puffer auf 50 ml aufgefiillt

2.3.4 Medien zur Anzucht fiir Pflanzen und Bakterien

Alle Medien wurden mit ddH.O angesetzt. Nach dem Einstellen des pH-Werts wurde fir die

Herstellung von Festmedien die angegebene Menge an Plant-Agar zugegeben und das

Medium autoklaviert. Hitzeempfindliche Medienzusétze wie Antibiotika wurden steril filtriert und

erst nach Abkulhlen des Mediums auf circa 50 °C zugegeben.
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2.3.5

GM-Medium (Germination Medium; flr Arabidopsis thaliana)

4,9 g/l Murashige & Skoog Fertigmedium
10 g/l Saccharose

pH 5,7 mit KOH

7,6 g/l Plant-Agar fur Festmedien

LB-Medium (Lysogeny Broth Medium; flr Escherichia coli)

10 g/l Pepton

5 g/l Hefe-Extrakt

10 g/l NaCl

pH 7,0 mit NaOH

17,5 g/l Plant-Agar flir Festmedien

YEB-Medium (Yeast Extract Broth Medium; fir Agrobacterium tumefaciens)

Meiocytenpraparation

Fixierlésung

Citratpuffer (0,01 M)

Verdau-Stammldsung

5 g/l Beef Extrakt

1 g/l Hefe-Extrakt

5 g/l Pepton

5 g/l Saccharose

493 mg/l MgSO, x 7 H.O

17 g/l Plant-Agar flr Festmedien

25 ml 100 % Essigsaure
75 ml 99,5 % Ethanol

4,45 ml 0,1 M Natriumcitrat
5,55 ml 0,1 M Zitronenséaure
mit ddH,O auf 100 ml aufflllen
pH 4,5

1% (w/v) Cellulase (C1794)
1% (w/v) Pectolyase (P5936)
gelést in 0,01 M Citratpuffer
bei -20 °C gelagert
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2.3.6 Transformation von Arabidopsis thaliana

e Infiltrationsmedium 2 g Murashige & Skoog Fertigmedium
40 g Saccharose
3,4 pl 0,1% Benzylaminopurin (BAP)
mit ddH,O auf 800 ml aufflillen
pH 5,7 mit KOH
800 pl Acetosyringon (100 mg/ml in Dimethylsulfoxid)
300 pl Silwet®L-77

2.4 Medienzusatze und Genotoxine

2.4.1 Medienzusaitze

Verwendete Medienzusitze wie Antibiotika, Herbizide oder Hormone wurden in ddH,O
beziehungsweise Dimethylsulfoxid (DMSO) geldst und anschlieBend steril filtriert (PVDF-Filter
mit 0,22 pm PorengrdBe). In Tabelle 2.1 sind die Konzentrationen der Stammldésungen und der

verwendeten Konzentrationen fir die verschiedenen Organismen aufgefuhrt.

Tabelle 2.1: Medienzusétze. Angegeben sind die verwendeten Endkonzentrationen fir die jeweiligen
Organismen und die Konzentrationen der Stammldsungen (geldst in H,O @ oder in DMSO (2)).

Zusatz Stammlésung E. coli A. tumefaciens A. thaliana
Benzylaminopurin (BAP) 1 mg/ml 0 5 mg/I
Acetosyringon 100 mg/mi @ 100 mg/I

Cefotaxim 250 mg/ml 0 500 mg/I
Gentamycin 100 mg/mi 0 20 mg/I 20 mg/I

Spectinomycin 100 mg/ml 0 100 mg/I 100 mg/I

Rifampicin 100 mg/ml @ 100 mg/I 100 mg/I
DL-Phosphinothricin (PPT) 20 mg/ml 6 mg/l

2.4.2 Genotoxinldsungen

Die verwendeten Genotoxine wurden in ddH,O geldst und steril filtriert (PVDF-Filter mit
0,22 pym PorengréBe). In Tabelle 2.2 sind die Konzentrationen der Stocklésungen und der
verwendeten Konzentrationen flr Sensitivitdtstests als auch flir Rekombinationstests mit
A. thaliana angegeben.
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Tabelle 2.2: Genotoxine. Angegeben sind die verwendeten Genotoxine und Konzentration der
Stammldsung.

Genotoxin Stammlésung
cis-Diamin-dichlorid-platin (1) (Cisplatin) 1 mM
Methylmethansulfonat (MMS) 100%

2.5 Enzyme

2.5.1 Polymerasen

2.5.2

DreamTagq™ DNA Polymerase (5 U/ul, 10x Amplifikationspuffer, Fermentas Life
Sciences, St. Leon-Rot)

Taqg-DNA-Polymerase (5 U/ul, 10x Amplifikationspuffer, Biomaster GmbH, Windeck)
Tag-DNA-Polymerase mit einer Prozessivitdt von circa 1 kb/min (Herstellung am
eigenen Lehrstuhl), 10x Amplifikationspuffer (160 mM Ammoniumsulfat, 670 mM Tris,
25 mM MgClz, 0,1 % Tween 20, pH 8,8 mit HCI)

F-530S/L Phusion™-High-Fidelity-DNA-Polymerase (2 U/pl, F518S/L Phusion™
5x-Amplifikationspuffer HF & GC, Finnzymes, Vantaa, Finnland)

TaKaRa ExTag-DNA-Polymerase (5 U/pl, 10x Amplifikationspuffer, TaKaRa, Otsu,
Shiga, Japan)

Restriktionsendonukleasen

Die in dieser Arbeit verwendeten Restriktionsendonukleasen wurden ausschlieBlich von der

Firma New England Biolabs (Frankfurt am Main) bezogen und entsprechend der

Herstellerangaben verwendet.

2.5.3

Avrll, Pacl, I-Scel, Pi-Pspl, Bsu36l, Ncol

Weitere Enzyme

Antarctic Phosphatase mit 10x Phosphatase-Puffer (New England Biolabs, Frankfurt am
Main)

Cellulase aus Trichoderma viride (C1794, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen)
DNase | RNase-frei mit RDD-Puffer (Qiagen, Hilden)

Pectolyase aus Aspergillus japonicus (P5936, Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen)

Ribonuklease A (RNase A) (SERVA Electrophoresis, Heidelberg)
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e T4 DNA-Ligase mit 10x Ligase-Puffer (Fermentas Life Sciences, St. Leon-Rot)

2.6 Plasmide

Alle Plasmide dieser Arbeit basieren auf dem binaren Vektor pPZP201, der sowohl zur
Vermehrung in E. coli als auch in A. tumefaciens geeignet ist (Hajdukiewicz et al., 1994). Zur
Bakterienselektion befindet sich auf dem Plasmid eine Streptomycin-/Spectinomycin-
Resistenzkassette. Der Vektor pPZP201 wurde in einer vorangegangenen Arbeit in zwei
aufeinanderfolgenden Klonierungsschritten modifiziert (Bonnet, 2009). Zuerst wurde in die
vorhandene Multiple Cloning Site (MCS) der BAR open reading frame unter Kontrolle des 35S
Promotor und Terminator des Blumenkohl-Mosaik-Virus eingefligt (pSBO-1). Dieser vermittelt
eine PPT-Resistenz und wurde zur Selektion transformierter Pflanzen verwendet. Im weiteren
Verlauf wurde die urspringliche MCS von 8 auf 17 Restriktionsschnittstellen erweitert
(pSBO-2). Die MCS befindet sich innerhalb der Bordersequenzen, die fir den
Transformationsmechanismus von A. tumefaciens notwendig sind. Die zur Transformation
essentiellen Vir-Gene liegen auf dem bereits im verwendeten Agrobakterien-Stamm
vorhandenen Ti-Plasmid (GV3101::pMP90; Koncz und Schell, 1986). Alle im Rahmen dieser
Arbeit verwendeten und klonierten Plasmide sind in Tabelle 2.3 aufgelistet. Vektoren, die im
Laufe dieser Arbeit kloniert wurden, sind schematisch in Kapitel 3.1.1 und 3.21 dargestellt.

Tabelle 2.3: Plasmide. Die aufgefihrten Plasmide dienten entweder als Ausgangsvektor O fur

verschiedene Klonierungen, zur Amplifikation einzelner Gene @ oder als Endvektor zur Transformation
von A. thaliana ©.

Plasmid Quelle
pSBO-2 Bonnet, 2009
pGEM-Teasy-RMI1 @ Knoll, 2007
pRMI1 © diese Arbeit
pRMI1ADUF @ diese Arbeit
pRMI1AOB1 @ diese Arbeit
pRMI1A0B2 @ diese Arbeit
pRMI1ADUFAOB1 @ diese Arbeit
pETDuet1-Strepll PS-AtGEN1 @ Dipl. biol. Markus Bauknecht
p(DMC1-P)-GEN1 @ diese Arbeit
p(RMI2-P)-GEN1 @ diese Arbeit
pSBO-17 @ Bonnet, 2009
p(DMC1-P1) diese Arbeit
p(DMC1-P1+2) diese Arbeit
p(DMC1-P)-MUS81/EME1A © diese Arbeit
p(RMI2-P)-MUS81/EME1A © diese Arbeit
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Tabelle 2.3: Fortsetzung.

Plasmid Quelle

p(DMC1-P)-ScSLX1/SLX4 @ diese Arbeit
p(RMI2-P)-ScSLX1/SLX4 © diese Arbeit
p(DMC1-P)-EcRusA © diese Arbeit
p(RMI2-P)-EcRusA © diese Arbeit
p(DMC1-P)-EcRuvABC © diese Arbeit
p(RMI2-P)-EcRuvABC © diese Arbeit

2.7 Oligonukleotide

Alle verwendeten Oligonukleotide wurden Uber die Firmen biomers.net GmbH (UIm), Invitrogen

Life Technologies (Darmstadt) und metabion international (Martinsried) bezogen und sind im

Anhang (Kapitel 6, Tabelle 6.1, 6.2, 6.3, 6.4, 6.5) mit Sequenzangaben aufgefiihrt.

2.8 Kits

Die Verwendung der angegebenen Kits erfolgte nach den Vorgaben des Herstellers. Jegliche

Abweichungen vom Herstellerprotokoll werden in den einzelnen Abschnitten zur Anwendung

des Kits angegeben.

High Pure PCR Product Purification Kit (Roche, Mannheim)

In-Fusion ® HD Cloning Kit (Clontech, Mountain View, USA)

In-Fusion ® HD EcoDry™ Cloning Kit (Clontech, Mountain View, USA)

iQ™ SYBR ® Green | Supermix (Bio-Rad, Miinchen)

RevertAid™ First Strand cDNA Synthesis Kits (Fermentas Life Sciences, St. Leon-Rot)
RNeasy ® Plant Mini Kit (Qiagen GmbH, Hilden)

peqGold Plasmid Miniprep Kit | (C-Linie; PEQLAB Biotechnologies GmbH, Erlangen)
Qubit ® dsDNA Broad Range Assay Kit (Invitrogen Life Technologies GmbH, Darmstadt)
Qubit ® dsDNA High Sensitivity Assay Kit (Invitrogen Life Technologies GmbH,
Darmstadt)

Qubit ® RNA Broad Range Assay Kit (Invitrogen Life Technologies GmbH, Darmstadt)
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2.9 Organismen und transgene Linien

2.9.1 Agrobakterium tumefaciens - GV3101::pMP90

Zur Agrobakterien-vermittelten Transformation von A. thaliana wurde der Agrobakterien-Stamm
GV3101::pMP90 (pTiC58AT-DNA) (Koncz et al., 1986) verwendet. Zur Selektion dienten eine
durch das Ti-Plasmid (pTiC58AT-DNA) vermittelte Gentamycin-Resistenz und die
chromosomal kodierte Rifampicin-Resistenz.

2.9.2 Saccharomyces cerevisiae - AH109

Die genomische DNA des S. cerevisiae Stamms AH109 wurde zur Amplifikation von ScSLX7
und ScSLX4 genutzt (Quelle: Dipl.-Biol. David Schuler). Der Genotyp dieses S. cerevisiae
Stamms lautet: MATa, trp 1-901, leu2-3, 112, ura3-52, his3- 200, gal4, gal80, LYS2:
GAL1UAS-GAL1TATA-HIS3, GAL2UAS- GAL2TATA-ADE2, URAS3: MEL1UAS-MEL1TATA-lacZ.

2.9.3 Escherichia coli - NEB 5-alpha

Zur Vermehrung von Plasmiden wurde der E. coli Stamm NEB 5-alpha (Grant et al., 1990) der
Firma New England Biolabs (Frankfurt am Main) mit folgendem Genotyp verwendet:
fhuA2A(argF-lacZ)U169 phoA ginV44 ®80 A(lacZ)M15 gyrA96 recAT relA1 endA1T thi-1 hsdR17

2.9.4 Escherichia coli - JM110

Die Gene EcRuvA, EcRuvB, EcRuvC und EcRusA wurden mittels PCR aus dem Genom des
K12-Stamms JM110 amplifiziert. Der Genotyp dieses E. coli Stamms lautet: rosL (Str) thr leu
thi-1 lacY galK galT ara tonA tsx dam dcm supE44 (lac-proAB) [F" traD36 proAB laclqZ M15]
(Gene auf dem F-Plasmid sind Wildtyp)

2.9.5 Arabidopsis thaliana — T-DNA-Insertionsmutanten bzw. Deletionsmutanten

Im Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedene T-DNA-Insertionsmutanten des Okotyps
Columbia-0 (Col-0) verwendet. Die eingesetzten T-DNA-Insertionsmutanten wurden von den
Konsortien SALK (Alonso et al., 2003), GABI-Kat (Rosso et al., 2003) beziehungsweise SAIL
(McElver et al., 2001) bezogen. Zur Untersuchung der somatischen homologen Rekombination
(HR) wurde die Reporterlinie IC9C (Molinier et al., 2004) in samtliche Mutanten eingekreuzt.
Einige der Mutanten wurden durch Kreuzungen untereinander kombiniert. In Tabelle 2.4 sind
die verwendeten T-DNA-Insertionsmutanten aufgefuhrt. In Abbildung 2.1 sind die Mutanten
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rmi1-1 und rmi1-2 schematisch dargestellt. Die Mutante rmi7-1 zeichnet sich durch eine
Deletion von 1995 bp aus, welche sowohl die konservierte DUF1767-Domane, als auch die
OB-fold Domane 1 umfasst. Die rmi7-2 Mutante dagegen enthélt eine duplizierte T-DNA zu
Beginn von Exon 5 und der OB-fold Doméne 2 (Hartung et al., 2008).

Tabelle 2.4: Verwendete T-DNA-Insertionsmutanten und Deletionsmutanten. Die Mutanten wurden
unter den angegebenen Linien Identifikationsnummern (Linien ID) bezogen. In der Spalte
Erstbeschreibung wird die Arbeit aufgeflhrt, in der die Mutante erstmals charakterisiert wurde.

Genname Genlocus Mutantename Linien ID Erstbeschreibung
RMI1 At5g63540 rmi1-1 SALK_093589 Hartung et al., 2008

At5g63540 rmi1-2 SALK_094387 Hartung et al. 2008
MUS81 At4g30870 mus81-1 GABI_113F11 Hartung et al. 2006

rmil-2
rmil-1 LB1 LB1
4 (Deletion von 1995 bp) "\ v
P_ B_e RMI1

-l H .- [ | _--_-_ . 3654 bp At5G63540
ATG Stop

Abb. 2.1: Schematische Darstellung der Mutanten Atrmi1-1 und Atrmi1-2 anhand der Intron-Exon-
Struktur von AtRMI1 Fir AtRMI1 (At5g63540) standen in dieser Arbeit die Mutanten rmi7-1
(SALK_093589) und rmi1-2 (SALK_094387) zur Verfligung. Die Mutante rmi71-1 zeichnet sich durch eine
Deletion von 1995 bp aus, wohin gegen die Mutante rmi7-2 eine duplizierte T-DNA Insertion in Exon 5
tragt (Hartung et al., 2008). Die konservierten Domanen von AtRMI1 wurden farblich hervorgehoben:
DUF1767 in blau, OB-fold Doméane 1 in petrol und die OB-fold Doméane 2 in tirkis.

2.9.6 Arabidopsis thaliana - Transformationslinien

Im Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedene T-DNA-Konstrukte in unterschiedliche T-DNA-
Insertionsmutanten transformiert. Fir jede Kombination aus T-DNA-Konstrukt und T-DNA-
Insertionsmutante wurden mehrere genetisch verschiedene Linien etabliert, die sich jeweils im
Integrationsort des transformierten Konstrukts unterschieden. Die Benennung der Linien erfolgt
nach der fir die Transformation verwendeten T-DNA-Insertionsmutante beziehungsweise der
entsprechenden Reporterlinie und dem fir die Transformation eingesetzten Plasmid. Jedes im
Rahmen dieser Arbeit erstellte und transformierte Konstrukt tragt einen BAR-ORF mit Promotor
und Terminator, dementsprechend lassen sich alle transformierten Pflanzen mittels PPT
selektionieren. In Tabelle 2.5 sind alle etablierten und verwendeten Linien aufgelistet.

38



Material und Methoden

Tabelle 2.5: Etablierte und verwendete Transformationslinien. Die Benennung der Linien erfolgte
dabei nach der verwendeten T-DNA-Insertionsmutante bzw. der entsprechenden Reporterlinie und dem
eintransformierten Konstrukt. Entstammen die eingebrachten Gene nicht dem Arabidopsis-Genom, ist
der Ursprungsorganismus als Kirzel angegeben. Sc: Saccharomyces cerevisiae; Ec: Escherichia coli.

Mutante/Reporterlinie Plasmid

Transformationslinie

rmi1-1 1C9C:

IC9C pRMI1 IC9C::RMI1
pRMI1ADUF IC9C::pRMI1ADUF
pRMI1 IC9C::RMI1-OB1
pRMI1AOB2 IC9C::RMI1AOB2
pRMI1ADUFAOBH1 IC9C::RMI1ADUFAOBH1

rmi1-2 1C9C pRMI1 rmi1-2 IC9C::RMI1
pRMI1ADUF rmi1-2 IC9C::pRMI1ADUF
pRMI1AOBH1 rmi1-2 IC9C::RMI1AOB1
pRMI1AOB2 rmi1-2 IC9C::RMI1AOB2
pRMI1ADUFAOBH1 rmi1-2 IC9C::RMI1ADUFAOB1

rmii1-11C9C pRMI1 rmii-1 1C9C::RMI1
pRMI1ADUF rmi1-1 1C9C::pRMI1ADUF
pRMI1AOBH1 rmi1-1 1C9C::RMI1AOB1
pRMI1AOB2 rmi1-1 IC9C::RMI1AOB2
pRMI1ADUFAOBH1 rmi1-1 1C9C::RMI1ADUFAOB1

IC9C p(DMC1-P)-GENf1 IC9C::(DMC1-P)-GEN1
p(RMI2-P)-GEN1 IC9C::(RMI2-P)-GEN1
p(DMC1-P)-MUS81/EME1A IC9C::(DMC1-P)-MUS81/EME1A
p(RMI2-P)-MUS81/EME1A IC9C::(RMI2-P)-MUS81/EME1A
p(DMC1-P)-ScSLX1/SLX4 IC9C::(DMC1-P)-ScSLX1/SLX4
p(RMI2-P)- ScSLX1/SLX4 IC9C::(RMI2-P)-ScSLX1/SLX4
p(DMC1-P)-EcRusA IC9C::(DMC1-P)-EcRusA
p(RMI2-P)-EcRusA IC9C::(RMI2-P)-EcRusA
p(DMC1-P)-EcRuvABC IC9C::(DMC1-P)-EcRuvABC
p(RMI2-P)-EcRuvABC IC9C::(RMI2-P)-EcRuvABC

rmi1-2 1C9C p(DMC1-P)-GEN1 rmi1-2 IC9C::(DMC1-P)-GEN1
p(RMI2-P)-GEN1 rmi1-2 IC9C::(RMI2-P)-GEN1
p(DMC1-P)-MUS81/EME1A rmi1-2 IC9C::(DMC1-P)-MUS81/EME1A
p(RMI2-P)-MUS81/EME1A rmi1-2 IC9C::(RMI2-P)-MUS81/EME1A
p(DMC1-P)-ScSLX1/SLX4 rmi1-2 1C9C::(DMC1-P)-ScSLX1/SLX4
p(RMI2-P)- ScSLX1/SLX4 rmi1-2 IC9C::(RMI2-P)- ScSLX1/SLX4
p(DMC1-P)-EcRusA rmi1-2 1C9C::(DMC1-P)-EcRusA
p(RMI2-P)-EcRusA rmi1-2 IC9C::(RMI2-P)-EcRusA
p(DMC1-P)-EcRuvABC rmi1-2 1C9C::(DMC1-P)-EcRuvABC
p(RMI2-P)-EcRuvABC rmi1-2 IC9C::(RMI2-P)-EcRuvABC

rmi1-11C9C p(DMC1-P)-GEN1 rmi1-1 1C9C::(DMC1-P)-GEN1

( i

p(RMI2-P)-GEN1

RMI2-P)-GENT1
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Tabelle 2.5: Fortsetzung

Mutante/Reporterlinie Plasmid Transformationslinie

rmii1-11C9C p(DMC1-P)-MUS81/EME1A rmii-1 1C9C::(DMC1-P)-MUS81/EME1A
p(RMI2-P)-MUS81/EME1A rmii-1 1C9C::(RMI2-P)-MUS81/EME1A
p(DMC1-P)-ScSLX1/SLX4 rmi1-1 1C9C::(DMC1-P)-ScSLX1/SLX4
p(RMI2-P)-ScSLX1/SLX4 rmi1-1 1C9C::(RMI2-P)-ScSLX1/SLX4
p(DMC1-P)-EcRusA rmii-1 1C9C::(DMC1-P)-EcRusA
p(RMI2-P)-EcRusA rmi1-1 1C9C::(RMI2-P)-EcRusA
p(DMC1-P)-EcRuvABC rmi1-1 1C9C::(DMC1-P)-EcRuvABC
p(RMI2-P)-EcRuvABC rmi1-1 1C9C::(RMI2-P)-EcRuvABC

2.10 Software und Datenbanken

2.11

analySIS”B 5.0 (Olympus Bio-Systems GmbH, Planegg)
NCBI-BLAST - Basic Local Alignment Search Tool
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/blast/Blast.cgi; letzter Zugriff 17.09.12)
DNASTAR 5.03 Programmsammlung: EditSeq, MapDraw, MegAlign, PrimerSelect,
SegMan (Lasergene)

FinchTV 1.3 (Geospiza)

In-Fusion ® Primer Design Tool

(http://bioinfo.clontech.com/infusion/; letzter Zugriff 05.06.12)

NCBI - National Center for Biotechnology Information
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/; letzter Zugriff 13.12.12)

TAIR - The Arabidopsis Information Resource
(http://www.arabidopsis.org/; letzter Zugriff 10.12.12)

SMART (http://smart.embl-heidelberg.de/ letzter Zugriff 14.05.2012)

Isolierung von Nukleinsauren

2.11.1 Schnellpraparation genomischer DNA aus Pflanzenmaterial

Genomische DNA wurde mittels einer vereinfachten Methode der DNA-Isolation aus

Blattmaterial gewonnen. Hierzu wurde von jeder zu genotypisierenden Pflanze (im Vier- bis

Achtblattstadium) ein Blatt abgenommen und in ein 1,5 ml ReaktionsgefaB Uberfihrt. Dieses

wurde mit einem Kunststoff-Pistill homogenisiert und mit 500 pl Shorty-Extraktionspuffer

versetzt. Zelltrimmer und nicht homogenisiertes Blattmaterial wurden anschlieBend fir 5 min
bei 12500 UPM abzentrifugiert (Z 233 M-2 oder Z333 MK-2), 350 pl des Uberstands in ein
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neues 1,5 ml ReaktionsgefaB mit gleicher Menge vorgelegtem Isopropanol gegeben und durch
Invertieren gemischt. Die ausgefallene DNA wurde in einem weiteren Zentrifugationsschritt von
10 min bei 14000 UPM pelletiert. Der Uberstand wurde verworfen und die DNA bei
Raumtemperatur oder bei 37 °C getrocknet. Je nach Menge des eingesetzten Blattmaterials
wurde die DNA in 50 bis 200 pl TE-Puffer fir 15 min bei 37 °C und 700 UPM (Eppendorf
Thermomixer compact) geldst. Die isolierte DNA wurde bei Raumtemperatur gelagert und
jeweils 3 pl als Matrize fir die PCR-Reaktion zur Genotypisierung eingesetzt.

2.11.2 Isolation von RNA aus A. thaliana

Die Extraktion der Gesamt-RNA erfolgte mit dem RNeasy ® Plant Mini Kit aus 100 mg 14 Tage
alter Keimlinge. Diese wurden in einem 1,5 ml ReaktionsgefaB abgewogen, in flliissigem
Stickstoff schockgefroren und bis zur RNA-Isolation bei -80 °C gelagert. Der fir die Extraktion
eingesetzte Lyse-Puffer RLT wurde vor Verwendung mit 10 pl Thioglycerol pro ml Puffer
versetzt. Das Pflanzenmaterial wurde mit einem Kunststoff-Pistill in gefrorenem Zustand
homogenisiert und vor dem Auftauen mit 450 pl RLT-Puffer versetzt. Die weitere Durchfiihrung
erfolgte nach Herstellerangaben. In Erganzung zum Herstellerprotokoll wurde der optionale
DNase I-Verdau immer durchgefihrt. 2,5 pl der isolierten Gesamt-RNA wurden zur Kontrolle
auf ein 0,9% TAE Gel zur Agarose-Gelelektrophorese geladen und die Konzentration mit dem
Qubit ® RNA Broad Range Assay fluorometrisch bestimmt.

2.11.3 Praparation von Plasmid-DNA aus E. coli

Die Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli erfolgte aus einer 6 ml Ubernachtkultur (37 °C,
200 UPM, Inkubationsschttler Certomat ® IS) in LB-Medium mit entsprechendem Antibiotikum.
Aus 4 ml dieser Kultur wurde nach Vorgaben des peqGold Plasmid Miniprep Kit | (C-Linie) die
Plasmid-DNA isoliert. Anstatt des angegebenen Elutionspuffers wurde die Plasmid-DNA mit
50 pl ddH,O eluiert. Die Plasmidisolierung wurde anschlieBend durch Agarose-
Gelelektrophorese (0,9% TAE-Gel) und einem Restriktionsverdau Uberpriift. Die Konzentration
der Plasmid-DNA wurde mit dem Qubit®dsDNA Broad Range Assay Kit oder dem
Qubit ® dsDNA High Sensitivity Assay Kit nach Herstellerangaben bestimmit.

2.12 In vitro Arbeiten mit Nukleinsauren

2.12.1 Agarose-Gelelektrophrese

Die Auftrennung der Nukleinsduren entsprechend ihrer GroBe erfolgte auf Gelen aus
0,9-2% (w/v) Agarose in TAE- oder SB-Puffer mit Ethidiumbromid zur Detektion der
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Nukleinsduren. Sowohl die Proben als auch der Marker wurden mit Laufpuffer versetzt
(vgl. Abschnitt 2.3.1). Entsprechend der Lange der Elektrophoresekammern wurde eine
konstante elektrische Spannung von 5,0 bis 5,5 Volt/cm bei Verwendung von TAE-Gelen und
5,6 bis 6,5 Volt/cm bei SB-Gelen an die Gelelektrophoresekammer angelegt. Die
anschlieBenden Detektion und Dokumentation der Nukleinsdurebanden erfolgte unter
Anregung mit UV-Strahlung (312 nm) mit Hilfe des Gel iX Imager und des P91 Photoprinter.

2.12.2 Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Die PCR wurde als molekularbiologische Standardmethode sehr haufig und mit
unterschiedlichen Zielsetzungen angewandt. Abhangig von der jeweiligen Fragestellung wurde
die zu verwendende Polymerase gewahlt. Die entsprechenden Reaktionsbedingungen wurden
laut Herstellervorgaben zur eingesetzten Polymerase angewandt. Der Reaktionsansatz der
PCR wurde ebenfalls entsprechend der Zielsetzung gewahlt. Fur analytische PCRs wurde ein
Gesamtreaktionsansatz von 25 pl, zur Amplifikation von Klonierungsfragmenten ein
Gesamtvolumen von 50 pl eingesetzt. Die Schmelztemperatur (T,) der jeweils eingesetzten
Primer (> 14 bp) wurde nach folgender Formel berechnet:

Tm[?] =64,9+41* (yG +zC - 16.4) / (WA + XT + yG + zC)

Hierbei beziehen sich die Variablen w, x, y, z auf die Anzahl der jeweiligen Base. Die
verwendeten Annealingtemperaturen fur die verwendeten Primerkombinationen sind der

Tabelle 6.1 im Anhang zu entnehmen.

2.12.3 PCR-basierte Verlangerung von DNA-Fragmenten

Fir das Einfigen von DNA-Fragmenten in einen Vektor war es notwendig,
Restriktionsschnittstellen bzw. Uberhénge mit definierten Homologien zum Vektor oder einem
weiteren DNA-Fragment an bereits amplifizierte PCR-Produkte anzuflgen. Hierzu wurden
Oligonukleotide verwendet, die neben der normalen Bindesequenz einen entsprechenden
Uberhang im 5’ Bereich besitzen. Zur Amplifikation wurde die Phusion™-High-Fidelity-DNA-
Polymerase verwendet. Die Annealingtemperatur entsprach in den ersten 5 Zyklen der
Annealingtemperatur der Primer ohne Uberhang. In den Zyklen 6 bis 25 wurde die
Annealingtemperatur entsprechend der Gesamtsequenz der Primer erhéht. Uberschritt die
errechnete Schmelztemperatur 72 °C, wurde die Annealingtemperatur auf 72 °C gesetzt.
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2.12.4 Overlap-Extension PCR

Die Overlap-Extension PCR ist eine Methode zur Verknipfung von 2 PCR-Produkten mit
Uberlappenden Sequenzen zu einem langeren Produkt. Die Reamplifikation erfolgte hierbei mit
Primern die an den auBeren Enden des langeren PCR-Produkts binden. Die beiden DNA-
Fragmente, mit einem homologen Sequenzbereich an den zu verknipfenden Enden, wurden in
gleichem molarem Verhaltnis als Matrize eingesetzt. Die Annealingtemperatur wurde fir die
ersten 5 Zyklen entsprechend des homologen Bereiches gewéhlt, die ebenfalls der Temperatur
des bindenden Bereiches der zusatzlich benétigten Uberhangprimer entsprach. Die folgenden
20 Zyklen wurde die Annealingtemperatur auf 72 °C erhéht (Sambrook und Green, 2012).

2.12.5 Colony-PCR

Um im Anschluss an eine Transformation von E. coli die Integration des DNA-Fragments
nachzuweisen, wurde eine Colony-PCR durchgefihrt. Hierfur dienten die auf entsprechendem
Selektionsmedium gewachsenen E. coli Kolonien direkt als Matrize fir die PCR. Fir den
Nachweis wurden flr die Amplifikation ein fragmentspezifischer und ein vektorspezifischer
Primer eingesetzt. Bei kleineren einzufigenden DNA-Fragmenten wurde aus dem Plasmid Uber
das gesamte DNA-Fragment amplifiziert. Als Polymerase wurde entweder die Taq DNA-
Polymerase oder die DreamTaq™ DNA Polymerase verwendet.

2.12.6 PCR-basierte Genotypisierung von T-DNA Insertionslinien bzw. Deletionsmutanten

Die PCR-basierte Genotypisierung diente zur Analyse einzelner Pflanzen bezlglich ihrer
Mutation (T-DNA-Insertion bzw. Deletion). Durch zwei unabhangige PCR-Reaktionen konnte
festgestellt werden, ob es sich um homozygote beziehungsweise hemizygote Mutanten oder
um Wildtyp-Pflanzen handelt. Zur Genotypisierung einer T-DNA Insertionsmutante wurde in
einer PCR-Reaktion mit Hilfe eines T-DNA-spezifischen Primers und eines Locus-spezifischen
Primers der Ubergangsbereich zwischen T-DNA und genomischer Sequenz nachgewiesen. Mit
dieser PCR-Reaktion allein kann allerdings nicht zwischen hemizygoten und homozygoten
T-DNA-Insertionslinien unterschieden werden. Deshalb wurde in einer zweiten PCR mit zwei
genspezifischen Primern der Bereich amplifiziert, in dem die T-DNA integriert sein sollte. Die
Elongationszeit dieser Reaktion wurde so weit reduziert, dass ein Produkt nur zustande
kommen kann, wenn keine T-DNA inseriert ist, und somit das Wildtyp-Allel vorliegen muss
(vgl. Abbildung 2.2). Auch in dieser PCR-Reaktion konnte nicht zwischen hemizygoten
Mutanten und Wildtyp-Pflanzen unterschieden werden. Erst durch die Kombination beider
PCR-Ergebnisse konnte der Genotyp bestimmt werden.
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P1 P2

—>
genomische DNA — Nachweis der
mit integrierter T-DNA T-DNA

o P3

genomische DNA i Il Nachweis des
ohne T-DNA Wildtyp-Allels

Abb. 2.2: Prinzip der Genotypisierung fiir T-DNA-Insertionslinien. Der Nachweis der integrierten
T-DNA erfolgt durch Amplifikation des Ubergangs zwischen genomischer DNA und T-DNA mit Hilfe
eines Locus-spezifischen Primers (P1) und eines T-DNA-spezifischen Primers (P2). Unter Verwendung
von zwei Loci-spezifischen Primern (P1 und P3) wurde ein Bereich amplifiziert, der den T-DNA-
Integrationsort Uberspannte. Durch die Wahl der Elongationszeit konnte nur ein Produkt entstehen, wenn
die T-DNA nicht vorhanden war.

Bei der Genotypisierung der rmi7-1 Deletionsmutante erfolgte die Bestatigung des deletierten
Bereichs mit einem Primerpaar, welches die Deletion Uberspannte. Die Elongationszeit wurde
so gewahlt, dass ein Amplifikat nur zustande kommen konnte, wenn die Deletion vorhanden
war. Fur den Nachweis des Wildtyp-Allels wurde ein Bereich amplifiziert der bis in die Deletion
hinein reicht (vgl. Abb. 2.3).

Fir die Genotypisierung der rmi7-Komplementationslinien, die zusatzlich zur Mutation im
Bereich des RMI1-Gens ein RMI1-cDNA-Konstrukt enthielten, wurden Primer gewahlt die im
Bereich eines Introns binden.

P1 P2

genomische DNA —» <+ Nachweis der
mit Deletion _ Deletion
. in rmil-1 ]

/' deletierter Bereich ™,
genomische DNA Nachweis des
ohne Deletion F Wildtyp-Allels

P1 P4

Abb.2.3: Prinzip der Genotypisierung der Atrmi1-1 Deletionsmutante. Der Nachweis der Deletion der
rmi1-1 Mutante erfolgte durch Amplifikation mit Hilfe eines genspezifischen Primerpaars, dass die
Deletion Gberspannte (P1 und P2). Das Vorhandensein des Wildtyp-Allels konnte mit dem Primerpaar P1
und P4 nachgewiesen werden, in dem ein Bereich amplifiziert wurde, der bis in die Deletion hinein
reichte.
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2.12.7 cDNA-Synthese

Die mit dem RNeasy ® Plant Mini Kit extrahierte Gesamt-RNA wurde mit Hilfe des RevertAid™
FirstStrand cDNA Synthesis Kits in cDNA umgeschrieben. Um fiir jede Reaktion 5 mg der
Gesamt-RNA einzusetzen, wurde deren Konzentration mit dem Qubit® RNA Broad Range
Assay Kit ermittelt und das entsprechende Volumen an RNA mit 1 pl Oligo(dT)s-Primer
vermischt. Das Gesamtvolumen wurde mit DEPC-behandeltem H,O auf 12 pl aufgefillt.
Um Sekundéarstrukturen der RNA aufzulésen, wurde der Reaktionsansatz 5 min bei 65 °C
inkubiert und anschlieBend auf 4 °C abgeklhlt. Nun erfolgte die Zugabe der restlichen
Reaktionsbestandteile von 4 pl 5x Reaktionspuffer, 1 pl RiboLock™ RNase Inhibitor,
2 pl 10 mM dNTP Mix und 1 pl RevertAid™ M-MulV reverse Transkriptase. Die cDNA wurde
nach Herstellerangaben synthetisiert und anschlieBend mit TE-Puffer auf ein Gesamtvolumen
von 200 pl aufgefillt. Um eine mégliche genomische Verunreinigung der cDNA festzustellen,
wurde ein intronumspannender Bereich von Aktin2 (At3g18780) amplifiziert und die spezifische
BandengrdBe mit Agarose-Gelelektrophorese Uberprift.

2.12.8 Quantitative Real-Time PCR

Die quantitative Real-Time PCR diente der Analyse des Expressionsniveaus der verschiedenen
Konstrukte, welche in die rmi1-2 beziehungsweise rmi1-1 Mutante eingebracht wurden. Das
Vorhandensein des Konstrukts wurde zwar bereits Uber den Selektionsmarker PPT
nachgewiesen, zuséatzlich wurde aber die Expression, mit genspezifischen Primern flr die
RMI1-cDNA-Konstrukte geprft. Die Expressionsanalysen wurden mit dem LightCycler ® 480
und der Software des Herstellers durchgeflihrt. Die eingesetzte Primerkombination wurde
so gewahlt, dass sowohl die cDNA beider Mutanten, als auch das eingebrachte
RMI1-Komplementationskonstrukt bzw. die RMI7-Deletionskonstrukte amplifiziert werden
konnten. Die ProduktgréBe fir den internen Standard Aktin2 (At3g18780) und RMI1 wurden mit
circa 100 bis 300 bp gewdahlt. Fir einen Reaktionsansatz von 20 pl wurden 10 pl
LightCycler ® SYBR Green | Master (2x), je 0,15 pl der beiden Primer (50 uM), 4,7 pl ddH,O und
5 pl cDNA (siehe Abschnitt 2.12.6) verwendet. Fir die Bestimmung des Expressionslevels
wurden fir jede Probe die Primerkombinationen flr Aktin2 und RMI1 in Triplikaten angesetzt
und die gesamte Expressionsanalyse in 3 unabhdngigen Experimenten wiederholt. Die Real-
Time PCR wurde aufgrund der eingesetzten Hotstart-Polymerase des LightCycler® SYBR
Green | Master mit einer initialen Aktivierung der Polymerase und Denaturierung der DNA von
5 min bei 95 °C gestartet. Nach 45 Amplifikationszyklen (10 sec, 95 °C; 20 sec, 57 °C; 40 sec,
72 °C) wurde eine Schmelzkurve erstellt. Die Werte des internen Standards Aktin2 wurden zur

Normalisierung verwendet.
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2.12.9 Restriktionsverdau

Far Klonierungen und zur Kontrolle von Plasmiden wurden DNA-Fragmente bzw. Vektoren mit
unterschiedlichen Restriktionsendonukleasen geschnitten. Jeder Restriktionsverdau wurde
nach Herstellerangaben angesetzt und je nach Enzymaktivitdt fir 15 bis 60 min beim
entsprechenden Temperaturoptimum inkubiert. Mit Ausnahme von Pi-Pspl mit 65 °C hatten
alle Enzyme ein Temperaturoptimum von 37 °C. Fir Doppelverdauansatze wurden die
Reaktionspuffer so gewahlt, dass beide Enzyme eine mdglichst hohe Aktivitat erreichen
konnten. Zur Kontrolle des Restriktionsverdaus wurde ein Teil des Reaktionsansatzes mit Hilfe
von Agarose-Gelelektrophorese (0,9% TAE-Gel) aufgetrennt und die GréBen der DNA-
Fragmente Uberpruift.

2.12.10 Dephosphorylierung

Um die Religation eines linearisierten Plasmids zu vermeiden, wurden freie Phosphate an
den Enden des geschnittenen Vektors durch die Antarctic Phosphatase abgespalten. So
war eine Ligation ausschlieBlich mit dem nicht dephosphorylierten Insert mdglich. Die
Zusammensetzung der Dephosphorylierungsreaktion erfolgte nach Angaben des Herstellers.
Nach einer Inkubation bei 37 °C fir 1 h wurde das Enzym durch Aufreinigung (vgl. Abschnitt
2.12.11) inaktiviert. Es wurden nur Plasmide dephosporyliert, bei denen das DNA-Fragment
Uber eine einzelne Schnittstelle in den Vektor ligiert werden sollte. Fur die auf Homologien
basierende In-Fusion ® Klonierung wurden linearisierte Plasmide nicht dephosphoyliert.

2.12.11 Aufreinigung von Nukleinsauren

Die Aufreinigung von Klonierungsfragmenten erfolgte nach Amplifikation, Restriktionsverdau
oder Dephosphorylierung mit Hilfe des High Pure PCR Product Purification Kit oder des
innuPREP PCRpure Kit. Sie diente der direkten Abtrennung von kleineren unspezifischen DNA-
Fragmenten, Oligonukleotiden, Enzymen oder Pufferbestandteilen. Vor der Elution in
30 pl bis 50 pl ddH,O wurde die Saule fir 1 min bei 10000 UPM (MiniSpin®) trocken
zentrifugiert. Die Aufreinigung wurde anschlieBend durch Agarose-Gelelektophorese mit einem
0,9% TAE-Gel Uberprift.

2.12.12 Aufreinigung von Nukleinsauren vom Agarosegel
Die Aufreinigung von DNA-Fragmenten aus dem Agarosegel erfolgte mit dem High Pure PCR

Product Purification Kit. Um das gewlnschte Amplikon oder den geschnittenen Vektor von
ungewollten DNA-Fragmenten zu trennen wurde der Reaktionsansatz durch Agarose-
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Gelelektrophorese mit einem 0,9% TAE-Gel aufgetrennt. Nach ausreichender Auftrennung
konnte das gewtlnschte DNA-Fragment, unter Anregung mit UV-Strahlung, aus dem Gel
ausgeschnitten werden. Mit Ausahme des zusatzlichen trockenzentrifugieren (1 min,
10000 UPM, MiniSpin®) vor der Elution, wurde die Aufreinigung entsprechend des Hersteller-
Protokolls durchgefiihrt. Die Elution erfolgte mit 30 bis 50 pl ddH,O anstatt des mitgelieferten
Elutionspuffers.

2.12.13 Ligation von DNA-Fragmenten

Die Integration eines DNA-Fragments in einen linearisierten Vektor erfolgte mit der T4-DNA-
Ligase. Zur Ligation wurden Insert und Plasmid in einem molaren Verhéltnis 2:1 (Insert:Plasmid)
eingesetzt, mit 2 pl 10 x T4-DNA-Ligase-Puffer, 2 pl T4-DNA-Ligase gemischt und mit ddH,O
auf ein Gesamtvolumen von 20 pl gebracht. Die Inkubation erfolgte flir 30 min bei
Raumtemperatur und mind. 1 h bei 4 °C, bevor der Ligationsansatz direkt fir die

Transformation von E. coli verwendet wurde.

2.12.14 Homologie-basierte Klonierung

Das In-Fusion ® HD Cloning Kit oder In-Fusion ® HD EcoDry™Cloning Kit wurde verwendet, um
ein oder mehrere DNA-Fragmente gleichzeitig und mit gerichteter Orientierung in ein Plasmid
einzubringen. Die Enden der zu verknipfenden Fragmente missen hierzu einen homologen
Bereich von mindestens 15 bp aufweisen. Das Enzym der In-Fusion ® Reaktion ist eine DNA-
Polymerase aus der Virenfamilie der Poxviridae mit einer 3’-5° Exonuklease-Aktivitat
(Hamilton et al., 2007). Sie erzeugt Einzelstrangbereiche an den Enden der DNA-Fragmente
und des Plasmids, wodurch das Zusammenlagern der homologen Bereiche der einzelnen
Fragmente ermdglicht wird. Die erforderlichen Homologiebereiche zwischen den einzelnen
DNA-Fragmenten oder zum nicht dephosphorylierten Plasmid wurden durch Primer mit
Adaptersequenz angefiigt. Zur Konzipierung der Primer wurde das In-Fusion®Primer
Design Tool des Herstellers verwendet. Die Zusammensetzung und Durchfihrung der
In-Fusion ® Reaktion erfolgte nach den Angaben des Herstellers. Zur Transformation
chemokompetenter E. coli Bakterien (NEB 5-alpha) wurden jeweils 5 pl der Reaktion und
100 pl Zellen eingesetzt.

2.12.15 Sequenzierung

Zur Uberpriifung der Sequenz von Plasmidkonstrukten oder PCR-Produkten wurden die
Proben von der Firma GATC Biotech (Konstanz) sequenziert. Nach Abschluss der
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Sequenzierung wurden die Sequenzdaten von der Firmenwebseite heruntergeladen und mit
den Programmen SegMan (DNAStar) sowie FinchTV ausgewertet.

2.13 Transformation von DNA in Organismen

2.13.1 Transformation von E. coli

Die klonierten Konstrukte wurden im Anschluss an die Ligation oder an die In-Fusion ® Reaktion
(vgl. Abschnitte 2.12.11, 2.12.12) zur Vermehrung in chemokompeteten E. coli-Zellen
(NEB 5-alpha) eingebracht. Die E. coli-Zellen wurden mit Hilfe der Rubidiumchlorid-Methode
(Sambrook und Russell, 2001) kompetent gemacht. Fir die Transformation wurden 5 pl bis
10 pl Ligationsansatz beziehungsweise 5 pl In-Fusion®Reaktion mit 100 pl E. coli-Zellen
gemischt und fir 20 min auf Eis inkubiert. Nach 90 s Hitzeschock bei 42 °C wurde die Reaktion
erneut flr 2 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurden 400 pl LB-Medium zugegeben und die
Bakterien fir 1 h bei 37 °C geschiittelt (650 UPM; Eppendorf Thermomixer compact).

2.13.2 Transformation von A. tumefaciens

Zur Transformation von Plasmid-DNA in A. tumefaciens (Stamm GV3101::pMP90) wurden
elektrokompetente Bakterien verwendet. Zur Herstellung dieser Bakterien dienten 200 ml einer
in YEB-Medium gewachsenen Agrobakterien-Kultur (ODsgg = 1). Die Zellen wurden mit
4500 UPM bei 4 °C fir 10 min abzentrifugiert (Z 383 K, Ausschwingrotor) und dreimal mit
sterilem und kaltem 10% (v/v) Glycerin gewaschen. Zur langeren Lagerung der Zellen bei
-80 °C wurden die Zellen in 8 ml 10% (v/v) Glycerin aufgenommen, aliquotiert und in fliissigem
Stickstoff schockgefroren. Zur Transformation wurden 100 pl elektrokompetente
Agrobakterien-Zellen auf Eis aufgetaut, mit 1 bis 5 pl Plasmid (100 bis 200 ng Plasmid)
gemischt und in eine vorgekiihlte Elektroporationskiivette Uberfihrt. Die Elektroporation
erfolgte mit dem GenePulser ® Il und den Gerateeinstellungen 2,5 kV/200 Q/5 ms. AnschlieBend
wurden die Zellen in 400 pl YEB-Medium aufgenommen und fir 1 h bei 28 °C und 600 UPM
geschlttelt (Eppendorf Thermomixer compact). Jeweils 100 pl eines Transformationsansatzes
wurden zur Selektion auf YEB-Platten mit den erforderlichen Antibiotika (Rifampicin,
Gentamycin, Spectinomycin) ausplattiert und fiir 2 Tage bei 28 °C inkubiert. Zur weiteren Kultur
wurden 5 ml flissiges YEB-Medium mit entsprechenden Selektionsantibiotika mit einer Kolonie
beimpft und fir etwa 12 — 16 h bei 28 °C und 200 UPM (Inkubationsschuttler Certomat ©1S)
geschiittelt. Diese Ubernachtkultur diente zur Herstellung eines Glycerinstocks, welcher (iber
einen langeren Zeitraum bzw. bis zur Transformation von A. thaliana bei -80 °C gelagert
werden konnte.

48



Material und Methoden

2.13.3 Transformation von A. thaliana

Die stabile Transformation von A. thaliana erfolgte mit Hilfe einer modifizierten Variante der
+Floral Dip“-Methode von Clough und Bent (1998). Hierzu wurden etwa 5 bis 6 Wochen alte
Arabidopsis-Pflanzen vor der Transformation fir ca. 1 h gewassert und von Schoten bzw.
gedffneten Bluten befreit. Das binare Plasmid wurde zuvor in Agrobakterien transformiert
(vgl. Abschnitt 2.13.2) und hiermit eine 25 ml Vorkultur beimpft (12 — 16 h; 28 °C; 200 UPM,
Inkubationsschittler Certomat ® IS ). Diese diente zum Animpfen der Hauptkultur (400 ml YEB;
12 — 16 h; 28 °C; 200 UPM). Beide Kulturen enthielten die entsprechenden Antibiotika zur
Selektion der transformierten Agrobakterien (Rifampicin, Gentamycin, Spectinomycin). Die
Agrobakterienkultur (ODego 1,8) wurde durch Zentrifugation (6000 g, 10 min, 20 °C, Z 383 K,
Ausschwingrotor) abzentrifugiert und anschlieBend in 800 ml Infiltrationsmedium (vgl. Abschnitt
2.3.6) resuspendiert. Nach Zugabe von 300 pl Silwet®L-77 und 800 pl des Induktors
Acetosyringon wurden die Uberirdischen Pflanzenteile der Arabidopsis-Pflanzen fir 20 s in die
Bakteriensuspension getaucht. Nach dem ,Floral Dip*“ wurden die Pflanzen horizontal in eine
befeuchtete dunkle Kiste gelegt und nach ca. 24 h mit Leitungswasser abgespriht. Die

Pflanzen wurden bis zur Samengewinnung im Gewéachshaus angezogen.

2.14 Pflanzenspezifische Methoden

2.14.1 Lagerung von Saatgut

Arabidopsis-Saatgut wurde trocken, dunkel und bei Raumtemperatur gelagert.

2.14.2 Pflanzenanzucht im Gewachshaus

Pflanzen, die zur Transformation, Kreuzung oder Samengewinnung dienten, wurden im
Gewéchshaus angezogen. Das Saatgut wurde Uber Nacht in Leitungswasser bei 4 °C zur
Stratifikation gelagert und anschlieBend im S1-Gewachshaus auf einem 1:1 Gemisch aus
Floraton 3 und Vermiculite (Kérnung 2 — 3 mm) ausgebracht. Der Tag/Nacht-Rhythmus betrug
16 h Licht und 8 h Dunkelheit bei 22 °C.

2.14.3 Oberflachensterilisation von A. thaliana Saatgut - sterile Pflanzenanzucht

Zur Anzucht von A. thaliana unter axenischen Bedingungen im Anzuchtsschrank CU-36L4 bzw.
im Anzuchtsraum wurde das Saatgut zunadchst oberflachensterilisiert. Die bendétigte Menge
Saatgut wurde in ein 1,5 ml oder 2 ml Reaktionsgefd abgefillt und fir 1 min in
300 pl 70% (v/v) Ethanol inkubiert. Nach einer Zentrifugation bei 4000 UPM (Minispin) fir 30 s
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wurde das Ethanol abgenommen und die Samen mit 800 pyl ddH,O gewaschen. AnschlieBend
erfolgte ein acht-minutiger Inkubationsschritt in 500 pl 4% (v/v) Natriumhypochlorit-Lésung
(frisch hergestellt; 12% (v/v) Stammldésung) unter gelegentlichem Invertieren oder in der
neolLab-Zentrifuge mit Schuttel-Funktion. Die Abnahme der NaOCI-L6ésung nach einem
weiteren Zentrifugationsschritt (30 sec, 4000 UPM) und die folgenden zwei Waschschritte mit
jeweils 800 pl sterilem ddH,O erfolgten an der Sterilbank. Zur Stratifikation wurden die Samen
Uber Nacht bei 4 °C in 1 ml steriler 0,1% (w/v) Agarose-Ldsung inkubiert. Das Saatgut wurde je
nach Bedarf als Sammelaussaat oder Einzelaussaat auf GM-Festmedium (vgl. Abschnitt 2.3.4)
ausgebracht. Entsprechend der Fragestellung wurde dem Medium PPT zur Selektion
transformierter Pflanzen und evil. Cefotaxim zur Unterdriickung der zur Transformation
verwendeten Agrobakterien beigegeben. Die sterile Anzucht erfolgte fur etwa 2 Wochen
im Anzuchtsschrank (Percival CU-36L4) mit 16 h Belichtungsphase bei 22 °C und 8 h
Dunkelphase bei 20 °C oder im klimatisierten Anzuchtsraum (Tag-/Nacht-Rhythmus 16 h / 8 h,
22-24 °C). Nach ca. 2 bis 3 Wochen konnten die Pflanzen zur Vermehrung in Erde pikiert und
im S1-Gewachshaus zur Samenreife gebracht werden.

2.14.4 Kreuzungen von A. thaliana

Um die genetischen Merkmale einzelner T-DNA-Insertionsmutanten zu kombinieren bzw. um
das Konstrukt einer etablierten Reporterlinie einzubringen, mussten verschieden Kreuzungen
durchgefihrt werden. An der zur Kreuzung vorgesehenen Mutterpflanze wurden zunéchst alle
Schoten, offenen Bliten und nicht bendtigte Blitenstande entfernt. Je Blitenstand wurde von
2-3 geschlossenen Knospen das Fruchtblatt freipapariert, indem Kelch-, Kron- und
Staubblatter entfernt wurden. Zur Befruchtung wurden mehrere vollentwickelte Bliten der
Vaterpflanze lber die Narbe des weiblichen Stempels gestrichen, bis diese sichtbar mit Pollen
behaftet war. Bis zur Bildung und Reifung der Schoten wurden neu gebildete Triebe und Bliten
der gekreuzten Pflanzen regelmaBig zurlckgeschnitten. Das geerntete Saatgut wurde nach
einer Trocknungszeit von 2 bis 4 Tagen sterilisiert (vgl. Abschnitt 2.14.3) und auf GM-Platten
ausgebracht. Die Pflanzen der F1-Generation wurden mittels PCR-basierter Genotypisierung
(vgl. Abschnitt 2.12.6) auf das Vorhandensein der gewlinschten T-DNA-Insertionen Uberprtift.
Die nachfolgende F2-Generation wurde ebenfalls einer Genotypisierung unterzogen und
Pflanzen der bendtigten Genkombinationen vermehrt.

2.14.5 Linienetablierung nach der Transformation von A. thaliana

Im Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedene T-DNA-Konstrukte mittels A. tumefaciens in
A. thaliana eingebracht. Aus diesen Transformationen wurden jeweils genetisch verschiedene
Linien etabliert, welche die T-DNA homozygot an nur einem Locus im Genom enthalten
(homozygote single-locus Linien). Zur Selektion der transgenen Pflanzen wurde Uber die

50



Material und Methoden

verschiedenen Generationen die PPT-Resistenz genutzt. Etwa 130 mg Saatgut der
T1-Generation wurden nach der Oberflachensterilisation in 50 ml 0,1% (w/v) steriler
Agaroselésung aufgenommen und auf GM Platten mit PPT und Cefotaxim verteilt. Die anhand
der PPT-Resistenz identifizierten Primartransformanden (T1-Generation) wurden durch
Selbstung vermehrt und die segregierende T2-Generation auf Selektionsmedium auf eine
3:1 (beziehungsweise 1:2:1) Aufspaltung untersucht. Nach Mendel sollte die Folgegeneration
einer T1-Pflanze, welche die T-DNA hemizygot an nur einem Locus enthalt, 1:2:1 aufspalten
(homozygot : hemizygot : Wildtyp). Das bedeutet, 75% der Pflanzen sollten auf
Selektionsmedium wachsen, die restlichen 25% aufgrund der fehlenden T-DNA absterben. Ein
anderes Aufspaltungsmuster wirde auf eine Integration der T-DNA an mehreren Loci
hinweisen. Zur single locus-Analyse wurden insgesamt 50 Pflanzen untersucht und statistisch
mit dem Xz-Test mit dem kritischen Wert XZ(L 0.05) ausgewertet. Jeweils 10 Pflanzen einer
identifizierten single-locus-Linie wurden erneut durch Selbstung vermehrt und in der
T3-Generation auf homozygotes Vorliegen der T-DNA Uberprift. Aus der T3-Generation
wurden nun jeweils 20 Pflanzen vermehrt und gemeinsam geerntet. Erst die T4-Generation
wurde zur Untersuchung hinsichtlich der Sensitivitdt gegentiber Genotoxinen (vgl. Abschnitt
2.14.6) und der homologen Rekombination (vgl. Abschnitt 2.14.7) untersucht beziehungsweise
zur cytologischen Untersuchung meiotischer Zellen (vgl. Abschnitt 2.14.8) verwendet.

2.14.6 Sensitivitatstests

Zur Charakterisierung der Sensitivitat verschiedener transgener Linien im Vergleich zur Mutante
rmi1-2 und dem entsprechenden Wildtyp, wurde deren Wachstum in Anwesenheit der
Genotoxine MMS und Cisplatin untersucht. Hierfiir wurde das oberflachensterilisierte Saatgut
nach der Stratifikation auf GM-Platten ausgebracht und flir sieben Tage im Anzuchtsschrank
Percival CU-36L4 inkubiert. Nun erfolgte das Umsetzen von sechsmal 10 Pflanzen in die
Vertiefungen einer 6-Well-Platte, in die zuvor 4 bzw. 5 ml flissiges GM vorgelegt wurden
(4 ml far Ansatze mit Genotoxinbehandlung bzw. 5 ml flir Kontrollansatze). Die Zugabe
von jeweils 1 ml Genotoxin-Losung fand am Folgetag statt. Hierzu wurden die
Genotoxinkonzentrationen entsprechend der gewlnschten Endkonzentration mit GM
Flissigmedium eingestellt. Die verwendeten Genotoxinkonzentrationen sind in Tabelle 2.6
aufgeflhrt.

Genau 14 Tage nach der Mutagenzugabe erfolgte die Bestimmung des Frischgewichts der
Pflanzen mit der Analysenwaage AB104-S. Uberschiissige Fliissigkeit wurde hierfir mit
Kichentichern durch leichtes Andricken entfernt. Die Auswertung erfolgte prozentual in
Bezug auf die unbehandelten Referenzansatze. Aus mindestens 3 unabhdngigen Analysen
wurde der Mittelwert mit Standardabweichung berechnet und in einem Saulendiagramm
dargestellt.
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Tabelle 2.6: Verwendete Genotoxinkonzentrationen fiir Sensitivitdtstests. Die angegebenen
Konzentrationen sind jeweils auf 5 ml Gesamtvolumen eines Wells bezogen und wurden fir jeden
Sensitivitatstest aus den gegebenen Stammldsungen (Cisplatin 1 mM, MMS 100%) hergestellt.

Genotoxin Konzentrationen
cis-Diamin-dichlorid-platin (1) (Cisplatin) 5uM /10 yM
Methylmethansulfonat (MMS) 40 ppm / 60 ppm / 80 ppm / 100 ppm

2.14.7 Bestimmung der Rekombinationsrate

Die Rate der somatischen homologen Rekombination wurde flir die etablierten transgenen
Linien, fur die rmi1-2 Mutante und flir den entsprechenden Wildtyp mit Hilfe von
Rekombinationstests bestimmt. Der Nachweis der HR verlauft Uber zwei nichtfunktionelle
Fragmente des B-Glucuronidase-Gens mit einem Uberlappenden homologen Bereich der
Reporterlinie IC9C (Molinier et al., 2004). Die beiden Fragmente liegen in direkter Orientierung
mit ca. 700 bp Abstand zueinander. Das C-terminale Fragment folgt dabei auf das N-terminale
Fragment, so dass eine Restaurierung des GUS-Gens nur durch intermolekulare homologe
Rekombination méglich ist. Durch intrachromosomale HR wirde ein zirkuldres DNA-Molekdl
entstehen, welches aus der chromosomalen DNA entfernt werden wiirde. Zur Bestimmung der
somatischen HR-Rate wurde das Saatgut sterilisiert (vgl. Abschnitt 2.14.3), Gber Nacht bei 4 °C
stratifiziert und am Folgetag auf GM Festmedium ausgesat. Nach sieben Tagen im
Anzuchtsschrank wurden pro Linie 40 Keimlinge in eine Halfte einer zweigeteilten Petrischale
(92 mm x 16 mm) in flissiges GM-Medium Uberflihrt. Verwendet wurden 9 ml GM fiir Anséatze
mit Genotoxin (Cisplatini und 10 ml GM fir Ansatze ohne Genotoxin. Am
darauf folgenden Tag erfolgte die Zugabe von 1 ml Cisplatinldsung in jeden Ansatz mit
Genotoxininduktion. Die Cisplatinkonzentration wurde zuvor mit flissigem GM eingestellt, um
eine Endkonzentration von 3 pM zu erreichen. Bis zur histochemischen Farbung wurden die
Pflanzen eine Woche im Anzuchtschrank inkubiert. Der Nachweis des funktionellen
B-Glucuronidase-Gens erfolgt durch die Umsetzung des kiinstlichen Substrats X-GIcA
(5-Brom-4-Chlor-3-indolyl-  B-D-Glucuronid) zu einem blauen unldslichen Farbstoff
(5,5’-Dibrom-4,4’-dichlorindigo). Hierfir wurden die Pflanzen fir 2 Tage bei 37 °C in 10 bis
12 ml Farbelésung (vgl. Abschnitt 2.3.3) inkubiert. AnschlieBend wurde die Farbeldsung durch
20 - 25 ml 70% (v/v) Ethanol (vergallt) ersetzt und die Ansatze Uber Nacht bei 60 °C inkubiert,
um die Blattfarbstoffe aus den Blattern herauszuldésen und so das Auszahlen der apparenten
Rekombinationsereignisse in Form blauer Areale zu ermdglichen. Die Lagerung der Proben
erfolgte bei Raumtemperatur. Zur Auswertung der Rekombinationstests wurden die blauen
Sektoren pro Pflanze (ohne Wurzel) bestimmt und der Mittelwert pro Ansatz berechnet. Zur
Bestimmung der Rekombinationsrate wurden die Mittelwerte aus 3 unabhéngige Experimente
gemittelt und die Standardabweichung berechnet.
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2.14.8 Praparation mannlicher Meiocyten

Die Chromatinpraparation mannlicher Meiocyten diente der cytologischen Untersuchung der
Chromosomen wahrend der Meiose. Hierzu wurden die Meiocyten aus den Antheren von
A. thaliana nach der Vorschrift von Armstrong et al. (2009) prapariert. In ca. 5 ml Fixierldsung
(vgl. Abschnitt 2.3.5) wurden die priméaren Blitenstéande ca. 4 Wochen alter A. thaliana Pflanzen
fixiert. Die Fixierldsung wurde erneuert bis die Blltenstande vollig entfarbt waren und keine
Grinfarbung der Lésung mehr auftrat. Diese Blitenstdnde konnten nun mehrere Wochen bei
Raumtemperatur bzw. mehrere Monate bei -20 °C in Fixierldsung aufbewahrt werden.

Zur Praparation mit Hilfe eines Binokulars wurden 3 bis 4 Blitenstande in einen schwarzen
Farbnapf Gberfuhrt und mit 1 - 2 ml frischer Fixierlédsung feucht gehalten. Bereits geotffnete
Bliten und postmeiotische Knospen mit sichtbar gelben Pollen wurden entfernt. Die
Ubrigen kugelférmigen Knospen wurden vom Blitenstand separiert und die Fixierldsung mit
einer Pasteurpipette abgesaugt. Nun wurden die Knospen zweimal fir 5 min in 1 bis 2 ml
0,01 M Citratpuffer (vgl. Abschnitt 2.3.5) gewaschen. Hierbei mussten aufschwimmende
Blitenknospen mit der Prapariernadel untergetaucht werden. AnschlieBend wurde der
Citratpuffer durch 1 ml Verdau-Lésung (333 pl Verdau-Stammlésung und 667 pl 0,01 M
Citratpuffer) ersetzt. Aufschwimmende Knospen wurden ebenfalls untergetaucht und der
gesamte Farbnapf fir 1,25 h bei 37 °C in einer feuchten Kammer inkubiert. Der
Cellulase/Pectolyase-Verdau wurde durch Austausch der Verdauldsung durch kaltes
sterilisiertes Leitungswasser gestoppt. Fir jedes Praparat wurden 3 Knospen mit einer
Pasteurpipette auf einen Objekttrager Ubertragen und Uberschissige Flissigkeit mit einem
Kichentuch aufgesogen. Die Knospen wurden mit einer flexiblen Prapariernadel zerquetscht,
wobei darauf geachtet wurde, dass das Praparat nicht austrocknet. Die zerdriickten Knospen
wurden mit 7 pl 60 % Essigsaure vermischt und anschlieBend fir ca. 30 s auf eine 45 °C
warme Heizplatte gelegt. Sobald sich der Tropfen leicht abgerundet hatte, wurde er mit je
1 ml Fixierlésung umkreist und abgesplult. Das Praparat wurde von der Rlckseite her mit
einem Fo6n vollstdndig getrocknet. Die Farbung des Chromatins erfolgte mit je 10 pl
VECTASHIELD Mounting medium with DAPI. AbschlieBend wurde ein Deckglas aufgelegt und
die Praparate bis zur Auswertung am Fluoreszenzmikroskop mit einem Filtereinsatz zur
Detektion von DAPI bei 4 °C und abgedunkelt aufbewahrt.
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3 Ergebnisse

3.1 Funktionelle Untersuchungen zu AtRMI1 in planta

Die Mutanten Atrmi1-1 und Atrmi1-2 weisen im Vergleich zum Wildtyp eine erhohte
Rekombinationsrate und ein reduziertes Wachstum nach Behandlung mit den DNA-
schadigenden Agenzien Cisplatin und MMS auf (Hartung et al., 2007). Aufgrund dieser
Phanotypen wird RMI1 eine Funktion in der Unterdriickung der somatischen HR und in der
Reparatur von DNA-Schaden in Folge von Crosslinks oder Alkylierungen zugewiesen. Da sich
diese Phanotypen ebenfalls in den Mutanten Atrecq4A und Attop3a widerspiegeln, wird eine
Funktion von RMI1 in Zusammenarbeit mit seinen Komplexpartnern RECQ4A und TOP3a zur
Unterdriickung von somatischen CO-Produkten angenommen (Hartung et al., 2006, 2008). Die
Funktion von RMI1 und dem RTR-Komplex in der Suppression somatischer COs ist evolutionar
stark konserviert. Zusatzlich zur somatischen Funktion Ubernimmt AtRMI1 eine wichtige Rolle
in der Auflésung meiotischer Rekombinationsintermediate. Es geniigt schon die Mutation von
AtRMI1, um die Fertilitdt der Pflanzen einzuschréanken beziehungsweise um eine Sterilitat der
Pflanzen herbeizufihren, wodurch die essentielle Funktion von AtRMI1 in der Meiose
offensichtlich wird (Hartung et al., 2008; Chelysheva et al., 2008). In Bezug auf die somatischen
und meiotischen Funktionen von AtRMI1 sollten nun die in unterschiedlichen Organismen
konservierten Proteinbereiche den verschiedenen Funktionen zugeordnet werden.

3.1.1 Experimenteller Aufbau des Komplementationsversuchs

Zu Beginn wurden anhand bereits veréffentlichter Daten zum RMI1-Homolog aus Saugern und
A. thaliana (Yin et al., 2005; Chelysheva et al., 2008; Raynard et al., 2008; Xu et al., 2008) die zu
deletierenden Bereiche des AtRMI1 Homolog anhand der konservierten Sequenzabschnitte
ermittelt. Die Sequenzhomologie zwischen HsRMI1 und AtRMI1 betragt auf die gesamte Lange
nur 15,5%, die Doménen an sich sind konserviert (vgl. Abbildung 3.1). Ahnlich wie das
menschliche Homolog enthalt auch AtRMI1 drei konservierte Bereiche: Die N-terminal
gelegene DUF1767 Domane (pfam08585) konnte den Aminosauren 101 bis 194 von AtRMI1
zugeordnet werden (Marchler-Bauer et al., 2007; Chelysheva et al., 2008). C-terminal von der
DUF1767 Doméane schlieBt sich die putative OB-fold Doméane 1 in dem Bereich von AS 115 bis
AS 191 an, diese wurde 2005 von Yin et al. fir das menschliche RMI1-Homolog bestimmt
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(Yin et al., 2005). Fir den Bereich AS 151 bis AS 196 wurde fir HsRMI1 (ehemals HsBLAP75)
eine essentielle Funktion fir die Bindung der Helikase BLM und der Topoisomerase
beschrieben. Das konservierte Lysin (K166) in diesem Bereich ist essentiell fir die Interaktion
mit der Topoisomerase und entspricht K235 in AtRMI1 (Raynard et al., 2008). In dem Konstrukt
RMI1AOB1 dieser Arbeit wurde der Sequenzbereich von AS 234 bis AS 258 deletiert, der das
konservierte Lysin enthalt. Der konservierte Bereich der OB-fold Domane 2 umfasst die

AtRMI1 (1) MRRRREQERYSSDEEEEDETE----—-—-————————————- TSEVEDSVE-————-—-——— FGIASSTQPETSHSSNSNENEGEREATSEVEREDVFG -
HSRMI1 (1) -
MmRMI1 (1) -
OSRMI1 (1) MRRRNLIETSDSDSBBGGGGEGARTAST PASASASASFPSVSGGECEDGHESPONPRSVPVOEPSPSSE PESPEEEI SDEEEAEAEFVIEEEEWNVVEDE
AtRMI1 (69) —————— NEBQBTEBD— — BsIPTBEYBvYBSESVEBCNDYERE-————-———————
HSRMI1 (1) MV TS TAERRAET - —————————-—

MmMRMI1 (1) MSVE. RVET——————————— —
OsRMI1 (101) EEEYEEVEEIEDPDGDSPFVDAPEHISPPPPPPPPARTPMPTPTPTPTPTPTRPPVPVWAAPLPIRTE’TPTPSAPPRIABP PAG-PSPIPPSSTPVS

AtRMI1 (100} ———————- ISE L c 5 E.TSIPIF.YI.DIAAKAKHCFE FFOMNLCEG LPP IELAGBEWLOUDE cerfikG
HSRMI1  (13) —-——--———- IQEE- NNNVNI.SQ ETPKGE LEGFYAL DVSPERES
MmRMI1 ~ (13) —————————-] m: IQEE NNNITLSQ LPD ELPKGE LNGFYAL DVSQPRYS
OsRMI1 (201) ALSGP LRQIDE FLRE PEW PG---FYGLG RCFE FAD AC HNAVLDGELELOMDE SarPERE

LtRMI1 (192) .ENAN—— nGLF{RCLKL iRIFGME‘IIPIKDLQILAPAGLKI 5-sUQVRH L ffeE IVEVLGGMVEELEER -

HsRMI1 (102) QIg! GENTTNDL AQVIPKPWEAK QIQGMEYQPI LHSD GTKI Y GNESERL LKPE LGGEVDALLEEY
MmRMI1 (102) QIQ GENTTNDL TRSTEKEWE VR TDGMTHIQGMEYQSTBATHSG GEKI GCELERL LKPE LGGEVDGLSE|

OsSRMI1 (298) RE¥RDRH—- nGPKRCLKL RIYGMEYRBIKDLEfEAPAGFKI HIRRGLF LIPE EELGGVDDELBEA -
AtRMIL1 (269) ——IKZR PIRGKRTRVGWPSLT TRATLARRSENGNDE--——- GNHIH GNHVNS FOLN -
HSRMI1 (202) EQF GEEDL SVI D DPAL SDEE TANNDT SE -BF TTEESSNT [ PTROS S FEPEFVISPRE-—— -
MmRMI1 (202) AQE GELDPT, PVI D L SDEELLA SAANNDVAME SEFSTGESSNTTRINPSGEERGCNISSRE-————
0sRMI1 (375) ——INR ISE PIRGKRKQGG—— PLSSRAT QGAS.P TPHEERL SQVGRTTQFMVDNLIBHVUMSNAQEQSRH
BtRMI1 (335) —————- B8 1 evHFERTEN SSREMDE PLASTNIGAIVSRVEHHQIDTISA ————— FSDIHETSSNEHRRAASTAGTGTSCS GACSGE----—-——-
HSRMI1 (296) —-———- KEEP) IHVMDGELDDES ETVQKEQMETKELY RESHNENT TNNE'I.T&,KNG S———EQMTN——
MmRMI1 (297) —————- KEKPPNQPTHFT DGEFDDES ETVQKEQMETKASQ TLKE i IFSHKPSS.NHTAI.IHKQGNS DERESEQMIH-—————
OsSRMI1 (470) IQEITMP&QPESLNRHNKEASASYRYNAQCSESGETRAMADEHVLVSNAQEQSPEIQEL TMQDQ.TILNGRNKEAIAST SYRYNEQCSESGTTRAMADER
RtRMI1 SEVEEMHIDT GRVR-———————————————— DETEHIYGSDSGEY-—————— HrEFsnMEvVDEE SVLS 1 ERB -0
HSRMI1 SEFSHcHV P IATDFENKERNLETONKEKDTSSS5 - DS IINREVVNYVQKRNSOTSNENDCNLY CSL NSI Iz
MmRMI1 (385) EDKFEDCESTRNHHKRFS-—-—--—— BHDETNDSKISEVDDERQQTLSSSNVHC I LNRKIDLS--EKSSQISKENGHPFR css SFEN'NT G
OSRMI1 NVHE@MORVQGETMPDHISA SSESKR--—- - ELSWTTESCY-DSRLAPHGUGNTGTRSGEATR-§SNVDDGENNEGHEISLCGENERE!
AtRMI1 (489) AlLSQKIA DTEHFIQGE-———--| FKQQST I LL,IVDD LIC QKRIGISSMEITAAI.SAPTSLNAI-MKEKI.K
HSRMI1 (484) SPPF AE‘I I s SH1GrsVPEMEPSKKDPLQ- - -¥OKEIEG:
MmRMI1  (475) HD SPPF VTTVT AFT SMIGESVPEMEQLRKD PLK---¥YKTELEG
OSRMI1 (663) DRGVOODTHEYEYGK-————— GLIT YKQSM D FITEAFVD I QNMIGLSAEELARATSEGGE-—AQANTRETMXA

BtRMI1 (583) IQLIL SSQYPV QGC.LTDARL.D.IRISSRTSSSLNPVV.L.P—
HSRMI1 (581) CQEDLI CCLHTI FNPSLSKAMVLALQDUNMEHLENLKKRLEK-—— ———————————————
MmRMI1 (572) CRRDLIDECCLMTISYDPSSCEKGVVLE GME:H LKKRLNK ,,,,,,,,,,,,,,,,,,
OsRMI1 (755) EEEELUNFEGTILIELNRDSSV) KGCEssDanoEIRRVEEFSGoGYMRSLDFMDET P

Abb. 3.1: Alignment der RMI1-Homologe aus A. thaliana, H. sapiens, M. musculus und O. sativa.
Identische Aminoséauren sind gelb beziehungsweise blau unterlegt, ahnliche griin. Die Sequenzbereiche,
die in den verschiedenen RMI1-Varianten dieser Arbeit deletiert wurden, sind rot markiert (ADUF: AS 101
bis 194; AOB1: AS 234 bis 258; AOB2: AS 485 bis 644). Der gelb markierte Bereich im N-Terminus
umfasst die konservierte DUF1767 Doméane (pfam08585; Marchler-Bauer et al., 2007; Chelysheva et al.,
2008), der darauf folgende blau markierte Sequenzbereich entspricht der putativen OB-fold Domane die
2005 fur HsRMI1 beschrieben wurde (Yin et al., 2005). Fir den grin markierten Aminosaurebereich
konnte im Menschen gezeigt werden, dass er essentiell fir die Bindung von HsBLM und HsTopollla ist.
Innerhalb der OB-fold Domane 1 wurde das konservierte Lysin (%) als essentielle Aminosaure fir die
Interaktion mit HsTopollla beschrieben (Raynard et al., 2008). Im C-Terminus liegt der konservierte
Bereich der OB-fold Doméane 2 (schwarz markiert; Chelysheva et al., 2008). Fir das menschliche
RMI1-Homolog konnte fiir diesen Bereich (hellblau) eine DNA-Bindeaktivitdit nachgewiesen werden
(Raynard et al., 2008).
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Aminosduren AS 485 bis AS 627 in A. thaliana und AS 480 bis AS 625 im Menschen. Flr das
Konstrukt RMITAOB2 wurde der Aminosaurebereich AS 485 bis AS 644 im C-Terminus
deletiert.

Zur funktionellen Untersuchung der konservierten Domanen in AtRMI1 wurden funf
verschiedene RMI1-Varianten kloniert. Alle Konstrukte setzen sich aus dem natlrlichen
Promotorbereich, der codierenden Sequenz von AtRMIT und dem natlrlichen
Terminatorbereich zusammen. Sowohl der Promotorbereich (1049 bp stromaufwarts des
Startcodons) als auch der Terminatorbereich (400 bp nach dem Stoppcodon), wurden aus
genomischer DNA amplifiziert und enthalten 5’-UTR (untranslated region) sowie 3’-UTR. Die
codierende Sequenz von AtRMI1 stammt aus der Amplifikation des cDNA Fragments im
Plasmid pGEM-Teasy-RMI1 (Knoll, 2007) und ist durch Start- und Stoppcodon begrenzt. In
diesem Bereich unterscheiden sich die in dieser Arbeit klonierten Komplementationskonstrukte
durch die Deletion einzelner RMI1-Doméanen (vgl. Abbildung 3.2). Hierzu wurden die
notwendigen Einzelfragmente aus cDNA amplifiziert und in einer zweiten PCR-Reaktion
Homologien fiir die weitere Klonierung mittels Uberhangprimern an die Einzelfragmente
angefigt (vgl. Tabelle 6.2). Die Einzelfragmente wurden anschlieBend Uber das
In-Fusion ® Prinzip in den zuvor linearisierten Vektor pSBO-2 (Bonnet, 2009) eingefligt. Dieser
basiert auf dem bindren Vektor pPZP201 (Hajdukiewicz et al., 1994) und enthalt zusatzlich
einen BAR open reading frame mit 35S-Promotor und 35S-Terminator innerhalb der
Bordersequenzen der T-DNA. Die Integration der RMI7-Sequenzbereiche mit Promotor
und Terminator erfolgte jeweils stromaufwarts der BAR-Kassette in die Pacl-
Restriktionsschnittstelle der MCS von pSBO-2. In Abbildung 3.2 ist eine Ubersicht der
klonierten RMI1-Komplementationskonstrukte dargestellt.

pRMIL E P - | oB1 RMI1 -] T |P-PPTR-T E
PRMI1ADUF E P RMIL -] T |P-PPTR-T E
SO i I oSO | N B i
PRMILAOB2 E P RMIL #‘ T |P-PPTR-T a

pRMILADUFAOB1 E P R RMI1 - T |P-PPTR-T E

Abb. 3.2: Ubersicht der T-DNA-Bereiche der verschiedenen RMI1-Komplementationsvektoren.
Schematisch dargestellt sind die T-DNA-Bereiche der flinf Plasmide, die durch Agrobakterien-vermittelte
Transformation stabil in das Genom der jeweiligen Linien integriert wurden. Die deletierten Bereiche sind
durch einen Stern gekennzeichnet. Jedes Konstrukt enthélt einen BAR open reading frame mit 35S
Promotor und Terminator des Blumenkohl-Mosaik-Virus (P - PPT? - T) zur Selektion positiver
Transformanden Uber die PPT-Resistenz. Die Konstrukte werden durch die Sequenzen der left border
(LB) und right border (RB) begrenzt, die flr die Agrobakterien-vermittelte Transformation bendtigt
werden.
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Das Plasmid pRMI1 enthélt die gesamte codierende Sequenz von AtRMI1 unter Kontrolle des
natirlichen Promotors und Terminators (vgl. Abbildung 3.2, 3.3). Die Expression dieses
Konstrukts flihrt zu einem Protein, das dem natlrlichen AtRMI1 entspricht.

Waéhrend der Klonierungen wurde jedes Fragment nach der Amplifikation und Aufreinigung
mittels Agarose-Gelelektrophorese auf die richtige GréBe und auf Verunreinigungen kontrolliert.
Fir die In-Fusion®Reaktion wurde der DNA-Gehalt der einzelnen Proben mit dem
Qubit ® Fluorometer bestimmt und im Verhaltnis 2:1 (Vektor:Insert) eingesetzt. In Abbildung 3.3
ist beispielhaft das Klonierungsschema zum Plasmid pRMI1 gezeigt.

In der codierenden Sequenz der vier Deletionskonstrukte wurde entweder der Bereich der
DUF1767 Doméane, der OB-fold Domane 1, der OB-fold Domane 2 oder der DUF1767 Domane
und der OB-fold Doméane 1 entfernt (vgl. Abbildung 3.2). Zur Amplifikation der Einzelfragmente
fur die Konstrukte RMITADUF, RMITAOB1 und RMI1AOB2 wurde das Plasmid pRMI1 als
Matrize verwendet. Fir das Konstrukt RMITADUFAOB1 wurde der Sequenzbereich des

Klonierungsschema zum Plasmid pRMI1

Amplifikation der Einzelfragmente

RMI1
Promotor 1-1935bp Terminator
DUF1767 OB1 0oB2
Anfiigen der Homologiebereiche
RMI1
Promotor 1-1935bp Terminator
[ - [ [CEELT = T[] 1
DUF1767 OB1 0oB2

Homologie-basierte Klonierung in den Vektor pSBO-2 * Pacl

pSBO-2 * PacII RMI1

X DUF1767 OB1 0B2

Abb. 3.3: Klonierungsschema zum Plasmid pRMI1. Die Amplifikation des Promotorbereiches (P) und
des Terminatorbereiches (T) erfolgte aus genomischer DNA. Fir die Amplifikation der codierenden
Sequenz von AtRMI1 wurde das Plasmid pGEM-Teasy-RMI1 (Knoll, 2007) verwendet. Zusétzlich sind im
Schema die drei konservierten RMI1-Démanen angegeben: DUF1767 Domane, OB-fold Domane 1 (OB1)
und die OB-fold Doméne 2 (OB2). Die fur die Homologie-basierte In-Fusion®Reaktion bendtigten
homologen Bereiche (farblich markiert) wurden in einer zweiten PCR-Reaktion angefligt. Zur Herstellung
des Vektors pRMI1 wurde der mit Pacl linearisierte Vektor pSBO-2 mit dem Promotorfragment, dem
Fragment der codierenden RMI7-Sequenz und dem Terminatorfragment Uber die Homologien
rekombiniert. Die Restriktionsschnittstelle fiir Pacl blieb dabei beidseitig erhalten.

pSBO-2 * Pacl

><

!
T
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Promotors bis zur DUF1767 Doméne und der daran anschlieBende Bereich bis zur OB-fold
Domane 1 aus dem Plasmid pRMI1TADUF amplifiziert. Die benétigten homologen Bereiche
wurden auch in diesem Fall in einer zweiten PCR-Reaktion mit Uberhangprimern (vgl. Tabelle
6.2) angeflgt. Das zweite Fragment, dass den RMI1-Sequenzbereich nach der OB-fold
Domane 1 (775 bp bis 1935 bp) und den Terminatorbereich umfasst, wurde bereits fur die
Klonierung von pRMI1AOB1 amplifiziert und konnte fir das Konstrukt RMITADUFAOB1
ebenfalls eingesetzt werden.

Um Schnittstellen zwischen Promotorbereich, codierender Sequenz und Terminatorbereich
sowie innerhalb der codierenden Sequenz nach Deletion der einzelnen Doménen zu
vermeiden, wurden die einzelnen DNA-Fragmente Uber Homologie-basierte Klonierungsablaufe
mit dem linearisierten Vektor pSBO-2 verkniipft. Die Uberhdnge im 5’ Bereich des Promotors,
sowie im 3 Bereich des Terminators wurden so konzipiert, dass die verwendete
Restriktionsschnittstelle Pacl der MCS (multiple cloning site) des Vektors pSBO-2 nach der
In-Fusion ® Reaktion beidseitig der eingefligten Fragmente erhalten blieb (Klonierungsschemata
zu den Deletionskonstrukten sind im Anhang dargestellt, Abbildung 6.1, 6.2, 6.3, 6.4).

Vor der Transformation der klonierten Plasmide wurden der RMI7-Sequenzbereich mit
Promotor- und Terminatorsequenz, sowie die Verknlpfungsbereiche mit dem Vektor
sequenziert. Bis auf eine Punktmutation in den Konstrukten pRMI1 und pRMI1AOB2 sind keine
Veranderungen in den Sequenzen aufgetreten. Bei dieser Mutation handelt es sich um einen
Austausch der Base Thymin an der Stelle 779 der RMI1 cDNA-Sequenz zu einem Cytosin. Da
sowohl das Triplett TTA als auch CTA fir die Aminosaure Leucin codiert, handelt es sich
bei dieser Punktmutation um eine stille Mutation. Daher hat die Sequenzverédnderung keine
Einfluss auf die Proteinstruktur und alle Konstrukte wurden flr die weiteren Analysen

verwendet.

Die Vektoren pRMI1, pRMI1ADUF, pRMI1AOB1, pRMI1AOB2 und pRMI1ADUFAOB1
wurden Uber Agrobakterien-vermittelte Transformation in die Mutanten Atrmi7-1 1C9C
beziehungsweise Atrmi1-2 IC9C transformiert (vgl. Abschnitt 2.13.3).

Um negative Auswirkungen aufgrund der Expression des Konstrukts auszuschlieBen, wurde
zusatzlich jedes Konstrukt zur Kontrolle auch in den dazugehérigen Wildtyp (IC9C)
transformiert. Aus jedem Transformationsansatz wurden mehrere transgene homozygote
single-locus Linien etabliert, die aufgrund unterschiedlicher T-DNA-Integrationsorte genetisch
verschieden waren. Sowohl die single-locus Analysen (T2-Generation), als auch die
Identifizierung der Linien, die das eingebrachte Konstrukt homozygot trugen (T3-Generation),
wurden anhand der eingebrachten PPT-Resistenz durchgeflhrt (vgl. Abschnitt 2.14.5).

Die sterile Atrmi1-1 Mutante musste zuséatzlich vor jeder Vermehrung auf die hemizygot
vorliegende Deletion Uberprift werden, da Pflanzen mit homozygot vorliegender Deletion steril
sind (vgl. Abschnitt 2.12.6, Abbildung 2.3).
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Vor Beginn der Untersuchungen wurden die Linien der T4-Generation nochmals auf alle
relevanten genotypischen Eigenschaften Uberprift. Dazu gehdrte die PCR-basierte
Genotypisierung in Bezug auf die T-DNA Insertion im Genlocus AtRMI1 der Atrmi1-2 1C9C
Linie und die Deletion von 2 kb der Mutante Atrmi7-1 IC9C. Das Reporterkonstrukt 1C9C
konnte anhand der Hygromycinresistenz und die RMI1-Konstrukte anhand der PPT-Resistenz
auf Homozygotie getestet werden.

Fir die weiteren Arbeiten wurden nur transgene Linien verwendet, die sowohl single-locus und
homozygot in Bezug auf das eingebrachte Konstrukt waren, das Reporterkonstrukt 1C9C
homozygot trugen und auch die Mutation im Genlocus AtRMIT hemizygot (rmii1-1)
beziehungsweise homozygot (rmi7-2) enthielten.

Die verschiedenen Untersuchung der finf RMI7-Varianten in Atrmi1-2 1C9C wurde mit jeweils
vier transgenen Linien pro Konstrukt durchgefiihrt. Die Auswirkungen der jeweiligen Konstrukte
auf den Wildtyp (IC9C) in Bezug auf die Sensitivitdit gegenliber Genotoxinen und die
Rekombinationsrate wurden pro Konstrukt anhand von zwei genetisch verschiedenen Linien
Uberprift. Die Sensitivitat gegenliber Cisplatin (5 und 10 uM) beziehungsweise die Sensitivitat
gegeniiber MMS (40, 60, 80 und 100 ppm) ergab fiir die unterschiedlichen Konzentration des
verwendeten Genotoxins ein vergleichbares Ergebnis, daher werden jeweils nur die Daten einer
Genotoxinkonzentration (Cisplatin 10 yM, MMS 60 ppm) angegeben. Die Bestimmung der
Rekombinationsrate im IC9C-Hintergrund (Molinier et al., 2004) erfolgte sowohl im
uninduzierten Zustand, als auch nach Induktion von DNA-Schaden durch das Agens
Cisplatin (3 uM). Das verwendete Reporterkonstrukt ICOC besteht aus zwei Teilfragmenten des
Reportergens der B-Glucuronidase (GUS), durch welche sich intermolekulare
Rekombinationsereignisse nachweisen lassen (vgl. Abschnitt 2.14.7).

Fir die Mutante Atrmi1-1 wurden jeweils 2 transgene Linien auf den entsprechenden
meiotischen Phanotyp der Mutante Uberprift. Da die Ergebnisse zur cytologischen
Untersuchung der Pollenmutterzellen beziehungsweise der Fertilitdt (Samenzahl pro Schote)
Ubereinstimmten, werden nur die Ergebnisse einer reprasentativen Linie dargestellt.

3.1.2 Expression der RMI1-Komplementationskonstrukte im Wildtyp

Um mdgliche sekundare Effekte aufgrund der Expression der verschiedenen RMI7-Konstrukte
auf den Wildtyp (IC9C) ausschlieBen oder in die Bewertung der Ergebnisse miteinbeziehen zu
kénnen, wurden die Plasmide pRMI1, pRMI1ADUF, pRMI1AOB1 und pRMI1AOB2 zusatzlich
zu den beiden Atrmi1-Mutanten auch in den dazugehdrigen Wildtyp (IC9C) transformiert.

Zusatzlich zur T-DNA-vermittelten PPT-Resistenz wurde die Expression der RMI71-Konstrukte
mit Hilfe von quantitativer Real-Time PCR ermittelt (vgl. Abschnitt 2.12.8). Durch die
verwendete Primerkombination konnte die sowohl die Expression des natirlichen AtRMI1 im
Wildtyp und der Atrmi1-2 Mutante, als auch die Expression der verschiedenen eingebrachten
RMI1-Konstrukte nachgewiesen werden. Die relative normalisierte Expression der Konstrukte
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in den etablierten Linien ist bezogen auf die Expression von AtRMI71 im Wildtyp (IC9C) und in
Abbildung 3.4 im Vergleich zur Expression von A{RMI1 im Wildtyp und in Atrmi1-2 dargestellt.
Durch das Doppeldeletionskonstrukt pRMI1ADUFAOB1 sollte bestéatigt werden, dass im
Gegensatz zu den einzelnen Deletionen der DUF1767 Doméane und der OB-fold Doméne 1
keinerlei Komplementation in der Atrmi71-2 Mutante mehr erfolgt. Die Expression und auch die
Auswirkungen des Konstruktes RMI1TADUFAOB1 auf den Wildtyp (IC9C) wurde nicht getestet.
Das verwendete Reporterkonstrukt [C9C dient der Bestimmung der somatischen
Rekombinationsrate anhand der Restaurierung eines funktionellen GUS-Gens aus zwei nicht
funktionellen GUS-Fragmenten. Diese Ereignisse lassen sich anhand der Aktivitdt der
B-Glucuronidase nachweisen, da diese in der Lage ist das Substrat X-GICA in einen blauen
unléslichen Farbstoff umzusetzen. Aus jeder Transformation wurden mehrere homozygote
single-locus Linien etabliert, die sich jeweils im Integrationsort des RMI1-Konstruktes
unterschieden.

Im Vergleich zum Wildtyp (IC9C) =zeigt die Atrmi1-2 Mutante eine deutlich erhdhte
Rekombinationsrate. Durch die Behandlung mit dem Genotoxin Bleomycin, wird diese zwar
noch weiter erhdht, das Verhaltnis zum Wildtyp bleibt aber gleich (Hartung et al., 2008). Der
selbe Effekt konnte auch bereits fir die Verwendung von Cisplatin zur Induktion von DNA-
Schaden bei der Bestimmung der somatischen Rekombinationsfrequenz von Atrecq4A
beschrieben werden, welches ebenfalls Bestandteil des RTR-Komplexes ist (Schropfer, 2012).
Sowohl die Untersuchung der somatischen intermolekularen Rekombinationsfrequenz
(uninduziert, Cisplatin-induziert), als auch die Sensitivitat gegentiber den Genotoxinen Cisplatin
und MMS, zeigten keine Veranderungen der etablierten Linien im Vergleich zum Wildtyp (IC9C)
(vgl. Abbildung 3.5). Getestet wurden hierflir jeweils zwei Linien mit den Konstrukten pRMI1,
pRMI1ADUF, pRMI1AOB1 und pRMI1AOB2 im WT mit IC9C-Hintergrund. Die Linien
IC9C::RMI1ADUFAOB1 befanden sich zum Zeitpunkt der Analyse noch in der T3 Generation
und konnten nicht getestet werden.

Expression der RMI1-Konstrukte im Wildtyp (IC9C)

rel. normalisierte Expression

Kontrollen 1C9C::RMI1 IC9C::RMI1ADUF | IC9C::RMI1A0B1 | IC9C::RMI1A0B2

Abb. 3.4: Relative normalisierte Expression der verschiedenen RMI1-Konstrukte im Wildtyp (IC9C).
Die Expression der RMI1-Konstrukte (RMI1, RMI1ADUF, RMI1AOB1 und RMI1LAOB2) im Wildtyp wurde
anhand quantitativer Real-Time-PCR ermittelt. Die relative normalisierte Expression des Konstruktes ist
bezogen auf die natirlichen Expression von AtRMI1 in IC9C.
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(A) HR uninduziert (B) HR Induziert - Cisplatin (3 pM)
100

80

60

1 FITrrerm

rel. Rekombinationsrate [%]
rel. Rekombinationsrate [%]

Icoc | rmit-2 IcoC | rmit-2 | #782
Kontrollen IC9C::RMI1 IC9C::RMI1ADUF | IC9C::RMITA0B1 | IC9C::RMI1A0B2 Kontrollen 1C9C::RMI1 IC9C::RMITADUF | IC9C::RMI120B1 | IC9C::RMI120B2
(C) Sensitivitit gegeniiber Cisplatin (10 pM) (D) Sensitivitat gegeniiber MMS (60 ppm)

rel. Frischgewicht [%]
rel. Frischgewicht [%]

ICoC | rmi1-2 | #782 ICoC | rmi1-2 | #782

Kontrollen IC9C::RMI1 1C9C::RMI1ADUF | IC9C::RMI120B1 | IC9C::RMI120B2 Kontrollen 1C9C::RMI1 IC9C::RMI12DUF | IC9C::RMI120B1 | IC9C::RMI120B2

Abb. 3.5: Auswirkungen der RMI1-Komplementationskonstrukte auf den Wildtyp (IC9C). Die
klonierten RMI1-Konstrukte pRMI1, pRMI1ADUF, pRMI1AOB1 und pRMI1AOB2 wurden zur
Untersuchung des Einflusses auf den Wildtyp in die Reporterlinie IC9C transformiert. Es wurden je
Konstrukt zwei homozygote single locus Linien bezlglich der Auswirkungen der exprimierten RMI1-
Varianten auf die somatische Rekombination (A,B) und auf die Sensitivitdt gegenliber der Genotoxine
Cisplatin (C) und MMS (D) untersucht In den verwendeten Linien lasst sich aufgrund der Expression der
Konstrukte keine starke Abweichung vom Phanotyp des Wildtyps feststellen. Dargstellt sind die
Ergebnisse der Bestimmung der spontanen somatischen Rekombinationsrate (A), sowie die somatische
Rekombinationsrate nach Induktion von DNA-Schaden durch Cisplatin (B) anhand des
Reporterkonstruktes IC9C. Das Frischgewicht der Pflanzen ist nach einer Behandlung mit Cisplatin
(10 pM) (C) oder MMS (60 ppm) (D) dargestellt. Die Auswertung der Rohdaten erfolgt relativ, bezogen auf
die erhdhte Rekombinationsrate der Atrmi1-2 Mutante (100%) oder auf das Frischgewicht der jeweiligen
unbehandelten Probe.

3.1.3 Komplementation der somatischen Phanotypen von Atrmi1-2 mit dem
Konstrukt RMI1

Das eingebrachte cDNA-Konstrukt pRMI1 fuhrt zur Bildung eines 644 AS langen RMI1-
Proteins, das identisch zum naturlichen AtRMI1 ist. Die Expression von RMI1 des Konstrukts
wurde mit Hilfe von quantitativer Real-Time PCR fir 14 Tage alte Pflanzen der verwendeten
Linien analysiert und mit der natirlichen Expression des intakten RMI1 aus dem Wildtyp (IC9C)
verglichen. Es konnten unterschiedliche Expressionsstarken des Konstruktes in den genetisch
verschiedenen Linien rmi71-2 1C9C::RMI1 #463, #464; #466 und #474 festgestellt werden. In
Abbildung 3.6 sind die ermittelten normalisierten Expressionswerte bezogen auf die AtRMI1-
Expression im Wildtyp angegeben. Zum Vergleich ist auch die Expression von RMIT1 in der
Atrmi1-2 Mutante dargestellt.
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Expression: WT-Konstrukt in Atrmi1-2
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Abb. 3.6: Relative normalisierte Expression des WT-Konstruktes RMI1 in Atrmi1-2. Die Expression
des von RMI1T des Konstruktes in der Mutante Atrmi7-2 wurde anhand quantitativer
Real-Time PCR ermittelt. Die relative normalisierte Expression des Konstruktes ist bezogen auf die
natdrlichen Expression von AtRMI1 in IC9C. Zum Vergleich ist auch die Expression des trunkierten RMI1
in Atrmi1-2 dargestellt.

Die Komplementation der verschiedenen Phanotypen der Atrmi1-2 Mutante stellt eine wichtige
Grundlage fir die Einordnung der Ergebnisse der verschiedenen Deletionskonstrukte dar.

Die vollstandige Aufhebung des hyperrekombinativen Phanotyps der rmi1-2 Mutante erfolgt
durch die Expression des vollstandigen RMI1 in den vier etablierten Linien. Nach Induktion von
DNA-Schaden durch Cisplatin zeigen drei der untersuchten Linien (#464, #466, #474) eine
geringere Rekombinationsrate als der Wildtyp. In diesen Linien ist die Expression des RMI1
des Konstrukts im Vergleich zur Linie #463 deutlich erhdht. Die Expression der
Linie #463 ist aber ausreichend um den hyperrekombinativen Phanotyp der Mutante
vollstandig aufzuheben. Das rekombinante RMI1-Protein ist also in der Lage die natlrliche
Funktion von AtRMI1 bezlglich der Unterdrickung der somatischen HR zu Ubernehmen
(vgl. Abbildung 3.7).

Zum somatischen Phanotyp der rmi1-2 Mutante gehért ebenfalls die erhdhte Sensitivitat
gegenuber den DNA-schadigenden Agenzien Cisplatin und MMS. Die rmi71-2 Mutanten zeigen
ein stark reduziertes Wachstum, nach zwei Wochen Inkubation in Flissigmedium mit 5 pyM und
10 puM Cisplatin beziehungsweise mit 40, 60, 80 und 100 ppm MMS. In den Linien #464, #466
und #474 kann auch hier der hypersensitive Phanotyp der Atrmi7-2 Mutanten im Vergleich zum
Wildtyp vollstdndig komplementiert werden. Die Linie rmi7-2 IC9C::RMI1 #463, mit einer
geringeren Expression des RMI1 des Konstruktes im Vergleich zu den Linien #464, #466 und
#474 zeigt eine leicht erhdhte Sensitivitat sowohl gegentber MMS, als auch Cisplatin, ist aber
deutlich vom Wachstumsverhalten der Mutante zu unterscheiden. In Bezug auf die
Komplementation scheint eine geringere Expression des RMI1-Konstrukts, die Vollstandigkeit
der Komplementation des hypersensitiven Phanotyps der rmi7-2 Mutante zu beeinflussen,
nicht aber auf den hyperrekombinativen Phanotyp. Dieser lasst sich mit einer schwachen
Expression des rekombinanten RMI1 Proteins komplementieren.
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Abb. 3.7: Komplementation der Atrmi1-2 Mutante mit dem Konstrukt RMI1. Aus der Transformation
der Atrmi1-2 Mutante mit dem Plasmid pRMI1 wurden mehrere genetisch verschiedene transgene Linien
etabliert. Vier dieser Linien wurden auf die Phanotypen der rmi7-2 Mutante bezlglich
erhdhter Rekombinationsrate (A, B) und erhdhter Sensitivitat gegentiber Cisplatin (10 pM) (C) und MMS
(60 ppm) (D) untersucht. Zum Vergleich wurden jeweils die Kontrollen WT (IC9C) und die rmi1-2 Mutante
mit angegeben. Alle untersuchten Linien befinden sich im IC9C-Hintergrund zur Bestimmung der
somatischen Rekombinationrate. Die Ermittlung der Rekombinationsrate erfolgte sowohl nach Induktion
von DNA-Schaden durch Cisplatin (3 pM) (B) als auch undinduziert (A). Zur Auswertung der Ergebnisse
wurden die Daten relativ in Bezug auf die Rekombinationsrate der Mutante (100%) betrachtet. Eine
Komplementation des hyperrekombinativen rmi7-2 Phénotyps ist mit allen transgenen Linien durch die
Expression des rekombinanten RMIT moglich. Die Ermittlung der Sensitivitdt erfolgte anhand des
Frischgewichts von jeweils 10 Pflanzen nach 14 Tagen in flissigem GM mit der entsprechenden
Endkonzentration an MMS (60 ppm) oder Cisplatin (10 uM). Das relative Frischgewicht wurde durch
drei unabhangige Experimente anhand des Gewichts einer unbehandelten Probe der jeweiligen Linie
ermittelt. Es konnte durch die Transformation mit pRMI1 eine vollstdndige Komplementation in 3 Linien
(#464, #466, #474) erreicht werden. Das Wachstum der Linie #463 ist auch mit Komplementations-
konstrukt leicht reduziert, aber deutlich von Frischgewicht der Mutante zu unterscheiden.

3.1.4 Funktion der DUF1767 Domane im N-Terminus

Zur Untersuchung der Funktion der DUF1767 Domane in Bezug auf die unterschiedlichen
Phanotypen der Atfrmi1-2 Mutante wurde das Konstrukt pRMITADUF kloniert und in die
Mutante rmi1-2 transformiert. Aus dem Saatgut dieser Transformation wurden mehrere Linien
mit unterschiedlichem Integrationsort des Konstruktes etabliert. Das exprimierte Konstrukt
zeichnet sich durch die Deletion der DUF1767 Doméne im N-Terminus aus und resultiert in
einem Protein mit 550 AS. In Abbildung 3.8 sind die Werte der relativen normalisierten
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Expression von RMI1 der vier etablierten Linien rmi1-2 IC9C::RMI1ADUF (#496, #497, #498
und #505) bezogen auf das Expressionsniveau im Wildtyp IC9C dargestellt.

In Bezug auf den hyperrekombinativen Phanotyp der Afrmi71-2 Mutante sind im uninduzierten
Zustand zunachst zwei Linien (#496, #497) zu erkennen, deren Rekombinationsrate intermediar
zum Wildtyp und zur Mutante liegt (vgl. Abbildung 3.9). Nach Induktion mit Cisplatin ist es
aufgrund einer geringeren Standardabweichung moglich drei (#496, #497, #498) der vier
getesteten Linien diesem intermediaren Phanotyp zuzuordnen. Die Rekombinationsrate der
Linie #505 entspricht weiterhin der von Atrmi1-2.

In Bezug auf die Sensitivitdt gegeniber Cisplatin (10 pM) und MMS (60 ppm) flhrt das
rekombinante RMI1 Protein mit der deletierten DUF1767 Domane zu keiner Komplementation
des hypersensitiven Phanotyps der Atrmi1-2 Mutante. Alle vier untersuchten Linien zeigen eine
unveranderte erhdhte Sensitivitdt gegentiber den Genotoxinen Cisplatin und MMS im Vergleich
zum Wildtyp. Demnach ist die DUF1767 Domane essentiell fiir die Reparatur von Schaden, die
durch Cisplatin und MMS verursacht werden.

Expression: Konstrukt RMI1ADUF in Atrmi1-2
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Abb. 3.8: Relative normalisierte Expression von RMITADUF des Deletionskonstruktes in Atrmi1-2.
Die Expression von RMI1 des RMITADUF Konstruktes in der Mutante Atrmi1-2 wurde anhand
quantitativer Real-Time-PCR ermittelt. Die relative normalisierte Expression des Deletionsonstruktes
RMI1ADUF ist bezogen auf die naturlichen Expression von AtRMI1 in IC9C. Zum Vergleich ist auch die
Expression des trunkierten RMIT1 in Atrmi1-2 dargestellt. Die Expressionswerte wurden durch drei
unabhangige Wiederholungen ermittelt.

64



Ergebnisse

(A) HR (uninduziert) (B) HR (induziert — 3 uM Cisplatin)
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Abb. 3.9: Komplementation der Atrmi71-2 Mutante mit dem Deletionskonstrukt RMI1ADUF. Die
Expression von RMI1TADUF resultiert in einem rekombinanten RMI1 Protein von 550 AS mit einer
Deletion im N-Terminus, die den Bereich der DUF1767 Doméane umfasst. Dargestellt sind die Ergebnisse
zur somatischen Rekombination (uninduziert (A) bzw. Cisplatin-induziert (B)) und der Sensitivitat
gegeniber Cisplatin (C) und MMS (D) jeweils im Vergleich zum Wildtyp (IC9C) und zur rmi7-2 Mutante.
Die Auswertung der somatischen Rekombination erfolgte relativ zur Rekombinationsrate der rmi1-2
Mutante. Durch das RMI1 Protein mit Deletion der DUF1767 Doméne konnte keine vollstdndige
Komplementation des hyperrekombinativen rmi7-2 Phanotyps erreicht werden. Im uninduzierten
Zustand zeigen zwei (#496, #497) der vier getesteten Linien einen intermedidren Phanotyp. Nach einer
Behandlung mit Cisplatin konnten durch eine kleinere Standardabweichung drei (#496, #497, #498) der
vier Linien diesem intermediaren Phanotyp zugewiesen werden. In Bezug auf die Sensitiviat ist keine
Veranderung der etablierten Komplementationslinien im Vergleich zur Mutante auszumachen.

3.1.5 Funktion der OB-fold Doméane 1 im N-Terminus

Um auch die Funktion der OB-fold Domane 1 naher einordnen zu konnen, wurde
das Deletionskonstrukt pRMI1AOB1 kloniert, in dem der konservierte Bereich der
OB-fold Doméne 1 nicht enthalten war. Dieses Konstrukt wurde in die Mutante Atrmi7-2 im
IC9C-Hintergrund Uber Agrobakterien-vermittelte Transformation eingebracht. Die Expression
des Konstruktes erfolgt durch die natlrliche Promotor- und Terminatorsequenz und resultiert in
einem Protein mit 619 AS. Nach der Etablierung mehrerer genetisch verschiedener single-locus
Linien wurden vier Linien, die das RMI1LAOB1 Konstrukt homozygot enthielten, in der
T4-Generation zur Ermittlung der Expression von RMI1AOB1 Konstruktes, sowie zur
Untersuchung der somatischen HR und der Sensitivitdt gegeniber DNA-schadigenden
Agenzien verwendet (vgl. Abbildung 3.10 und 3.11).
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Die ermittelten Expressionsdaten von AtRMI1 in den Linien rmi1-2 IC9C::RMI1AOB1 wurden
auf das natlrliche Expressionslevel von AtRMI1im Wildtyp bezogen. Zum Vergleich der
etablierten Linien wurde ebenfalls die Expression in Atrmi71-2 gemessen. Die Expressionslevel
der etablierten Linien #507, #509, #510 und #511 sind im Vergleich zur Mutante erhdht. In den
Linien #507 und #511 wird aber durch die Expression des Konstrukts RMI1AOB1 nicht das
naturliche AtRMI1-Expressionsniveau erreicht (vgl. Abbildung 3.10).

Die Auswertung der Rekombinationsdaten der vier rmi1-2 IC9C::RMI1AOB1 Linien ergab keine
Komplementation des hyperrekombinativen Phanotyps der rmi7-2 Mutante (vgl. Abbildung
3.11). Ohne die Induktion von DNA-Addukten durch Cisplatin konnte fir zwei (#509, #511) der
getesteten Linien eine leicht reduzierte Rekombinationsrate im Vergleich zur rmi7-2 Mutante
festgestellt werden. Durch die Analyse der Rekombinationsrate nach Behandlung mit Cisplatin
(8 uM) konnten alle vier getesteten Komplementationslinien einem Rekombinationsphanotyp
zugewiesen werden, der intermediar zur Rekombinationsrate des Wildtyps und der Mutante
liegt. Auch die Linien #507 und #511, die eine geringe Expression des eingebrachten
Deletionskonstruktes RMITAOB1 aufweisen, zeigen eine vergleichbare Rekombinationsrate wie
die Linien #509 und #511 mit einer hoheren Expression des Konstruktes. Im Gegensatz zur
Komplementation des Rekombinationsphanotyps, sind die Ergebnisse der Sensitivitatstests
eindeutig dem Phanotyp der rmi1-2 Mutante zuzuordnen. Die Expression von RMI1AOB1
ermoglicht also keine Aufhebung des hypersensitiven Phanotyps. Alle vier getesteten
rmi1-2 IC9C::RMI1AOB1 Linien zeigen weiterhin das reduzierte Wachstum von Atrmi1-2 im
Vergleich zum Wildtyp (IC9C). Die Ermittlung der Daten zur Sensitivitdt gegenlber Cisplatin
(10 uM) und MMS (60 ppm) erfolgte in drei unabhangigen Experimenten, wobei jede Linie
relativ zu einer unbehandelten Probe ausgewertet wurde, die Ergebnisse der drei Ansétze
wurden gemittelt und die Standardabweichung berechnet.

Expression: Konstrukt RMI1AOB1 in Atrmi1-2
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Abb. 3.10: Relative normalisierte Expression des Deletionskonstruktes RMI1AOB1 in Atrmi1-2. Die
Expression des RMI1AOB1 Konstruktes in der Mutante Atrmi1-2 wurde anhand quantitativer Real-Time-
PCR (N = 3) ermittelt. In dieser Abbildung ist die relative normalisierte Expression von RMI1AOB1
bezogen auf die natirliche Expression von AtRMI1 in IC9C. Zum Vergleich ist auch die Expression des
trunkierten RMI1 in Atrmi71-2 dargestellt. In den Linien #507 und #511 konnte nur eine schwache
RMI1AOB1 Expression detektiert werden, diese liegt aber tber dem der Atrmi7-2 Mutante.
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Abb. 3.11: Komplementation der Atrmi1-2 Mutante mit RMI1AOB1. Die Transformation des
Konstruktes RMI1AOB1 erfolgte in die Atrmi1-2 Mutante, die sich durch einen hyperrekombinativen und
hypersenisitiven Phanotyp auszeichnet. In Bezug auf die somatische Rekombination, ohne Induktion von
DNA-Schaden, konnte bei zwei (#509, #511) der vier etablierten Komplementationslinien rmi7-2xIC9C::
RMI1AOB1 eine leichte Reduktion der Rekombinationsrate ermittelt werden (A). Nach der Induktion von
DNA-Schaden durch die Behandlung der Pflanzen mit Cisplatin (3 pM), konnte fir alle vier Linien ein
Reduktion der Rekombinationsrate auf etwa die Hélfte festgestellt werden (B). Die Darstellung der
Rekombinationsrate erfolgt relativ zur rmi7-2 Mutante. Die aus den drei durchgeflhrten unabhangigen
Experimenten berechnete Standardabweichung ist als Fehlerbalken den Mittelwerten der einzelnen
Linien zugeordnet. Die Bestimmung der Sensitivitdt der etablierten Linien erfolgte ebenfalls in drei
unabhangigen Experimenten. Es wurde jeweils das Frischgewicht der mit Cisplatin beziehungsweise
MMS behandelten Pflanzen relativ zum Frischgewicht der unbehandelten Pflanzen berechnet. Der
hypersensitive Phanotyp der Atrmi71-2 Mutante konnte nicht komplementiert werden.

3.1.6 Funktion der OB-fold Doméane 2 im C-Terminus

Zur Untersuchung der Funktion der OB-fold Domane 2 von AtRMI1 wurde ein
Deletionskonstrukt erstellt, indem der konservierte Bereich der OB-fold Doméne 2 entfernt war
(vgl. Abbildung 3.2). Durch die Deletion des C-Terminus entsteht nach der Expression des
Konstruktes RMI1AOB2 ein rekombinantes Protein mit 484 AS. Da mit den anfangs getesteten
vier rmi1-2 1C9C::RMI1AOB2 Linien nur partiell eine Komplementation erreicht werden konnte,
wurden insgesamt elf homozygote single-locus Linien etabliert und untersucht. Zur besseren
Ubersichtlichkeit der gesammelten Daten werden hier die Ergebnisse von 4 représentativen
Linien gezeigt. Fir diese Linien wurde ebenfalls die Expression von RMITAOB2 des
Deletionskonstruktes ermittelt und in Bezug auf die Expression des naturlichen AtRMI1 in
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Abbildung 3.12 dargestellt. In den vier getesteten Linien rmi1-2 IC9C::RMI1AOB2 konnte eine
erhdhte Expression im Vergleich zur Atrmi7-2 Mutante und auch zum Wildtyp festgestellt
werden.

Da die rmi1-2 Mutante eine erhdhte Rekombinationfrequenz, sowie eine erhdhte Sensitivitat
gegentber der Genotoxine Cisplatin und MMS zeigt, wurden die elf etablierten Linien auf diese
Phanotypen hin untersucht. Zur Feststellung der Rekombinationsrate diente das GUS-
Reporterkonstrukt. Die Ergebnisse zur somatischen Rekombination zeigen, dass das
rekombinante Protein RMI1AOB2 in der Lage ist die Funktion des natlrlichen AtRMI1 zu
Ubernehmen (vgl. Abbildung 3.13). Die Rate der somatischen HR entspricht nach der
Expression des RMI1AOB2 Proteins wieder der des Wildtyps.

In Bezug auf die erhdhte Sensitivitat der Atrmi7-2 Mutante gegentber Cisplatin und MMS
bewirkt die Expression von RMI1AOB2 nur partiell eine Komplementation. Nach der
Behandlung mit 10 uM Cisplatin Uber einen Zeitraum von 14 Tagen, weisen zwei (#544, #581)
der vier Linien einen intermedidren Phanotyp im Vergleich zum Wildtyp beziehungsweise zur
Mutante Atrmi1-2 auf. Durch die Bestimmung der Sensitivitat gegenltber MMS lassen sich drei
der getesteten Linien (#544, #581, #582) einem intermedidren Phanotyp zuordnen. Damit ist
gezeigt, dass der C-terminale Bereich, der die OB-fold-Doméne 2 umfasst eine Rolle in der
Reparatur von Cisplatin- bezichungsweise MMS-verursachten Schaden lGbernimmt, dafiir aber
nicht essentiell ist.

Expression: Konstrukt RMIHAOB2 in Atrmi1-2
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Abb. 3.12: Relative normalisierte Expression von RMI1 des Deletionskonstruktes RMI1AOB2 in
Atrmi1-2. Die Expression von RMI1 des RMITAOB2 Konstruktes in der Mutante Atrmi1-2 wurde anhand
quantitativer Real-Time-PCR ermittelt. Es ist die relative normalisierte Expression von AtRMI1 bezogen
auf die naturlichen Expression von AtRMI1 in IC9C dargestellt. Zum Vergleich ist auch die Expression
des trunkierten RMI1 in Atrmi1-2 abgebildet. Die etablierten Linien #544, #546, #581 und #582 weisen
ein im Vergleich zum Wildtyp und zur Mutante erhéhtes RMI71-Expressionslevel auf.
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Abb. 3.13: Komplementation der Atrmi1-2 Mutante mit RMI1AOB2. Die hyperrekombinative und
hypersensitive Mutante Atrmi1-2 wurde mit dem Konstrukt RMI1AOB2 transformiert. Dieses Konstrukt
weist eine Deletion des C-terminalen Bereichs auf, der die OB-fold Doméne 2 umfasst. In allen
verwendeten Linien befindet sich ein Reporterkonstrukt aus 2 nicht funktionellen GUS-Fragmenten zum
Nachweis intermolekularer Rekombinationsereignisse, anhand dessen die Auswirkung des
rekombinanten Proteins RMI1AOB2 festgestellt werden koénnen. In Bezug auf die somatische
Rekombination konnte eine Komplementation des hyperrekombinativen Phanptyps der rmi7-2 Mutante
sowohl ohne Induktion von DNA-Addukten (A), als auch mit Induktion durch Cisplatin (3 uM) (B) durch
die Expression des RMI1TAOB2 Konstrukts erreicht werden. Die Ergebnisse aus 3 unabhéngigen
Rekombinationstests wurden relativ zur Rekombinationsrate der rmi7-2 Mutante ausgewertet. Der
hypersensitive Phanotyp der rmi7-2 Mutante kann dagegen nur partiell aufgehoben werden. Zwei der
gezeigten Linien mit dem Deletionskonstrukt RMI1AOB2 weisen einen intermediaren Phanotyp nach
Behandlung mit Cisplatin (10 pM) (C) beziehungsweise MMS (60 ppm) (D) auf.

3.1.7 Funktion des N-Terminus (DUF1767 und OB-fold Domane 1)

Aufgrund der nicht vollstandigen Komplementation des hyperrekombinativen Phanotyps der
Atrmi1-2 Mutante durch die Expression von RMI1ADUF beziehungsweise RMITAOB1 wurde
ein weiteres Konstrukt kloniert (vgl. Abschnitt 3.1.4 und 3.1.5). Das Plasmid pRMI1ADUFAOB1
enthalt die cDNA Sequenz von AtRMI1 ohne die DUF1767 Doméane und OB-fold Doméane 1
(vgl. Abbildung 3.2). Nach der Transformation des Plasmids pRMI1ADUFAOB1 in Atrmi1-2
konnten mehrere genetisch verschiedene Linien identifiziert werden. Daraus wurden mehrere
single-locus Linien ermittelt, die bereits in der T3-Generation sowohl auf das homozygote
Vorliegen des RMITADUFAOBT1 Konstruktes getestet wurden, als auch auf die Auswirkungen
des rekombinanten Proteins auf die somatische HR der rmi7-2 Mutante. Da bereits die
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Deletion einer der beiden Domanen keine Komplementation des hypersensitiven rmi7-2
Phanotyps ermdglicht, wurde die Auswirkung des rekombinanten Proteins RMI1ADUFAOBH1
nur auf die Frequenz der somatischen Rekombination untersucht. Auch fir die Expression des
RMI1ADUFAOBT1 Konstrukt wurde eine erhdhte Expression in Bezug auf die natirliche AtRMI1
Expression ermittelt ( vgl. Abbildung 3.14).

Expression: Konstrukt RMIHADUFAOB1 in Atrmi1-2

—_
(&)

—_
o

(¢)]

rel. normalisierte Expression
o
|

Kontrollen rmi1-2::RMI1ADUFAOB1

Abb. 3.14: Relative normalisierte Expression des Deletionskonstruktes RMITADUFAOB1 in
Atrmi1-2. Die Expression von RMITADUFAOBT1 in der Mutante Atrmi71-2 wurde anhand quantitativer
Real-Time-PCR ermittelt. Es ist die relative normalisierte Expression von RMI1ADUFAOB1 angegeben,
bezogen auf die relative natirlichen Expression von AtRMI1 in IC9C. Die etablierten Linien #1309,
#1311, #1327 und #1328 weisen ein im Vergleich zum Wildtyp und zur Mutante erhohtes
Expressionslevel des rekombinanten RMITADUFAOBT1 auf.
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Abb. 3.15: Komplementation der Atrmi1-2 Mutante mit dem Deletionskonstrukt RMITADUFAOB1.
Die hyperrekombinative Mutante Atrmi1-2 wurde mit dem Konstrukt RMITADUFAOB1 transformiert.
Dieses Konstrukt weist eine Deletion des N-terminalen Bereichs von AtRMI1 auf, der sowohl die
DUF1767 Domane, als auch die OB-fold Doméane 1 umfasst. In Bezug auf die spontane (A) und
Cisplatin-induzierte  (B) somatische Rekombination konnte keine Komplementation des
hyperrekombinativen Phanotyps der rmi7-2 Mutante erreicht werden. Die Ergebnisse aus 3
unabhangigen Rekombinationstests wurden relativ zur Rekombinationsrate der rmi7-2 Mutante (100%)
ausgewertet. Die berechnete Standardabweichung ist als Fehlerbalken angegeben.
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Durch das Einbringen des Konstruktes RMITADUFAOB1 in die Mutante konnte keine
Komplementation des hyperrekombinativen rmi7-2 Phanotyps erreicht werden (vgl. Abbildung
3.15). Daraus lasst sich schlieBen, dass der deletierte Bereich, der die DUF1767 Doméane und
die OB-fold Doméne 1 umfasst, essentiell flr die Funktion von AtRMI1 in der somatischen HR
ist. Dieses Ergebnis wurde durch jeweils drei unabhéangige Experimente mit und ohne Induktion
von DNA-Schaden durch Cisplatin (3 pM) ermittelt, dabei erfolgte die Auswertung der Daten
relativ zur somatischen Rekombinationsfrequenz der Mutante Atrmi1-2.

3.1.8 Komplementation des meiotischen Phanotyps von Atrmi1-1

Die Mutante Atrmi1-1 zeichnet sich durch eine Deletion von etwa 2 kb beginnend in Exon 1
aus. Diese Deletion fuhrt &hnlich der Atrmi1-2 Mutante zu einem hyperrekombinativen und
hypersensitiven Phanotyp im Vergleich zum Wildtyp. Des Weiteren sind homozygote Atrmi1-1
Mutanten steril, weshalb die Vermehrung nur Uber segregierendes Saatgut mdglich ist. Der
sterile Phanotyp dieser Mutante weist auf eine wichtige Funktion von RMI1 in der Meiose hin.
Im Jahre 2008 wurde bereits der meiotische Defekt anhand cytologischer Untersuchungen von
Pollenmutterzellen beschrieben (Chelysheva et al., 2008; Hartung et al., 2008), diese zeigten
einen normalen Verlauf der Meiose bis zur Metaphase |, in der sich die gepaarten homologen
Chromosomen (Bivalente) an der Aquatorialebene anordnen. Untersuchungen steriler rmi1-1
Mutanten zeigten bereits hier erste Veranderungen, da teilweise mehr als flinf unférmige
Bivalentstrukturen und Chromatinbriicken zwischen nicht homologen Chromosomen
ausgebildet wurde. Die Anaphase | der meiosedefekten rmi1 Mutanten wiesen starke
Chromosomenfragmentierungen auf, worauf die Meiose zum Ende der ersten Reifeteilung
abbricht. Meiotische Stadien der Meiose Il konnten nicht beobachtet werden
(Chelysheva et al., 2008; Hartung et al., 2008).

Die funf RMI1-Konstrukte (vgl. Abbildung 3.2) wurden in die Mutantenlinie Atrmi1-1
transformiert und anschlieBend mehrere homozygote single-locus Linien etabliert. Die ersten
Ergebnisse der Komplementation konnten bereits in der T1-Generation nach der Selektion der
genetisch verschiedenen Primartransformanden gesammelt werden. Das Saatgut aus den
Transformationen wurde auf PPT-haltigem Medium ausgebracht, um auf Pflanzen zu
selektionieren, welche das RMI1-Konstrukt mit dem BAR-ORF enthielten. Diese Pflanzen
wurden auf das Vorhandensein der rmi71-1 Deletion mittels PCR-basierter Genotypisierung
Uberprift und bis zur Samenreife im Gewachshaus weitergezogen. Nach etwa flnf bis sechs
Wochen konnten die Primartransformanden identifiziert werden, deren Sterilitdt aufgehoben
war (vgl. Tabelle 3.1). Aus jeder Transformation wurden zwischen 250 bis 300
Primartransformanden genotypisiert. Eine Komplementation des sterilen Phanotyps war nur mit
den Konstrukten RMI1T und RMIT1AOB2 mdglich. Durch die Expression des rekombinanten
RMI1 Proteins waren 98,4% der homozygoten rmi71-1 Pflanzen wieder fertil. Die Expression
des RMI1AOB2 Konstruktes flhrte zu 98,1% fertilen rmi7-1 Mutanten. In den rmi7-1 Linien mit
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den Konstrukten RMITADUF, RMI1AOB1 und RMI1ADUFAOBT1 konnte keine Komplementation
des sterilen Phanotyps festgestellt werden. Daher konnten nur die Linien
rmi1-1::RMI1 und rmi7-1::RMIHAOB2 mit homozygot vorliegender rmi1-1 Mutation vermehrt
werden, die Linien rmi1-1:RMI1ADUF, rmi1-1::RMIHAOB1 und rmi71-1::RMI1ADUFAOBH1
dagegen segregierend.

Tabelle 3.1: Komplementation des sterilen Phénotyps der Atrmi1-1 Mutante. Nach der
Transformation der RMI1-Komplementationskonstrukte wurde die T1-Generation anhand der PPT-
Resistenz auf das Vorhandensein des RMI1-Konstruktes selektioniert und homozygote rmi7-1 Mutanten
durch PCR-basierte Genotypisierung ermittelt. Die etwa flinf bis sechs Wochen alten Pflanzen wurden
auf ihre Fertilitdt hin Uberprift. Die Expression der rekombinanten Proteine RMI1 beziehungsweise
RMI1AOB2 fihrten zu fertilen homozygoten rmi7-1 Mutanten. Nach der Expression der Konstrukte
RMI1ADUF, RMITAOB1 und RMITADUFAOBT1 waren die homozygoten rmi1-1 Pflanzen weiterhin steril.

rmi1-1 -/- fertile Pflanzen fertile Pflanzen [%]
rmi1-1 58 0 0%
rmi1-1:RMI1 62 61 98,4%
rmi1-1::RMI1ADUF 52 0 0%
rmi1-1::RMI1AOB1 54 0 0%
rmi1-1::RMI1AOB2 52 51 98,1%
rmi1-1::RMI1ADUFAOB1 49 0 0%

Des Weiteren wurde zur Uberpriifung der Fertilitit die Samenzahl pro Schote ermittelt
(vgl. Abbildung 3.16). Hierzu wurden die Samenzahlen von jeweils finf Schoten von flnf
Pflanzen gemittelt, zum Vergleich ist die durchschnittliche Samenzahl einer unabhangigen
Wildtyplinie und der rmi7-1 Mutante angegeben. Auch hier konnte eine Komplementation der
Sterilitdt nur mit den Konstrukten RMI7 und RMI1AOB2 erreicht werden. Die Samenzahlen der
transformierten rmi7-1 Mutanten liegen hier im selben Bereich wie die des transformierten
Wildtyps. Die Linien rmi1-1::RMI1ADUF und rmi1-1::RMI1AOB1 weisen wie die rmi1-1 Mutante
nur kurze, groBtenteils leere Schoten auf. In der rmi7-1 Mutante konnte in 25 Schoten
insgesamt ein  Samen und in der rmi1-1:RMI1TAOB1 zwei Samen gezahlt
werden. Diese Samen waren nicht keimungsfahig und auch optisch deutlich von
vitalen Samen zu unterscheiden (vgl. Abbildung 3.17). Die Samenzahl der Linien
rmi1-1::RMI1TADUFAOB1 und IC9C:: RMI1ADUFAOB1 konnten zum Zeitpunkt der Analyse
noch nicht ermittelt werden.

Die Komplementation der Atrmi1-1 Mutante durch die Expression der rekombinanten RMI7-
Varianten wurde im Rahmen dieser Arbeit ebenfalls durch cytologische Studien von
Pollenmutterzellen untersucht (vgl. Abbildung 3.18, 3.19). Die Aufhebung des meiotischen
Defektes der Atrmi1-1 Mutante kann hierbei durch die Konstrukte RMI1 und RMI140B2
erreicht werden. Wie im Wildtyp erfolgt in den Meiocyten der etablierten
Komplementationslinien die Anordnung der gepaarten homologen Chromosomen in
Form von 5 Bivalentstrukturen an der Aquatorialebene wahrend der Metaphase I. In der

72



Ergebnisse

anschlieBenden Anaphase | werden die homologen Chromosomen separiert und vollstéandig zu
den gegenuberliegenden Polen gezogen. Im Gegensatz zur Atrmi1-1 Mutante treten
keine Chromosomenfragmentierungen auf, so dass die Zellen der komplementierten Linien
rmi1-1::RMI1 und rmi1-1::RMI1AOB2, vergleichbar mit dem Wildtyp, in die Meiose Il eintreten.
Auch im Verlauf der zweiten Reifeteilung konnten keine Auffalligkeiten wie
Chromosomenfragmentierungen beobachtet werden. Die Trennung der Schwesterchromatiden
fUhrt zur Bildung von jeweils einer Chromatidengruppe an jedem der vier Zellpole, wie es in
diesen beiden Linien zum Ende der Meiose |l im Tetradenstadium beobachtet werden konnten.

Auswirkungen der RMI1-Konstrukte auf die Fertilitat
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Abb. 3.16: Auswirkung der fiunf RMI1-Konstrukte auf die Fertilitat des Wildtyps und der rmi1-1
Mutante. Zur Quantifizierung der Fertilitdt der rmi7-1 Mutante nach der Transformation mit den
Konstrukten RMI1, RMI1ADUF, RMI1AOB1 und RMI1AOB2 wurde die Samenzahl pro Schote der
etablierten Linien ermittelt. Hierzu wurde die Samenzahl von finf Schoten von jeweils finf Pflanzen
gemittelt und die Standardabweichung als Fehlerbalken angegeben. Zum Vergleich wurde ebenfalls
die Samenzahl pro Schote der etablierten Wildtyp-Linien ermittelt. Im Vergleich zur Expression
der rekombinanten RMI1-Varianten im Wildtyp kann eine Komplementation der rmi7-1 Mutante nur mit
den Konstrukten RMI1 und RMI1AOB2 erreicht werden. Die Samenzahlen der Linien rmi71-1::RMI1ADUF
und rmi1-1::RMI1AOB1 sind vergleichbar mit denen der untransformierten Atrmi7-1 Mutante.

Vergleich von Schoten steriler Atrmi1-1 Pflanzen zum Wildtyp

Abb. 3.17: Schoten einer Wildtyppflanze (A), der sterilen Linie rmi1-1::RMI1AOB1 (B) und der
sterilen Atrmi1-1 Mutante (C). Im Vergleich zum Wildtyp (A) sind die Schoten der sterilen Linie
rmi1-1::RMITAOB1 (B) und der sterilen Atrmi1-1 Mutante (C) dargestellt. Die Schoten der sterilen
Pflanzenlinien sind wesentlich kirzer (0,3 cm bis 0,5 cm) als die Schoten einer Wildtyppflanze (etwa
1,2 cm) und enthalten nicht keimfahige Samen. Der eingezeichnete MaBstabsbalken entspricht 0,2 cm.
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Durch die Expression des rekombinanten RMITADUF und RMI140B1 konnte keine Aufhebung
des meiotischen Defekts bewirkt werden. Die beschriebenen Auffélligkeiten der sterilen Atrmi1
Mutanten (Chelysheva et al., 2008; Hartung et al., 2008), lassen sich ebenso nach der
Transformation mit den beiden trunkierten RMI1-Konstrukten beobachten. Bereits in der
Diakinese sind Chromatinbriicken zwischen nicht homologen Chromosomen vorhanden, die
sich auch zwischen den starker kondensierten Bivalenten in der Metaphase beobachten
lassen. Es zeigt sich keine Verdnderung in den etablierten Komplementationslinien
rmi1-1::RMI1ADUF und rmi71-1::RMI1AOB1 zur urspringlichen Mutantenlinie rmi7-1. In der
Anaphase | treten erneut starke Chromosomenfragmentierungen auf, wahrend die homologen
Chromosomen durch den Spindelapparat zu den entgegengesetzten Zellpolen gezogen
werden sollen. Aufgrund der Chromatinfragmente im Bereich der Metaphasenplatte
beziehungsweise weiterhin verbundener Chromosomenfragmente in den gegenuberliegenden
Chromatinbereichen entstehen defekte Telophase | Stadien (T1) und defekte Dyaden (Dy) wie
sie in Abbildung 3.19 dargestellt sind. Diese zeichnen sich durch einzelne Chromatinbriicken
zwischen den polaren Chromatingruppen aus oder stellen weiterhin  einen
zusammenhangenden Chromatinbereich dar, der nur ansatzweise voneinander getrennt

erscheint.

Wildtyp (IC9C)

Abb. 3.18: Meiosestadien des Wildtyp (IC9C) und der Atrmi1-1 Mutante. Dargestellt sind
verschiedene Meiosestadien ab dem spaten Diplotan (Di) aus Pollenmutterzellen des Wildtyp (IC9C) und
der Mutante Atrmi71-1, um den meiotischen Defekt der Atrmi1-1 Mutante deutlich zu machen
(Chelysheva et al., 2008; Hartung et al., 2008). Das Chromatin der Zellen wurde zum Abschluss der
Meiocytenpraparation mit DAPI gefarbt woraufhin der DNA/DAPI-Komplex mit dem Fluoreszenz-
mikroskops detektiert werden kann. In der Mutante Atrmi7-1 verlauft die Prophase | bis zur Diakinese
unaufféllig, gezeigt sind die bereits kondensierten gepaarten homologen Chromosomen (Bivalente) in
der Diakinese (Di). Zwischen den Bivalenten der Atrmi71-1 Mutante sind Chromatinbriicken ausgebildet.
AnschlieBend lagern sich die vollstédndig kondensierten Chromosomen wahrend der Metaphase | (M1) an
der Aquatorialebene an, um wahrend der Anaphase | (A1) zu den entgegengesetzten Polen gezogen zu
werden. Im Vergleich zum Wildtyp wird der meitotische Defekt der Mutant Atrmi71-1 in der Anaphase |
(A1) deutlich. Es treten starke Chromosomenfragmentierungen auf und die Meiose bricht in der Atrmi1-1
Mutante zum Ende der ersten Reifeteilung ab. Der MaBstabsbalken entspricht 10 pM. Di: Diakinese; M1:
Metaphase I; M1/A1: friihe Anaphase; A1: Anaphase I; T1: Telophase |; Dy: Dyade; Te: Tetrade.
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rmi1-1::RMI1

Abb. 3.19: Ausgewdhlte Meiosestadien aus der cytologischen Untersuchung der Atrmi1-1-
Komplementationslinien.  Dargestellt  sind  unterschiedliche = Meiosestadien der  rmi1-1
Komplementationslinien mit den Konstrukten RMI1, RMI1ADUF, RMI1AOB1 und RMI1AOB2. Durch
die Expression der rekombinanten Proteine RMI1 und RMI1AOB2 kann der Fortgang der Meiose
bewirkt werden. Es erfolgt eine Auftrennung der homologen Chromosomen ohne Chromosomen-
fragmentierungen und die Tetradenbildung zum Ende der Meiose Il. Die Expression der Konstrukte
RMIMTADUF und RMI1AOB1 kann den meiotischen Phanotyp der Atrmi1-1 Mutante nicht aufheben.
Bereits in der Metaphase | kbnnen vom Wildtyp abweichende Bivalent-Strukturen beobachtet werden
und in der Anaphase | kommt es zu den Atrmi1-1 typischen starken Chromosomenfragmentierungen.
Ein GroBteil des Chromatins verbleibt im Bereich der Metaphasenplatte, wodurch es zur Bildung nicht
vollstédndig getrennter polarer Chromosomengruppen im Dyadenstadium kommt. Stadien der Meiose |l
konnten in den Komplementationslinien rmi1-1xIC9C::RMI1ADUF und rmi1-1xIC9C::RMI1AOB1,
wie bereits von der Atfrmi1-1 Mutante bekannt, nicht identifiziert werden. Der angegebende
MaBstabsbalken entspricht 10 pM. Di: Diakinese, M1: Metaphase |, A1: Anaphase |, Dy: Dyade,
M2: Metaphase Il, Te: Tetrade.

3.2 Untersuchungen zur HJ-Resolution durch verschiedene Resolvasen

Der Mechanismus der Dissolution ist, wie bereits in Abschnitt 1.2.3 beschrieben, nicht die
einzige Mdglichkeit zur Auflésung von Rekombinationsintermediaten. Kommt es im Verlauf der
Doppelstrangbruchreparatur zur Bildung einer dHJ, kann diese entweder durch die Aktivitat

75



Ergebnisse

von spezifischen Endonukleasen (HJ-Resolvasen) Uber den Resolution Weg oder durch den
RTR-Komplex Uber den Dissolution Mechanismus aufgelést werden. Die Prozessierung
der dHJ durch die RECQ-Helikase des RTR-Komplex fiihrt zu einer sogenannten
Hemikatenan-Struktur, die nur durch den RTR-Komplex zu NCO-Produkten aufgeldst werden
kann. Wird durch die enzymatische Aktivitdt der RECQ-Helikase branch migration eingeleitet
und das Hemikatenan gebildet, aber im Anschluss nicht durch die Topoisomerase 3/3a und
das Strukturprotein RMI1 aufgelost, stellt es ein toxisches DNA-Rekombinationsintermediat
dar. In den Mutanten Attop3a und Atrmi1-1 fuhrt das zur Sterilitéat, da die Meiose zum Ende der
ersten Reifeteilung abbricht (Hartung et al., 2007, 2008; Chelysheva et al., 2008).

Die grundlegende Fragestellung zu diesem Projekt war, ob es mdglich ist, durch die
Uberexpression verschiedener HJ-Resolvasen beziehungsweise putativer Resolvasen, die
Auflésung der dHJ Uber den Resolution Mechanismus zu begunstigen, um so den sterilen
Phanotyp der Atrmi1-1 Mutante aufzuheben und die Anzahl an COs in der Meiose zu erhéhen,
oder ob immer ein gewisser Anteil an dHJs Uber die Dissolution prozessiert wird.

Hierflr wurden der Endonukleasekomplex AtMUS81/AtEME1A und die putative HJ-Resolvase
AtGEN1 aus A. thaliana sowie zur heterologen Expression der bakterielle Resolvasekomplex
EcRuvABC, die Resolvase EcRusA und der Endonukleasekomplex ScSIx1/ScSix4 aus Hefe
ausgewanhlt.

3.2.1 Experimenteller Ansatz zur Expression verschiedener Resolvasen in Atrmi1

FUr eine meiosespezifische Expression der ausgewdhlten Resolvasen beziehungsweise
putitativer Resolvasen wurden zwei unterschiedliche Promotoren gewdahlt. Zum einen der
Promotor von AtDMC1, dessen Expression wahrend der Meiose bereits nachgewiesen wurde
(Klimyuk und Jones, 1997) und zum anderen der Promotor von AtRMI2 (At1g08390). Dieser
wurde anhand der Microarray-Daten ausgewéhlt, die 2005 verdffentlicht wurden
(Schmid et al., 2005). AtRMI2 zeigt zwar kein meiosespezifisches Expressionsmuster, aber
neben der somatischen Expression eine starke Expression in den Blltenstdnden. Da RMI2 als
Komplexpartner des mammalischen RTR-Komplex nachgewiesen wurde (Singh et al., 2008, Xu
et al., 2008), sollte der AtRMI2-Promotor eine Expression in einem Zeitfenster ermdglichen, das
dem Zeitfenster sehr nahe kommt, in dem der RTR-Komplex aktiv ist. Im Gegensatz zur
Rekombinase AtDMC1, die gleich zu Beginn der meiotischen HR an der Stranginvasion
beteiligt ist (Couteau et al., 1999), ist der RTR-Komplex zu einem spateren Zeitpunkt an der
Auflésung der dHJ beteiligt.

Die Klonierungen dieses Projekts basieren ebenfalls auf dem Vektor pSBO-2 mit einem
BAR-ORF (vgl. Abschnitt 2.6 und Abbildung 3.20), der bereits fiir die RMI1-Komplementations-
konstrukte genutzt wurde.

Fur die insgesamt zehn Konstrukte wurden zu Beginn zwei Grundvektoren mit einem oder zwei

DMC1-Promotoren erstellt (vgl. Abbildung 3.21). Hierzu wurde die Sequenz des
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DMC1-Promotorbereichs (1082 bp) aus dem Vektor pSBO-17 (Bonnet, 2009) amplifiziert und in
einer weiteren PCR-Reaktion mit den invers orientierten Sequenzen der Restriktions-
schnittstellen der Homing Endonukleasen |-Scel oder Pi-Pspl flankiert (vgl. Tabelle 6.3). Diese
sollten den spateren Austausch gegen den RMI2-Promotor (999 bp) unabhangig von den
bereits eingefligten Sequenzen ermoglichen. Das DNA-Fragment des RMI2-Promotors wurde
aus genomischer DNA von A. thaliana amplifiziert, die flankierenden Sequenzen der invers
orientierten  Schnittstellen wurden ebenfalls in einer zweiten PCR-Reaktion mit
Uberhangprimern angefiigt. Beide DMC1-Promotoren wurden in die Schnittstellen Ascl/Bsu36l
(DMC1-P1) beziehungsweise Aatll (DMC1-P2) der MCS von pSBO-2 kloniert (vgl. Abbildung
3.20).

Es wurden zuerst die Konstrukte p(DMC1-P)-GEN1, p(DMC1-P)-MUS81/EME1A,
p(DMC1-P)-ScSIx1/ScSix4, p(DMC1-P)-EcRusA und p(DMC1-P)-EcRuvABC kloniert.
AnschlieBend sollten die DMC1-Promotoren mit Hilfe der Schnittstellen 1-Scel oder Pi-Pspl
gegen die RMI2-Promotoren getauscht werden. Als Terminator wurde der 35S Terminator
des Blumenkohl-Mosaik-Virus  verwendet, welcher fir die = Homologie-basierte
In-Fusion ®Klonierung fir jedes Konstrukt mit den benétigten Homologien zum
entsprechenden Gen beziehungsweise zum Vektor versehen wurde. Samtliche
Klonierungsschritte zum Einfligen der jeweiligen Gene mit 35S Terminator (202 bp) wurden mit
Hilfe des In-Fusion ®Klonierungssystem durchgefiihrt. Dementsprechend wurde jedes
amplifizierte DNA-Fragment in einer zweiten PCR-Reaktion mit den benétigten Homologien
versehen. Die Sequenzen der verwendeten Uberhangprimer sind der Tabelle 6.3 im Anhang zu
entnehmen.

Der T-DNA-Bereich der zehn klonierten Plasmide wurde vollstandig sequenziert, um diese auf
mdgliche Sequenzverdanderungen zu prifen. Es wurden nur Plasmide zur Agrobakterien-
vermittelten Transformation eingesetzt, die keine Veradnderungen der T-DNA-Sequenz
aufwiesen.

Ascl

Bsu3el
«— Miul

Ncol

Aatll

BamHl|

+«— Sacl

Sall

g

— Avil

«— EcoRl
«— Xmal
«— RsAl
«— Xbal
«— Pstl

pSBO-2 MCS (pSBO-2) W =

3.20: Multiple cloning site (MCS) des Vektors pSBO-2. Dargestellt ist das Schema des
Ausgangsvektor pSBO-2 mit der Abfolge der Restriktionschnittstellen der MCS. LB: left border, RB: right
border, P-PPTR-T: PPT-Resistenz-Kassette.
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p(DMC1-P1) E[ DMC1-P1 | MCS (pSBO-2) P- PPTR -T E

p(DMC1-P1+2) E[ DMC1-P1 | DMC1-P2 | P- PPTR -T E

Abb. 3.21: T-DNA-Bereich der Grundvektoren zur Klonierung der Resolvasen-Konstrukte.
Dargestellt ist das Schema der beiden Grundvektoren p(DMC1-P1) und p(DMC1-P1+2), die auf dem
Vektor pSBO-2 mit einer PPT-Resistenz-Kassette (P-PPTR-'D basieren. Der DMC1-P1 Promotor
(DMC1-P1) wird durch die Sequenz der Restriktionschnittstelle I-Scel flankiert und wurde Uber die
Schnittstellen Ascl/Bsu36l in die MCS des Vektors pSBO-2 eingefigt. In einem weiteren
Klonierungsschritt wurde der zweite DMC1-Promotor (DMC1-P2) firr die Expression des heterodimeren
Endonukleasekomplex AtMUS81/AtEME1A beziehungsweise ScSix1/ScSix4 eingebracht. Der DMC1-P2
wird beidseitig durch die Restriktionsschnittstelle von Pi-Pspl flankiert und wurde Uber die Schnittstellen
Aatll eingefugt. LB: left border, RB: right border.

3.2.1.1 Expressionskonstrukte AtGEN1

Die 1713 bp lange cDNA-Sequenz von AtGEN1 wurde anhand des Vektors pETDuet1-Strepll
PS-AtGEN1 (M. Bauknecht, unveroffentlicht) amplifiziert und nach dem Anflgen der
erforderlichen Homologien mit dem Terminator Uber die Restriktionschnittstelle Miul in den
Vektor p(DMC1-P1) eingebracht (vgl. Abbildung 3.22). Der Austausch des DMC1-Promotors
gegen den RMI2-Promotor erfolgte mit Hilfe der /-Scel-Schnittstellen beidseitig des Promotors.
Aufgrund der inversen Orientierung der Sequenzen, war die Orientierung des Promotors
vorgegeben.

p(DMC1-P)-GEN1 ﬂ' DMC1-P1 l P- PPTR -T |2Z]

pRMI2-P-GEN1  [E=] [ RMI2-Pf (][ P PerA T LE]

Abb. 3.22: Schematische Darstellung der Konstrukte p(DMC1-P)-GEN1 und p(RMI2-P)-GEN1.
Dargestellt ist das Schema der beiden Konstrukte zur Expression von AtGEN1. Die codierende Sequenz
von AtGEN1 (1713 bp) steht unter der Kontrolle des meiotischen DMC7-Promotor (DMC1-P1)
beziehungsweise des meiotischen Promotors RMI2-P (RMI2-P1) und dem 35S Terminator (T). Der
Austausch des DMCT7-Promotors gegen den RMI2-Promotor erfolgte anhand der flankierenden
Restriktionsschnittstellen von /-Scel. Zur Selektion in Pflanzen enthalten beide Konstrukt einen BAR-
ORF (P-PPTR-T).

3.2.1.2 Expressionskonstrukte des Endonukleasekomplexes AtMUS81/AtEME1A

Zur Amplifikation von AtMUS817 (1980 bp) und AtEME1A (1641 bp) diente der Vektor pSBO-17
(Bonnet, 2009) als Matrize. Uber die Homologie-basierte In-Fusion®Reaktion wurden die
codierenden Sequenzen von AtMUS87 und AtEME1TA mit jeweils einem 35S-Terminator Uber
die Schnittstellen Bsu36l/Ncol beziehungsweise Avrll/Rsrll in den linearisierten Vektor
p(DMC1-P1) eingebracht (vgl. Abbildung 3.23). Die Verwendung der Avrll Schnittstelle flir das
Einbringen von AtEME1A war moglich, da diese Schnittstelle zuvor mit dem zweiten DMC1-
Promotor eingebracht wurde und die urspriingliche Avrll Schnittstelle der pSBO-2 MCS durch
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das Einklonieren des ersten DMC1-Promotors verloren ging. Der Austausch des ersten DMC1-
Promotors gegen den RMI2-Promotor erfolgte Uber die flankierende /-Scel Schnittstelle. Der
zweite DMC1-Promotor wurde mit beidseitig mit der Restriktionsschnittstelle von Pi-Pspl
versehen. Da der Restriktionsverdau des Vektors nicht vollstandig gelang, wurde der zweite
RMI2-Promotor Uber die ebenfalls beidseitig vorliegende Aatll-Schnittstelle eingeflgt.

p(DMC1-P)-MUS81/EME1A -I:B-l DMC1-P1 I DMC1-P2 l P- PPTR -T 3]

p(RMI2-P)-MUS81/EME1A EB'II:]MIHE:EI I RMI2-P1 l P- PPTR -T [Z{=]

Abb. 3.23: Schematische Darstellung der Konstrukte p(DMC1-P)-MUS81/EME1A und
p(RMI2-P)-MUS81/EME1A. Dargestellt ist das Schema der beiden Konstrukte zur Expression des
Endonukleasekomplexes AtMUS81/AtEME1A. Die codierenden Sequenzen von AtMUS817 (1980 bp) und
AtEME1A (1641 bp) stehen unter der Kontrolle des meiotischen DMC1-Promotors (DMC1-P1)
beziehungsweise des ebenfalls meiotischen Promotors RMI2-P (RMI2-P1) und dem 35S Terminator (T).
Zur Selektion in Pflanzen enthalt das Konstrukt einen BAR-ORF (P-PPTR-'D.

3.2.1.3 Expressionskonstrukte des Endonukleasekomplexes ScSiIx1/ScSIx4

Fir die Amplifikation von ScSLX7 (915 bp) und ScSLX4 (2247 bp) wurde genomische DNA des
Hefestamms AH 109 als Matrize eingesetzt. In einer zweiten PCR Reaktion wurden die
Homologien zum Promotor beziehungsweise zum Terminator Uber Primer mit Adaptersequenz
angefligt. ScSLX7 und ScSLX4 wurden jeweils mit dem entsprechenden Terminator und dem
linearisierten Vektor Uber die auf homologen Sequenzen basierende In-Fusion ®Reaktion
miteinander rekombiniert (vgl. Abbildung 3.24). Der Vektor wurde fir diese Reaktion zuerst mit
den Restriktionsenzymen Bsu36l/Ncol fir das Einflgen des ScSLX7-Fragments und
Terminator und fir die zweite Reaktion mit Avrll/Rsrll (ScSLX4 und Terminator) in einem
Doppelverdau linearisiert. Auch hier konnte die zusatzlich eingebrachte Avrll-Schnittstelle
genutzt werden, da die urspringliche Avrll Schnittstelle mit dem Einfigen des DMC1-P1
Fragments verloren ging. Der Austausch der beiden DMC1-Promotoren gegen RMI2-
Promotoren verlief Uber die beidseitig gelegenen [-Scel (ScSLX71 und Terminator)
beziehungsweise Aatll (ScSLX4 und Terminator) Schnittstellen.

p(DMC1-P)-ScSLX1/ScSLX4 -|!9-| DMCA-P1 l DMC1-P2 l P- PPTR - T [z[]
p(RMI2-P)-ScSLX1/Scstx4  [E=1 FRWI2-P1 7] [ Rmi2-P1 7| P-Ppra T [F}

Abb. 3.24: Schematische Darstellung der Konstrukte p(DMC1-P)-ScSLX1/ScSLX4 und
pP(RMI2-P)-ScSLX1/ScSLX4. Dargestellt ist das Schema der beiden Konstrukte zur Expression des
Endonukleasekomplexes ScSIx1/ScSIx4. Die codierenden Sequenzen von ScSLX71 (915 bp) und ScSLX4
(2247 bp) stehen unter der Kontrolle der meiotischen Promotoren DMC1-P1 und RMI2-P (RMI2-P1) und
dem 35S Terminator (T). Um eine spatere Selektion der konstrukttragenden Pflanzen zu ermdéglichen, ist
ein BAR-ORF (P—PPTR—T) vorhanden.
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3.2.1.4 Expressionskonstrukte EcRusA

Um den Transport des bakteriellen Protein EcRusA (363 bp) in den Kern zu ermdglichen,
wurden dessen genomische DNA-Sequenz mit einem 5’-Kernlokalisierungssignal (nuclear
localization signal, NLS) versehen. Die Sequenzinformation zur NLS stammt aus der Sequenz
des Vektors pEN-L1-NFI-L2 (Grebenok et al., 1997; Karimi et al., 2007) und wurde als
Oligonukleotid mit homologen Uberhdngen (ber die Firma biomers.net GmbH (Uim)
synthetisiert. Uber eine Overlap-Extension PCR Reaktion wurden die DNA-Fragmente
der NLS, EcRusA und des 35S-Terminators zusammengefligt und das entstandene
Fragment Uber die Schnittstelle Bsu36l/Ncol in den Vektor p(DMC1-P1) kloniert
(vgl. Abbildung 3.21, 3.25). AnschlieBend wurde der DMC1-Promotor Uber die beidseitig
vorliegenden I-Scel Restriktionsschnittstellen durch den RMI2-Promotor ausgetauscht.

p(DMC1-P)-EcRusA  [E=][DMC1-P1 [ F[F-Frrr 7 [

p(RMI2-P)-EcRusA ﬂl RMI2-P1 g l P- PPTR -T [Zi=]

Abb. 3.25: Schematische Darstellung der Konstrukte p(DMC1-P)-EcRusA und p(RMI2-P)-EcRusA.
Dargestellt ist das Schema der beiden Konstrukte zur Expression des bakteriellen EcRusA (363 bp) unter
Kontrolle der meiotisch aktiven Promotoren DMC1-P1 oder RMI2-P1. An das EcRusA-Fragment wurde
Uber eine Overlap-Extension PCR eine Kernlokalisationssequenz (nuclear localization signal, NLS)
angefligt, um den Transport des Proteins in den Kern zu erméglichen. Zur Selektion in Pflanzen enthalt
das Konstrukt einen BAR-ORF (P-PPT"-T).

3.2.1.4 Expressionskonstrukte des bakteriellen Resolvasekomplexes EcRuvABC

Die Gene RuvA, RuvB und RuvC wurden unter der Kontrolle eines gemeinsamen Promotors
exprimiert, um mogliche Silencing-Effekte durch mehrere gleiche Promotoren zu vermeiden
(Daxinger et al., 2008). Um trotzdem die Bildung von drei unabhangigen Proteinen zu
ermdglichen, wurden die Gene EcRuvA, EcRuvB und EcRuvC als ein ORF mit jeweils der
Sequenz des T2A-Peptid (Toyoda et al., 1986, Sommergruber et al., 1989, Ryan und Flint,
1997) nach EcRuvA und EcRuvB Kkloniert. Die in dieser Arbeit verwendete T2A-Sequenz mit der
Aminosauresequenz EGRGSLLTCGDVEENPGP stammt aus dem Thosea asigna Virus (TaV)
aus der Familie der Tetraviridae (Pringle et al., 1999). Der Einsatz von T2A-Sequenzen aus
verschiedenen Virus-Spezies ermoglicht die Expression von Polyproteinensequenzen, deren
Trennung wahrend der Translation durch den ribosomalen skipping Mechanismus oder StopGo
Mechanismus beschrieben wird (Atkins et al., 2007, Luke et al., 2009). Diese beruhen darauf,
dass die Peptidbindung zwischen den konservierten Aminosauren Glycin am C-Terminus der
2A-Sequenz und dem darauffolgenden Prolin (N-terminale Aminosaure des 2B Proteins) nicht
zustande kommt. Die releasing Faktoren (RFs) eRF1 und eRF3 erkennen das Prolin an der
A-Stelle des Ribosoms als Terminationssignal, bewirken die Hydrolyse der Glycin-tRNA-
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Esterbindung und die Freisetzung des Proteins. Die Dissoziation der RFs ermdglicht die
Anlagerung der Prolyl-tRNA an die A-Stelle des Ribosoms. Die Translokation der Prolyl-tRNA
von der A- zur P-Stelle des Ribosoms initiiert die Translation des folgenden Proteins
(Doronina et al., 2008a, 2008b, Luke et al., 2009). Die Mdglichkeit dieses Mechanismus
mehrere Gene in einem ORF unter der Kontrolle eines Promotors zu exprimieren wurde
bereits erfolgreich in A. thaliana angewendet (Halpin et al., 1999, Francois et al., 2004;
Zhang et al., 2010).

Fir die Klonierung des Plasmids p(DMC1-P1)-EcRuvABC wurden ebenfalls Oligonukleotide
mit der bendtigten NLS-Sequenz beziehungsweise der NLS- und T2A-Sequenz Uber die Firma
biomers.net GmbH (Ulm) synthetisiert. Jedes Oligonukleotid wurde mit der entsprechenden
homologen Sequenz flankiert. Da es nicht moglich war insgesamt sieben DNA Fragment Uber
eine In-Fusion®Reaktion in den Vektor p(DMC1-P1) einzufiigen, wurden die folgenden
Fragmente zuerst tUber Overlap-Extension PCR miteinander verbunden: NLS (mit Homologie zu
RuvA) und RuvA; T2A-NLS (mit Homologie zu RuvB) und RuvB; RuvC und Terminator (mit
Homologie zu RuvC). Im Anschluss wurden in einer weiteren Overlap-Extension PCR die zwei
Fragmente T2A-NLS (mit Homologie zu RuvC) und RuvC-Terminator miteinander verbunden.
Diese drei Fragmente konnten nun Uber das In-Fusion © Klonierungssystem in den linearisierten
Vektor p(DMC1-P1) (Bsu36l/Ncol ) eingebracht werden (vgl. Abbildung 3.26). Auch bei diesem
Konstrukt erfolgte nach Abschluss der ersten Klonierung, der Austausch des DMC1-P1 durch
den Promotor RMI2-P1 Uber die Restriktionsschnittstellen von [-Scel beidseitig der

Promotoren.
p(DMC1-P)-EcRuvABC '!D'l DMC1-P1 [ | R R ][ P-PpTF -7 E
p(RMI2-P)-EcRUvABC 1 RMI2-P1 |2 S| 2 = T P- PPTR -T E

Abb. 3.26: Schematische Darstellung der Konstrukte p(DMC1-P)-EcRuvABC und
p(RMI2-P)-EcRuvABC. Die Amplifikation der einzelnen Gene erfolgte mit Hilfe genomischer DNA als
Matrize (EcRuvA: 612 bp, EcRuvB: 1011 bp, EcRuvC: 522 bp) Die Regulation der Expression des
gesamten ORF erfolgte durch die meiotischen Promotoren DMC1-P1 oder RMI2-P1. Durch die
Verwendung der Sequenz des T2A-Peptids zwischen EcRuvA/EcRuvB und EcRuvB/EcRuvC entstehen
wéhrend der Translation einzelne eigenstindigen Proteine. Um den Transport in den Kern zu
ermdglichen, wurde ein 5’-Kernlokalisationssignal (nuclear localization signal, NLS) an jedes der Gene
gekoppelt. Zur Selektion transformierter Pflanzen enthélt das Konstrukt einen BAR-ORF (P-PPTR-'D.

3.2.2 Auswirkungen der Resolvase-Konstrukte auf die Atrmi1-1 Mutanten

Um die Auswirkungen der Expression der einzelnen Konstrukte zu untersuchen, wurde jedes
der klonierten Plasmide in den Wildtyp (IC9C) und die Mutanten rmi7-1 IC9C und rmi1-2 1C9C
Uber Agrobakterien-vermittelte Transformation eingebracht (vgl. Abschnitt 2.13.3) und
transgene Linien etabliert (vgl. Abschnitt 2.14.5). Um einen Uberblick zu erhalten, welches der
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Konstrukte in der Lage ist, die Phanotypen der Atrmi7-Mutanten zu beeinflussen, wurde zuerst
die Auswirkung der Expression auf die Sterilitat der Atrmi1-1 Mutante untersucht.

Anhand der T-DNA-vermittelten PPT-Resistenz wurden die positiven Primartransformanden
der T1-Generation selektioniert und anschlieBend bezlglich der Deletion der Atrmi1-1 Mutante
genotypisiert (vgl. Abschnitt 2.12.6, Abbildung 2.3). Diese Pflanzen wurden zur weiteren
Anzucht in Erde pikiert und bis zur Schotenbildung beziehungsweise Samenreife im
Gewachshaus angezogen. Nach etwa flnf bis sechs Wochen konnten die Pflanzen in Bezug
auf ihre Fertilitdt untersucht werden. Fir die Expression von AtGEN1, AtMUS81/AtEMET1A,
ScSLX1/ScSLX4, EcRusA und EcRuvABC sowohl unter Kontrolle des DMC1-Promotors als
auch des RMI2-Promotor konnten keine fertilen homozygoten Atrmi71-1 Mutanten identifiziert
werden. In der Tabelle 3.2 sind genauere Angaben zur Anzahl der genotypisierten Pflanzen und
der identifizierten homozygoten Atrmi1-1 Mutanten aufgeflhrt.

Tabelle 3.2: Ubersicht der genotypisierten Atrmi1-1-Expressionslinien. Angegeben sind die Zahlen
der selektionierten positiven Primartransformanden der T1 Generation (Afrmi1-1 segregierend) und
die entsprechende Anzahl an homozygoten Atrmii1-1 Mutanten, die auf ihre Fertilitat untersucht wurden.
In keiner der transformierten Linien konnte durch die Expression der Resolvase-Konstrukte
eine Auswirkung auf die Sterilitdt der Atrmi7-1 Mutante festgestellt werden. T1: positive
Priméartransformanden der T1-Generation, Atrmi1-1 -/-: homozygote Atrmi1-1 Mutanten.

Linie T1 Atrmi1-1 -/- davon fertil [%]
rmi1-1 1C9C::(DMC1-P)-GEN1 86 19 0%
rmi1-11C9C::(RMI2-P)-GENA1 83 18 0%
rmi1-1 1C9C::(DMC1-P)-MUS81/EME1A 97 23 0%
rmi1-1 1C9C::(RMI2-P)- MUS81/EME1A 63 13 0%
rmi1-1 1C9C::(DMC1-P)-ScSLX1/ScSLX4 172 41 0%
rmi1-1 IC9C::(RMI2-P)-ScSLX1/ScSLX4 174 43 0%
rmi1-1 IC9C::(DMC1-P)-EcRusA 152 37 0%
rmi1-1 1C9C::(RMI2-P)-EcRusA 171 41 0%
rmi1-1 1C9C::(DMC1-P)-EcRuvABC 160 37 0%
rmi1-1 1C9C::(RMI2-P)-EcRuvABC 133 30 0%

3.3 Generierung von Doppelmutanten mit Atrmi1

Um die Funktion von AfRMI1 in der Reparatur von DNA-Schaden in Bezug auf die Rolle
anderer Reparaturfaktoren zu untersuchen, sollten in dieser Arbeit Doppelmutanten durch
Kreuzungen generiert werden. Durch die Kombination zweier defekter Proteine kbnnen anhand
des entstehenden  Phanotyps, beispielsweise = Aussagen Uber die zeitliche
Abfolge ihrer Funktionen im Verlauf der Reparatur von DNA-Schaden getroffen werden.
Es ist ebenfalls mdglich, die proteinspezifischen Aufgaben verschiedenen DNA-
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Reparaturmechanismen zuzuordnen. Um eine spédtere Untersuchung der somatischen HR zu
ermdglichen, wurden samtliche Kreuzungen im IC9C-Hintergrund durchgefiihrt.

3.3.1 Die Doppelmutante Atrmi1-2 mus81-1 1C9C

Fir den heterodimeren Endonukleasekomplex MUS81/EME1 (Mus81/Mms4 in S.c.) konnten in
verschiedenen Organismen bereits eine Beteiligung Reparatur blockierter und kollabierter
Replikationsgabeln und an der Prozessierung von Rekombinations-intermediaten der HR
gezeigt werden. Auch in A. thaliana ist fir die Komplexe AtMUS81/AtEME1A und
AtMUS81/AtEME1B eine endonukleolytische Aktivitdt zur Umsetzung von 3’-Flaps, genickten
HJs und auch intakten HJs nachgewiesen worden (Geuting et al., 2009).

Da die Mutation der Endonuklease AtMUS81 und der RecQ-Helikase AtRECQ4A oder deren
Homologe in Hefe zur synthetischen Letalitat fihren, wird angenommen dass diese Proteine an
parallelen Mechanismen zur Prozessierung replikationsassoziierter aberranter DNA-Strukturen
oder von Rekombinationsintermediaten beteiligt sind (Boddy et al., 2000; Mullen et al., 2001;
Hartung et al., 2006; Mannuss et al., 2010). Da sowohl A{RECQ4A als auch AtRMI1 Bestandteil
des RTR-Komplexes sind und fur die Prozessierung von Rekombinationsintermediaten
bendtigt werden stellt sich die Frage, ob auch die Mutation von AtRMI1 und AtMUS81 zu
einem dhnlichen Phanotyp flhrt wie der der Doppelmutante Atmus81 recqg4A.

Es erfolgte die Kreuzung der beiden fertilen homozygoten Mutanten Atrmi7-2 1C9C und
Atmus81-1 IC9OC. In der F1-Generation wurden durch Genotypisierung (vgl. Abschnitt 2.12.6)
Pflanzen ausgewahlt und vermehrt, welche sowohl die Mutation von Atrmi1-2, als auch die von
Atmus81-1 hemizygot trugen. Die F2-Generation sollte mit einer Wahrscheinlichkeit von 1:16
auch doppelt homozygote Mutanten enthalten, da aber in der F2-Generation keine doppelt
homozygote Atrmi1-2 mus81-1 IC9C Pflanzen ausfindig gemacht werden konnte, wurden
Pflanzen vermehrt, die Atmus871 Mutation hemizygot enthielten. Die F3-Generation sollte nach
Mendel zu 1/4 doppelt homozygote Mutanten enthalten, aber es konnte keiner Pflanze der
Genotyp Atrmi1-2” mus81-1" 1C9C zugeordnet werden. Die Kreuzung der beiden
homozygoten Mutanten Atrmi1-2 1C9C und Atmus87-1 I1C9C flhrte nicht zur doppelt
homozygoten Mutantenlinie Atrmi1-2 mus81-1 1C9C.

Nach der Genotypisierung von 160 Pflanzen der F3 Generation der Atrmi1-2"" mus81-1"" 1C9C
Linie konnten keine Pflanzen identifiziert werden, die beide Mutationen homozygot enthielten.
Da die Mutation von Atmus81 und Atrecq4A zur Letalitdt der Pflanzen fiihrt, wurde darauf
geachtet ob bei der Anzucht der Pflanzen beispielsweise Keimlinge sehr friih absterben oder
ob vermehrt nicht keimféahige Samen vorkommen. Allerdings konnte bei der sterilen Anzucht
der Pflanzen auf GM-Platten weder tote Keimlinge noch eine entsprechende Menge an nicht
keimfahigen Samen identifiziert werden. Die selben Beobachtungen konnten ebenfalls fir die
Doppelmutante Atrmi1-1 mus81 IC9C gemacht werden. Auch hier war es nicht mdglich,
doppelt homozygote Pflanzen zu generieren (F. Hartung, personliche Mitteilung). Bei der
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Untersuchung der Schoten von Atrmi1-2” mus81-1"" 1C9C wurden mehrfach leere
Samenanlagen beziehungsweise auch ein geringer Anteil an nicht keimfahigen Samen
detektiert. Die beiden Mutanten Atrmi71-2 und Atmus81 zeigen somatische Defekte in Bezug
auf DNA Reparatur und Rekombination und sind in ihrer Fertilitdt leicht eingeschrankt, nun
fuhrt die Kombination der beiden homozygoten Mutationen zu deutlichen Defekten in der
Samenbildung.

Um diesen Phanotyp genauer in Bezug auf die Funktion von RMI1 zu betrachten wurde
versucht die Atrmi1-27" mus81-1*" 1C9C Mutante mit den RMI1-Varianten RMI1, RMI1ADUF,
RMI1AOB1 und RMI1AOB2 zu komplementieren. Dies sollte weitere Erkenntnis Uber die
Funktion der einzelnen Domé&nen bringen.

Fir die Komplementation wurde die Mutante rmi7-2” mus81-1*" IC9C mit jeweils einer der
etablierten Linien rmi1-2 IC9C::RMI1, rmi1-2 1C9C::RMI1ADUF, rmi1-2 1C9C::RMI1AOB1 und
rmi1-2 1C9C::RMI1AOB2 (vgl. Tabelle 2.5; Abschnitt 3.1.1) gekreuzt. Die F1-Genaration der
Kreuzungen wurde anhand der PPT-Resistenz des RMI1-Konstruktes auf das Vorhandensein
des jeweiligen Komplementationsonstruktes Uberprift.  Zuséatzlich  wurden  durch
Genotypisierung Pflanzen ausgewahlt, welche die Mutation im AtMUS81 Locus hemizygot
enthielten. In der F2-Generation wurde ebenfalls Uber die PPT-Resistenz eine Linie ausgewahlt,
welche das Konstrukt homozygot trug. AnschlieBend erfolgte die Uberpriifung des Genotyps
bezlglich des AtMUS81 Locus.

Durch das Einkreuzen des funktionellen rekombinanten RMI71 Gens konnte eine doppelt
homozygote Linie rmi1-2”" mus81-1" 1C9C generiert werden. Die Homozygotie wurde in der
F3-Generation erneut Uberprift und ebenso die Mutation von Atrmi1-2 und das Vorhandensein
des Konstrukts. Der Genotyp Atrmi1-2"" mus81-1" 1C9C::RMI1 konnte bestétigt werden. Die
Expression der rekombinanten Proteine RMI1ADUF, RMITAOB1 und RMI1AOB2 fiihrten zu
keiner Verdnderung. Es war weiterhin nicht mdglich eine doppelt homozygote Mutante
rmi1-2"" mus81-1""1C9C zu generieren.

Zusétzlich sollte im Zusammenhang mit der Atrmi1-2" mus87-1*" 1IC9C Mutante die Funktion
der Resolvase-Konstrukte (vgl. Tabelle 2.3; Abschnitt 3.2) Uberprift werden. Da sowohl der
RMI2-Promotor als auch der DMC1-Promotor ebenfalls in somatischen Geweben aktiv sind,
sollte eine Komplementation von somatisch bedingten Defekten auch mdéglich sein. Zu diesem
Zeitpunkt lagen allerdings noch nicht zu allen Konstrukten etablierte Linien vor, daher wurde
nur ein Teil der Konstrukte Uber Kreuzung eingebracht. Die restlichen Konstrukte wurden
transformiert.

Die etablierten Linien folgender Konstrukte wurden in die Atrmi1-2" mus81-1*" IC9C Mutante
eingekreuzt: rmi7-2 1C9C::(DMC1-P)-MUS81/EME1A, rmi1-2 1C9C::(DMC1-P)-GEN1 und
rmi1-2 IC9C::(RMI2-P)-GEN1. Die F1-Generation dieser Kreuzungen wurde anhand der PPT-
Resistenz auf das Vorhandensein des Konstruktes Gberpriift und auf die hemizygot vorliegende
Mutation von Atmus87-1 genotypisiert. Auch in der F2-Generation wurde die PPT-Resistenz
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genutzt um Linien mit homozygot vorliegendem Resolvase-Konstrukt zu ermitteln. Durch
Genotypisierung wurden die Pflanzen beziigliche der Mutation von AtMUS81 Uberprtift.

Mit der zusatzlichen Expression von AtGENT oder AtMUS81/AtEME1A konnte kein Aufhebung
des Atrmi1-2"" mus81-1"" IC9C Defektes in der Samenbildung bewirkt werden. Durch die
Genotypisierung von jeweils 40 Pflanzen der Linien Atrmi1-2”" mus81-1"" IC9C, mit den
Konstrukten (DMC1-P)-MUS81/EME1A, (DMC1-P)-GEN1 und (RMI2-P)-GEN1 konnte keine
doppelt homozygote Mutante in Bezug auf die Mutationen von AtRMI71 und AtMUS81 ermittelt
werden.

Die Konstrukte zur Expression des Endonukleasekomplexes ScSIx1/ScSIx4, der Resolvase
EcRusA und des Resolvasekomplexes EcRuvABC wurden lber Agrobakterien-vermittelte
Transformation in die Doppelmutante Atrmi1-2"" mus81-1*" 1C9C eingebracht. Das Saatgut der
Transformationen mit den  Konstrukten  p(DMC1-P)-ScSLX7/ScSLX4, p(RMI2-P)-
ScSLX1/ScSLX4, p(DMC1-P)-EcRusA, p(RMI2-P)-EcRusA, p(DMC1-P)-EcRuvABC und
p(RMI2-P)-EcRuvABC wurde vollstandig zur Selektion der Primartransformanden auf
Selektionsmedium (PPT) ausgebracht. Aufgrund einer geringen Transformationseffizienz (0,3%)
konnten nur zwischen 10 und 20 Primartransformanden selektioniert werden. Diese Pflanzen
der T1-Generation wurden ebenfalls durch PCR-basierte Genotypisierung auf das
Vorhandensein der mus87-1 T-DNA-Insertion Uberprift. Aber keines der Konstrukte fihrte zur
Bildung des doppelt homozygoten Genotyps Atrmi1-2 mus81-1 IC9C und somit zur Aufhebung
des somatischen Defekts in der Samenbildung.
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4 Diskussion

Die Reparatur von DNA-Doppelstrangbriichen erfolgt in Prokaryoten und einzelligen
Eukaryoten meist durch den Mechanismus der homologen Rekombination. In multizellularen
Eukaryoten dagegen ist das NHEJ der vorherrschende Weg zur Reparatur von DSBs, flihrt
allerdings vermehrt zu Deletionen oder Insertionen. Nur in den seltensten Fallen kann ein DSB
direkt ligiert werden. Die Mechanismen der homologen Rekombination hingegen ermdéglichen
durch die Verwendung einer homologen Sequenz, beispielsweise aus dem Schwester-
chromatid oder dem homologen Chromosom, die Integritdt und Stabilitdit des Genoms zu
erhalten.

Der evolutionar stark konservierte RTR-Komplex, bestehend aus einer RECQ-Helikase, einer
Topoisomerase 3/3a und dem Strukturprotein RMI1, ist maBgeblich beteiligt an einem Weg der
homologen Rekombinations-Reparatur, der Dissolution. Der RTR-Komplex katalysiert die
Prozessierung von somatischen und auch meiotischen Rekombinationsintermediaten von der
dHJ Uber eine Hemikatenan-Struktur zum NCO-Produkt. Durch die Auflésung von
Rekombinationsintermediaten und der Suppression von CO-Produkten tragt der RTR-Komplex
maBgeblich zum Erhalt der Genomstabilitdt bei. Im Zusammenhang mit der Funktion des
RTR-Komplex spielt auch das Strukturprotein RMI1 eine essentielle Rolle, wie durch die
bisherige Charakterisierung von RMI1-Mutante in verschiedenen Organismen bestéatigt werden
konnte. Die Charakterisierung von Atrmi1 Mutanten aus Arabidopsis thaliana ergab
einen wichtige Funktion in der Auflésung replikationsassoziierter DNA-Schaden aber auch
eine essentielle Rolle in der Prozessierung meiotischer Rekombinationsintermediate
(Hartung et al., 2007, 2008; Suer, 2008).

4.1 Funktionelle Domanenanalyse zu AtRMI1 in planta

RMI1 hat im Rahmen der Funktion des RTR-Komplex keine katalytische Funktion, deshalb ist
es schwieriger seine Aufgabe im Komplex zu verstehen und umso wichtiger, die Rolle der
einzelnen Domanen von RMI1 zu charakterisieren, um RMI1 genauer in die Ablaufe der DNA-
Reparatur einordnen zu kdnnen. Bisherige Untersuchungen zur Funktion der konservierten
Doméanen DUF1767, OB-fold Doméane 1 und OB-fold Doméane 2 erfolgten in vitro fir das
menschliche RMI1 (Raynard et al., 2008). Ein Vorteil des pflanzlichen Modellorganismus im
Vergleich zu mammalischen Zellkulturen oder Hefe ist die Mdglichkeit die Funktion von Genen
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in einem intakten und mehrzelligen Organismus zu untersuchen. Diese Arbeit ist die erste
funktionelle Domanenanalyse von AtRMI1 in planta.

Die Bereiche der zu deletierenden konservierten Doméanen von AtRMI1 wurden aufgrund
bisheriger Studien und basierend auf Sequenzvergleichen bestimmt. Fir die funktionellen
Untersuchungen zu AtRMI1 wurden insgesamt finf cDNA Konstrukte kloniert. Eines mit der
vollstandigen Sequenz von AtRMI1, drei Deletionskonstrukte in denen jeweils eine der
Domaénen deletiert war und ein Doppeldeletionskonstrukt in dem der N-terminale Bereich aus
DUF1767 und OB-fold Doméne 1 entfernt wurde. Fir die in vitro Analysen wurden diese funf
Konstrukte Uber Agrobakterien-vermittelte Transformation stabil in die Mutanten Atrmi7-1 und
Atrmi1-2 und den WT (IC9C) eingebracht. Die Auswahl genetisch unterschiedlicher Linien
erfolgt bei der Selektion der Primartransformanden (T1-Generation), denn jeder Samen der auf
Selektionsmedium (PPT) keimt und gedeiht ist aus einem individuellen Transformationsereignis
entstanden. In der darauffolgenden T2-Generation wurde das Saatgut von mehreren
Primartransformanden jeweils auf eine 3:1 (1:2:1) Aufspaltung anhand der PPT-Resistenz
untersucht. Diese mendelsche Aufspaltung tritt nur dann auf, wenn die T-DNA
PPT-Resistenzkassette in der T1-Generation hemizygot, an nur einem Ort im Genom vorlag
(single-locus). In der F3-Generation wurde noch die Homozygotie der single-locus Linien in
Bezug auf die T-DNA dberprift, um durch genetisch einheitliches Material konstante
Ergebnisse zu erhalten. Bereits wéhrend der Linienetablierung wurde durch die Nutzung der
PPT-Resistenz, die Expression des transformierten Konstruktes getestet. Zur Quantifizierung
der Expression der rekombinanten RMI7-Varianten wurde das Expressionsniveau der einzelnen
Linien durch Real-Time PCR ermittelt. Damit die Expressionslevel unabhangig vom Konstrukt
oder der transformierten Linie verglichen werden konnten, wurde wahrend der Real-Time PCR
ein Fragment von 92 bp (At{RMI1 bp 6 bis 98) amplifiziert, das sowohl in den Mutanten. als
auch in den verschiedenen RMI1-Konstrukten unverandert vorliegt. Bei den verwendeten
Linien wurde darauf geachtet, dass die Expression des Konstruktes, wenn auch teilweise nur
gering, Uber dem Expressionsniveau der Mutante lag.

4.1.1 Expression der RMI1-Varianten im Wildtyp (IC9C)

Um mogliche sekundare Effekte durch die Expression der RMI71-Varianten auszuschlieBen,
wurde jedes Konstrukt zusatzlich zu den rmi7 Mutanten auch in die Wildtyplinie (IC9C)
transformiert und mehrere genetisch verschiedene homozygote single-locus Linien etabliert.
Fir jedes Konstrukt wurden zwei transformierte Wildtyplinien ausgewahlt. Die Expression der
rekombinanten RMI7-Konstrukte in diesen Linien Uberstieg die Expression des natirlichen
RMI1 um ein Vielfaches. In Bezug auf die somatische Rekombination (spontan und Cisplatin-
induziert) und auch beziglich replikationsassoziierter Schaden durch MMS oder Cisplatin
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konnte flr keine der getesteten Linien ein deutlich vom Wildtyp abweichender Phanotyp
nachgewiesen werden.

Die Linie 1C9C::RMI1ADUFAOB1 lag zum Zeitpunkt der Analyse noch nicht als etablierte
homozygote single-locus Line vor. Allerdings ist auch nicht davon auszugehen, dass die
zusatzliche Deletion einer weiteren Domane im Vergleich zu RMI1ADUF oder RMITAOB1 eine
Auswirkung auf den Wildtyp zeigt. Der Aminoséaurebereich, den dieses Konstrukt umfasst (AS 1
bis 100, AS 194 bis 233 und AS 259 bis 644), liegt ebenso in den Konstrukten RMI7 und
RMI1AOB2 vor, die keine Veréanderung der somatische Rekombinationsfrequenz und der DNA-
Reparatur nach Cisplatin- oder MMS verursachten Schaden im Wildtyp bewirken.

Zusatzlich zum Konstrukt kann aber auch der Vorgang der ungerichteten Agrobakterien-
vermittelten Transformation Auswirkungen haben. Zum einen, da die Integration der T-DNA
nicht gezielt an einen bestimmten Ort im Genom erfolgt, kann durch das Einfligen der T-DNA
ein endogener Genlocus unterbrochen werden. Dies kdnnte je nach der Funktion des zufallig
getroffenen Gens auch Effekte auf die Untersuchungen haben, die im Laufe dieser Arbeit
durchgefiihrt wurden. Zum anderen konnen aus verschiedenen Integrationsorten
unterschiedliche Expressionslevel resultieren. Um eine Fehlinterpretation aufgrund sekundérer
Effekte des Integrationsortes auszuschlieBen, wurden mehrere genetisch verschiedene Linien
sowie die Expression der Konstrukte getestet.

4.1.2 Komplementierung der Atrmi1 Mutanten

Die vollstdndige Komplementation des rmi17 Mutanten Phanotyps durch die Expression des
rekombinanten AtRMI1 ist die Grundlage fur die weitere funktionelle Doméanenanalyse. Daher
wurde ein RMI1-Konstrukt kloniert, das den natlrlichen ORF von AtRMI1 unter Kontrolle des
naturlichen Promotors und Terminators enthalt. Durch die stabile Integration des Konstrukts
konnte der hyperrekombinative Phanotyp und die Hypersensitivitdt gegentber Cisplatin und
MMS komplementiert werden. Mdéglicherweise resultiert die weiterhin leichte Sensitivitat der
Linie #463 (vgl. Abbildung 3.12) aus der geringeren Expression des Konstruktes (vgl. Abbildung
3.11). Allerdings genugt diese Expression, um den hyperrekombinativen Phéanotyp zu
komplementieren. Dass die HR und die DNA-Reparatur getrennt von einander betrachtet
werden mussen, zeigt in diesem Zusammenhang auch die Linie #544 (RMI1AOB2-Konstrukt;
Abbildung 3.17, 3.18). Diese Linie zeigt bei einer tUber 20-fachen Expression von RMI1AOB2 im
Vergleich zum Expressionslevel des natlrlichen RMI1 eine Komplementation des
HR-Phanotyps aber keinerlei Komplementation der Hypersensitivitat.

Ebenso konnte der starke meiotische Defekt der rmi71-1 Mutante und die daraus resultierende
Sterilitat der Pflanzen mit dem RMI1 Konstrukt komplementiert werden (vgl. Tabelle 3.1). Die
Tatsache, dass nur bei 61 von 62 Pflanzen die Sterilitdt aufgehoben wurde, lasst sich mit dem
sogenannten Positionseffekt erklaren. Méglicherweise wurde die T-DNA in der einen sterilen
Pflanze in einen transkriptionell inaktiven Bereich integriert oder durch die Integration der
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T-DNA wurde ein weiteres funktionell wichtiges Gen unterbrochen. Beispielsweise konnten im
Verlauf dieser Arbeit nach der Transformation von Wildtyppflanzen oder fertilen Mutanten,
unabhéngig vom verwendeten Konstrukt, mehrmals sterile Pflanzen identifiziert werden. Fir die
Komplementation der Sterilitdt der rmi7-17 Mutante wurden die einzelnen Pflanzen der
T1-Generation dahin gehend untersucht, ob Saatgut gebildet wurde oder nicht. Jede dieser
Pflanzen entstammte einem individuellen Transformationsereignis. Durch die Selektion anhand
der PPT-Resistenz konnte zumindest die Expression der Resistenzkassette des eingebrachten
Konstruktes nachgewiesen werden. Die Expressionsanalysen der etablierten transgenen Linien
zeigte, dass bei vorhandener PPT-Resistenz auch die verschiedenen RMI1-Konstrukte
exprimiert werden. Da es in dieser Untersuchung nicht um eine Quantifizierung sondern um
eine positiv-negativ Entscheidung ging, wurde darauf verzichtet das Expressionslevel des
jeweiligen RMI1-Konstruktes in diesen Pflanzen zu testen. Die Komplementation konnte
ebenfalls durch die Beobachtung mannlicher Meiocyten nachgewiesen werden. Wahrend flir
die rmi71-1 Mutante starke Chromosomenfragmentierungen und ein Abbruch der Meiose zum
Ende der ersten Reifeteilung charakteristisch sind, konnte in den Praparationen der
Pollenmutterzellen von rmi1-1::RMI1 der Verlauf der Meiose bis zur Bildung der Tetrade zum
Ende der Meiose Il beobachtet werden. Es konnten keine Stadien der Anaphase | mit
zerrissenen Chromatinstrukturen identifiziert werden, wie sie fir die rmi7-1 Mutante typisch
sind. Die Quantifizierung der Fertilitat erfolgte durch die Ermittlung der Samenzahl pro Schote,
mit einem Probenumfang von 25 Schoten. Hierfir wurde je Konstrukt eine etablierte Linie
untersucht (vgl. Abbildung 3.17). Im Vergleich dazu wurde je eine ebenfalls transformierte WT
Linie der gleichen Generation untersucht, um die Faktoren Transformation und Vermehrung
miteinzubeziehen. Durch die Expression des rekombinanten RMI7 kann auch in Bezug auf die
Fertilitat eine Komplementation des sterilen Phanotyps der rmi1-1 Mutante bestatigt werden.
Mit der Komplementation des charakteristischen somatischen und meiotischen Phanotyps der
beiden Mutanten rmi7-1 und rmi71-2 konnte gezeigt werden, dass die beschriebenen Defekte
allein auf die Mutation in AtRMI1 zurlckzufihren sind. Des Weiteren weist diese
Komplementation auf die Bildung eines intakten rekombinanten Proteins hin. Es wurde zwar
mit Hilfe von Real-Time PCR die Transkriptmenge quantifiziert, dies allein ist aber nicht
ausschlaggebend flr ein funktionelles Protein. Aufgrund der Tatsache, dass die Expression der
vollstandigen cDNA-Sequenz von RMI1 in den Transformationslinien zur Komplementation
fuhrt, ist davon auszugehen, dass der gewahlte Ansatz zur Expression der verschiedenen
RMI1-Konstrukte grundlegend funktioniert und ein korrekt gefaltetes Protein entstehen kann.
Sollte durch die Deletionskonstruktie keine Komplementation des rmi1 Phanotyps erreicht
werden, ist davon auszugehen, dass die jeweilige nicht vorhandene Doméane ausschlaggebend
ist.
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4.1.3 Funktion des N-Terminus (DUF1767 Doméane und OB-fold Domane 1)

Der Bereich, der im Konstrukt RMITADUF deletiert wurde, entspricht der Sequenz der
konservierten DUF1767 Domane (pfam08585) (Chelysheva et al., 2008). Es wird angenommen,
dass die DUF1767 Doméane weniger der Interaktion mit einem der anderen
RTR-Komplexpartner dient, als vielmehr der korrekten Proteinfaltung und der Stabilitat des
gesamt Komplexes (Wang et al., 2010; Ashton et al., 2011).

Die Expression des RMITADUF Konstrukts in der rmi7-2 Mutante flhrt nicht zur
Komplementation des hypersensitiven Phanotyps der Mutante und auch die Funktion
bezlglich der somatischen HR kann nur teilweise Ubernommen werden. Demnach ist die
Funktion von der DUF1767 Domane in Betrachtung der somatischen HR teilweise entbehrlich,
nicht aber fir die Reparatur von replikationsassoziierten DNA-Schaden.

C-terminal von der DUF1767 Domane liegt die OB-fold Doméne 1. Fir das menschliche
Homolog wurde 2005 eine putative OB-fold identifiziert, die den Bereich von AA 115 bis
AA 191 umfasst (Yin et al.,, 2005). Drei Jahre spater wurde in diesem Bereich der
Interaktionsbereich (AA 151 bis AA 211) fliir die Topoisomerase 3a und die Helikase BLM des
RTR-Komplexes ermittelt. In diesem Abschnitt wurde im mammalischen System eine
essentielle Funktion flr das konservierte Lysin (K166) in der Bindung der Topoisomerase
nachgewiesen (Raynard et al., 2008).

Der deletierte Bereich des Konstruktes RMITAOB7 beinhaltet das konservierte Lysin von
A. thaliana (K235), wurde aber im Vergleich zu dem Sequenzabschnitt den Raynard et al. 2008
fur die Interaktion der Topoisomerase und Helikase ermittelten, noch weiter eingeschrankt.

Die Deletion des Bereichs AS 234 bis AS 258 (OB-fold Doméne 1) lasst ebenso wie die
Deletion der DUF1767 Doméne keine Komplementation der Hypersensitivitédt zu. Die Frequenz
der somatischen HR kann durch die Expression des rekombinanten RMITAOB1 im Vergleich
zur rmi1-2 Mutante reduziert werden, entspricht aber nicht der Rekombinationsfrequenz des
Wildtyps.

Sowohl die DUF1767 Doméne als auch der OB1 Bereich nehmen bezlglich der Unterdriickung
der somatischen homologen Rekombination (spontan und Cisplatin-induziert) und der
Reparatur von Schaden, die zur Blockade der Replikation fiihren, eine unterschiedliche
Funktion ein. Die OB-fold Doméane 1, die durch das konservierte Lysin (K235) die Interaktion
zur Toposiomerase ermoglicht, aber auch die DUF1767 Domane sind relevant fir die Reparatur
Cisplatin- und MMS verursachter DNA-Schaden. Dies wird auch durch neuste Ergebnisse zu
HsRMI1 bestétigt, wonach RMI1 wesentlich am Voranschreiten der Replikationsgabel beteiligt
ist, was sowohl ohne als auch mit Induktion von Replikationsstress gezeigt werden konnte.
Auch im Menschen ist die Interaktion von RMI1, BLM und TOP3a ausschlaggebend, um auf
Replikationsstress zu reagieren (Yang et al., 2012).

Die Genotoxine MMS und Cisplatin fihren durch Methylierung beziehungsweise Intrastrang-
Quervernetzungen der DNA zur Blockade der Replikationsgabel in der S-Phase. Wird wahrend

90



Diskussion

der Replikation die Synthese an Leit- und Folgestrang entkoppelt, entstehen DNA-
Einzelstrangbereiche, die zur Initiierung der template-switch Mechanismen der HR fuhren
(Cox et al., 2000; Li und Heyer, 2008; Budzowska und Kanaar, 2009). Diese beruhen auf der
Nutzung der homologen Sequenz des Schwesterchromatids zur Umgehung des DNA-
Schadens. Die Auflésung der Intermediate Uber einen template-switch Mechanismus flhrt aber
nur zur Schadenstoleranz, nicht zur Reparatur des Schadens. Eine direkte Reparatur von
Schaden an der Replikationsgabel ist bei einem einseitig vorliegenden DSB mdglich. Dieser
kann entstehen, wenn durch die Aktivitat einer strukturspezifischen Endonuklease ein Bruch im
beschadigten parentalen Strang eingefiigt wird oder wenn bereits ein ESB im parentalen
Strang vorliegt. In beiden Fallen wiirde durch den exonukleolytischen Abbau des 5’-Uberhangs
ein freies 3’-Ende entstehen, das in die homologe Sequenz des Schwesterchromatids
invadieren kann und die Synthese des Leit- und Folgestrangs ermdglicht. Die direkte Reparatur
Uber HR wirde im Gegensatz zum template-switching, durch den exonukleolytischen Abbau
des beschadigten Stranges zur Reparatur des DNA-Schadens und zu einer intakten
Replikationsgabel flihren. Zusatzlich ermdéglicht die direkte Reparatur auch die Rekonstruktion
des funktionellen GUS-Konstruktes der IC9C-Linie, die in der vorliegenden Arbeit zur
Ermittlung der Rekombinationsfrequenz verwendet wurde.

In Bezug auf die Restaurierung des GUS-Fragmtes und der damit gemessenen HR-Frequenz
liegt die Vermutung nahe, dass der RTR-Komplex aufgrund der fehlenden DUF1767 Domane
beziehungsweise der fehlenden OB-fold Domane 1 von RMI1 nicht mehr in der Lage ist die
somatische HR vollstandig zu unterdricken, wie es durch das vollstandige RMI7-Konstrukt
gelungen ist. Der Grund dafir ist nicht auf mRNA-Ebene zu suchen, da auch eine geringe
Expression des Konstrukts zur selben intermediaren HR-Frequenz filhrt wie eine starkere
Expression. Mdglicherweise flhrt das fehlen der N-terminalen Domanen zu Defekten in der
Proteinfaltung (DUF1767 Doméane) beziehungsweise aufgrund fehlender Interaktionsdomane
(OB-fold Doméane 1) zu einer Instabilitdt des RTR-Komplexes, wodurch dessen Funktion als
ganzer Komplex eingeschrankt ware. Es ist ebenfalls denkbar, dass die Halbwertszeit von
RMI1 Gber den N-Terminus gesteuert wird, wie es flr die meisten Proteine der Fall ist
(Varshavsky, 1997). Durch eine beschleunigte Degradation wirde das Verhéltnis der
Komponenten des RTR-Komplex gestort werden, was sich auch auf die Stabilitat des
Komplexes auswirken konnte. Es konnte gezeigt werden, dass das Lokalisationmuster jedes
Komplexpartners abhangig ist von der Anwesenheit der anderen beiden Komplexpartner
(Yang et al., 2012).

Eine Erklarung kdnnte auch ein weiterer Interaktionspartner von RMI1 sein, der in der Lage ist,
die Funktion der RecQ-Helikase teilweise zu Ubernehmen beziehungsweise die Topoisomerase
im Komplex zu binden. Im Menschen kame hierfir FANCM in Frage, das uUber die
OB-fold Doméne 2 mit dem RTR-Komplex interagiert (Singh et al., 2008; Xu et al., 2008; Deans
und West, 2009). Durch seine Translokaseaktivitat ware es in geringem MaBe fahig die branch
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migration Aktivitdt der Helikase zu kompensieren und durch eine Interaktionsdoméne die
Topoisomerase zu binden (Meetei et al., 2005; Gari et al., 2008a, 2008b).

Allerdings ist ein weiter Interaktionspartner von RMI1 in A. thaliana eher unwahrscheinlich, da
das Ausschalten jedes Komplexpartner (RECQ4A, TOP3a und RMI1) zu ein und demselben
hyperrekombinativen Phanotyp fihrt. Kénnte in A. thaliana beispielsweise die Helikaseaktivitat
teilweise durch FANCM ersetzt werden, wirde die alleinige Mutation von recqg4A nicht zur
selben HR-Rate flihren wie die Mutation der anderen Komplexpartner. Des Weiteren ist das
MM2 (FANCM motif 2) Motiv von HsFANCM, welches flir die Interaktion mit dem
RMI-Subkomplex (RMI1 und RMI2) verantwortlich ist, nicht in AtFANCM Kkonserviert
(Deans et al., 2009).

Der meiotische Defekt der rmi7 Mutanten auBert sich im Abbruch der Meiose zum Ende der
ersten Reifeteilung. Aufgrund der fehlenden Interaktion mit der Topoisomerase werden die
Hemikatenan-Strukturen nicht aufgeldst und es kommt zur starken Fragmentierung der
homologen Chromosomen wahrend der Anaphase |. Dieser Defekt kann weder durch die
Expression des rekombinanten RMI1ADUF noch durch RMI1AOB1 kompensiert werden. Geht
man davon aus, das die DUF1767 Domane aufgrund ihrer Ahnlichkeit zur Domane Il von
MtRuvA aus Mycobacterium tuberculosis auch an Interaktion mit der Helikase beteiligt sein
kénnte, scheint flir die Bildung des Hemikatenans die Interaktion der Helikase mit RMI1
beziehungsweise dem RTR-Komplex nicht notwendig zu sein. Da auch in der rmi1-1 Mutante
der N-terminale Bereich der DUF1767 Doméane und der OB-fold Doméane 1 deletiert ist, kann
die Helikaseaktivitdt also auch nicht durch den N-Terminus des endogenen Restproteins
stimuliert werden. Da die Expression der beiden RMI1-Varianten RMI1ADUF oder RMI1AOB1
nicht zu einer Verbesserung in der Fertilitdt der rmi7-1 Mutante fihrt, muss davon
ausgegangen werden, dass beide Domanen fir einen intakten RTR-Komplex bendtigt werden

um Rekombinationsintermediate der meiotischen HR zu prozessieren.

4.1.4 Funktion des C-Terminus (OB-fold Doméane 2)

Die OB-fold Domane 2 von HsRMI1 konnte Uber Kristallstrukturen des RMI-Subkomplexes als
Interaktionsdoméne fir HsRMI2 (OB-fold Doméane 3) und auch fir HsFANCM (MM2 Motiv)
identifiziert werden (Singh et al., 2008; Deans und West, 2009). Durch HsRMI2 soll die Stabilitat
des Komplexes erhéht und die Dissolution Reaktion stimuliert werden. Demnach fUhrt der
Verlust von RMI2 im menschlichen System zur Destabilisierung des RTR-Komplexes und zu
einer erhdhten Rate von SCEs (Xu et al.,, 2008). Infolge einer Behandlung mit MMS
reagieren rmi2 Zellen mit Hypersensitivtat im Vergleich zum WT. Die Interaktion von RMI2 mit
der OB-fold Doméane 2 von RMI1 fihrt zum Verlust der DNA-Bindeaktivitdit des
RMI-Subkomplexes, die durch die zusatzliche Interaktion von FANCM mit dem RMI-
Subkomplex wieder hergestellt werden kénnte (Raynard et al., 2008).
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Wie bereits erwahnt, konnte in A. thaliana bisher keine Funktion fir RMI2 in der Reparatur
Cisplatin- und MMS-induzierter DNA-Schaden gezeigt werden. Eine Beteiligung an der
Unterdriickung von CO-Ereignissen in der replikationsabhangigen HR ist aufgrund einer leicht
erhohten HR-Rate der rmi2 Mutante moéglich (Schrépfer, 2012). Die Interaktion mit AtFANCM
ist fur AtRMI2 fraglich, da das MM2 Motiv, das im Menschen flr die Interaktion bendtigt wird,
in A. thaliana nicht konserviert ist.

Flr A. thaliana konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass sich der hyperrekombinative
Phanotyp der rmi7-2 Mutante und auch der meiotische Defekt der rmi7-1 Mutante durch das
Konstrukt RMI1TAOB2 vollstandig komplementieren lassen. Demnach scheint im Gegensatz
zum menschlichen System weder die Interaktion mit RMI2 noch mit einem weiteren
Interaktionspartner fur die HR in A. thaliana notwendig zu sein.

Die Hypersensitivitdt gegentber MMS und Cisplatin dagegen kann nicht vollstandig durch
RMI1AOB2 komplementiert werden, weshalb vermutet werden kénnte, dass die Interaktion mit
RMI2 flr die Reparatur replikationsassoziierter Schaden bendtigt wird. Allerdings konnte in der
bisherigen Charakterisierung von AtRMI2 fir die T-DNA-Insertionsmutante Atrmi2-2 keine
Sensitivitdt gegentuber MMS- und Cisplatin verursachten DNA-Schéaden festgestellt werden.
Jedoch mussen zur Bestatigung dieses Phanotyps weitere rmi2 Mutanten untersucht werden,
da die Atrmi2-2 Mutante noch eine Expression nach der T-DNA-Insertion aufweist, wodurch
ein nahezu vollstdndiges Protein entstehen kdnnte.

Des Weiteren kann die Sensitivitdt einiger Linien auch auf eine DNA-unabhangige
Schéadigungen der Zelle zuriickzufiihren sein, da flr die Ermittlung der Sensitivitat eine relativ
hohe Konzentration an Genotoxin im Vergleich zum Rekombinationstest eingesetzt wird.

Um die Funktion der OB-fold Doméne 2 als modgliche Interaktionsdoméne fir AtRMI2
einschatzen zu kénnen, ist auch die Charakterisierung weiterer Atrmi2 Mutanten notwendig. Es
kénnten neue Erkenntnisse bezlglich gemeinsamer Funktionen Uber die Kreuzung der beiden
Einzelmutanten (Afrmi1-1 beziehungsweise Atrmi1-2 mit Atrmi2 und auch Uber Kreuzungen mit
den Linien rmi1-2 IC9C::RMI1ADUF oder rmi1-2 IC9C::RMI1AOB1 erreicht werden.

4.2 Expression verschiedener Resolvasen in Atrmi1-1

Im Laufe dieser Arbeit wurden mehrere Konstrukte mit Resolvasen kloniert, die anhand ihrer
meiotischen Expression zur Aufhebung des sterilen Phanotyps der Atrmi1-1 Mutante flhren
sollten. Durch die Uberexpression der Nukleasen EcRuvABC, EcRusA, ScSix1/ScSix4, AtGEN1
und AtMUS81/AtEMETA sollte die Auflosung der dHJ in der Meiose Uber den Resolution
Mechanismus begtinstigt werden. Dies wirde es ermdglichen, die Anzahl der COs in der
Meiose zu erhdhen, da der Dissolution Mechanismus ausschlieBlich zu NCOs flhrt. Die
Expression der Resolvase-Konstrukte sollte somit die Entstehung von fertilen rmi7-17" Pflanzen
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in der T1-Generation ermdglichen, wenn der Mechanismus der Dissolution und damit die
Bildung des Hemikatenans umgangen wird.

Alle Konstrukte wurden in hemizygote rmi7-1 Pflanzen transformiert. In der T1-Generation
wurden anhand der PPT-Resistenz diejenigen Pflanzen selektiert, welche die T-DNA enthielten.
Diese Pflanzen wurden beziglich des AtRMI1-Locus und der rmi7-1 Mutation genotypisiert
und bis zur Samenreife kultiviert. Erst dann konnte verifiziert werden, ob die Expression eines
der Resolvase-Konstrukte den sterilen rmi7-1 Phanotyp unterbinden kann. Es konnte aber
keines der eingebrachten Konstrukte die Sterilitdt von rmi71-1 aufheben.

Die Grunde hierfir sind wahrscheinlich weniger im prinzipiellen Aufbau der Resolvase-
Konstrukte zu finden. Ebenso ist es unwahrscheinlich dass alle Konstrukte aufgrund von
Mutationen fehlerhaft sind. Samtliche Konstrukte wurden vor der Transformation in
Agrobakterien sequenziert und es ist nicht anzunehmen dass wahrend Kultivierung der
Agrobakterien alle Konstrukte durch Mutationen verandert wurden.

Die Verwendung der T2A-Peptide zur Klonierung von RuvABC als einen ORF sollte ebenfalls
nicht der Grund fir die fehlgeschlagene Komplementation sein, da die verwendete Sequenz
bereits erfolgreich zur Expression von Zinkfinger-Nukleasen in A. thaliana eingesetzt wird
(Zhang et al., 2009). Natirlich wéare es trotzdem moglich, dass wahrend der Translation
vermehrt Polyproteine anstatt einzelner Proteine entstehen und so die Komplexbildung gestort
ware. Dies hatte aber auch nicht Uber die Ermittlung der Expression detektiert werden
kénnen, da die Trennung in einzelne Proteine erst wahrend der Translation stattfindet
(Luke et al., 2010).

Um den Transport der bakteriellen Proteine in den Kern zu ermdglichen, wurde jeweils eine
NLS Sequenz am N-Terminus der einzelnen Proteine angefligt. Auch diese Sequenz wurde
bereits flr verschiedene pflanzliche Systeme und auch fir A. thaliana erfolgreich verwendet
(Grebenok et al., 1997; Karimi et al., 2007).

Fir die Expression der heterologen Resolvasen wurde zwar von einer Codon-Optimierung
abgesehen, dies erfolgte aber nur deshalb, weil der Codon-Adaptation-Index (CAl) der
einzelnen Gene in E. coli beziehungsweise in S. cerevisiae nur wenig vom CAl in A. thaliana
abwich.

Vielmehr scheint der Grund fir die fehlende Aufhebung der Sterilitdt von Atrmi71-1 daran zu
liegen, dass durch die Aktivitat der Helikase bereits das toxische Hemikatenan gebildet und
der Dissolution Mechanismus eingeleitet wurde. Anscheinend ist es durch die Uberexpression
verschiedener Resolvasen nicht moglich, steuernd in die Wahl zwischen Resolution und
Dissolution Mechanismus einzugreifen. Wahrscheinlich ist es auch nicht mdglich, die
Hemikatenan-Struktur wieder in eine dHJ zu Uberfihren oder das Hemikatenan aufgrund seiner
Struktur durch Resolvasen aufzulésen.

Die Verwendung der sterilen rmi7-1 Mutante wére eine relativ schnelle und einfache Methode
gewesen, die mogliche Bildung von COs Uber den Resolution Mechanismus zu testen.
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Natdrlich wéare die CO Bildung weiterhin abhangig von der Orientierung der Schnitte der
Resolvasen.

4.3 Genetische Interaktion zwischen AtRMI1 und AtMUS81

Die Generierung von Doppelmutanten ist haufig eine Mdglichkeit, die Beteiligung von
verschiedenen Proteinen an den selben Mechanismen festzustellen. In dieser Arbeit sollte
unter die Doppelmutante aus Atrmi71-2 und Atmus817-1 generiert werden. Dies erwies sich aber
als sehr schwierig, da keiner Pflanze der doppelt homozygote Genotyp rmi1-2 mus81-1
zugeordnet werden konnte. Da in der F2-Generation der Kreuzung die Mutation rmi1-2
homozygot und die Mutation mus87-7 hemizygot vorlag, héatten nach Mendel in der
Folgegeneration ungeféhr %4 der Pflanzen einem doppelt homozygoten Genotyp bezlglich
rmi1-2 und mus871-1 entsprechend miussen. Insgesamt wurden 160 Pflanzen durch PCR-
basierte Genotypierung auf ihren Genotyp bezlglich des Locus AtMUS81 Uberprift. Statistisch
gesehen, hatten davon 40 Pflanzen doppelt homzygot sein missen.

Da bereits gezeigt werden konnte, dass die Mutation recq4A-1 mus81-1 zu einem starken
Wachstumsdefekt der Pflanzen fihrt und dieselben nach etwa zwei Wochen absterben, wurde
postuliert dass RECQ4A und MUS81 an einem parallelen Mechanismus der DNA-Reparatur
beteiligt sind (Hartung et al., 2006). Durch die zusatzliche Mutation von RAD57C, welches an
initialen Schritten der HR beteiligt ist, wurde die Letalitat der Pflanzen aufgehoben. Daher wird
vermutet, dass es sich um HR Mechanismen zur Reparatur replikationsassoziierter DNA-
Schaden handeln muss (Mannuss et al., 2010).

Aufgrund der Kenntnis Uber die synthetische Letalitéat von recq4A-1 mus817-1, die in Hefe und
im menschlichen System ebenfalls fir die anderen RTR-Komplexpartner beobachtet werden
konnte, wurden das Saatgut der F2-Generation nicht auf Erde, sondern steril auf Nahrmedium
ausgebracht (Mullen et al., 2001; Doe et al, 2002; Fabre et al, 2002
Hartung et al., 2006). Dies sollte ermdglichen, sowohl nicht keimende Samen, als auch frih
absterbende Keimlinge quantifizieren zu kénnen. Es konnte jedoch nur ein sehr geringer Anteil
an nicht keimfahigen Samen identifiziert werden. Dieser entsprach bei weitem nicht den
40 erwarteten Doppelmutanten. Ebenso konnte keine Pflanze mit einem schweren
Wachstumsdefekt ausgemacht werden. In Bezug auf die Doppelmutante rmi7-1 mus81-1
konnten die selben Beobachtungen gemacht werden (F. Hartung, personliche Mitteilung).
Durch die genauere Betrachtung der Schoten von rmi1-2 mus81-1"" konnten mehrfach leere
Samenanlagen und nur ein geringer Anteil an nicht keimfahigen Samen identifiziert werden. Die
gestorte Samenbildung weist auf einen starken somatischen, aber nicht auf einen meiotischen
Defekt hin. Denn erst nach der Meiose kann durch die Verschmelzung der parentalen Gameten
der F2-Generation in der Zygote der Genotyp rmi7-2 mus81-1 entstehen. Aufgrund der bereits
beschriebenen Annahme, dass MUS81 und der RTR-Komplex an parallelen HR-Mechanismen
zur Prozessierung blockierter Replikationsgabeln arbeiten, wurde mit einem deutlichen
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Wachstumsdefekt und auch mit synthetischer Letalitdt gerechnet. Es stellt sich aber die Frage,
warum es gar nicht erst zur Bildung der Samen kommt.

Im Kontext zur Doppelmutante recq4A-1 mus87-1 kdnnte ein dritter paralleler
HR-Mechanismus vermuten werden, der hauptsachlich in der Embryonalentwicklung aktiv ist
und einen Teil der auftretenden DNA-Schaden prozessieren kann. Fallt dieser dritte
HR-Weg expressionsbedingt weg, haufen sich in der Linie recq4A-1 mus81-1
Rekombinationsintermediate, die durch Hemmung von Replikation und Transkription vor allem
sich schnell teilendes Gewebe stark schadigen.

In Bezug auf den Prozessierungsfortschritt des HR Mechanismus in recqg4A Mutanten und
rmi1-2 Mutanten, kénnte auch der Prozessierungsgrad der Rekombinationsintermediate den
Hinweis darauf geben, warum die zusatzliche Mutation von RMI71 in mus81 defizienten
Pflanzen zu einem wesentlich drastischeren Phanotyp fuhrt als die Mutation von recq4A. Die
Aufgabe von RECQ4A im RTR-Komplex ist die Bildung des Hemikatenans aus der dHJ. Diese
Hemikatenan-Struktur wird durch TOP3a und dem Strukturprotein RMI1 zu NCOs aufgeldst.
Durch die Mutation von RECQ4A wird die Einleitung des Dissolution Mechanismus verhindert
und die dHJ als Rekombinationsintermediat erlaubt noch die Auflésung Uber den Weg der
Resolution. Dieser Weg koénnte neben MUS81/EME1A noch Uber weitere Resolvasen,
moglicherweise AtGEN1 und AtSEND1, bestritten werden. Allerdings sind in diesem
Zusammenhang keine oder nicht ausreichend Expressionsdaten zu AtGEN1 und AtSEND1
veroffentlicht, sodass nicht klar ist ob die Expression im Embryo ausreichend wére, um dort die
Funktion von RECQ4A und MUS81 zumindest teilweise zu kompensieren.

In Betrachtung der Funktion von RMI1 im RTR-Komplex, wird klar, dass in der rmi1 Mutante
bereits das Hemikatenan gebildet und somit der Dissolution Mechanismus eingeleitet wurde.
Da es weder Hinweise gibt, dass die Hemikatenan-Bildung rickgangig gemacht werden
kann, noch dariber, dass es zur Auflésung des Hemikatenans noch eine zuséatzliche
Mdoglichkeit neben TOP3a und RMI1 gibt, werden in der Doppelmutante rmi1-2 mus817-1
kontinuierlich toxische Rekombinationsintermediate gebildet, die nicht mehr weiter prozessiert
oder aufgeldst werden kénnen.

Der zusétzliche Versuch, die Letalitat der rmi7-2 mus87-1 Mutante durch die Expression der
rekombinanten RMI1-Varianten (RMI1, RMI1ADUF, RMI1AOB1 und RMI1AOB2) aufzuheben,
bestétigte die Annahme, dass ein intakter RTR-Komplex sowie dessen Funktion bendtigt wird.
Nur das vollstandige RMI1-Konstrukt ist in der Lage, die gestérte Samenbildung aufzuheben
und ermoglicht den doppelt homozygoten Genotyp rmi1-2 mus81-1.

Des Weiteren wurde versucht, die fehlende Auflésung von replikationsassoziierten
Rekombinationsintermediaten in der Doppelmutante rmi7-2 mus87-1 Uber die Expression
anderer, putativer HJ-Resolvasen zu kompensieren. Die Expression der Resolvasen und
Endonukleasen (AtGEN1, AtMUS81/AtEME1A, ScSix1/ScSix4, EcRusA und EcRuvABC)
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erfolgte unter der Kontrolle der meiotisch aktiven Promotoren von AtDMC1 und AtRMI2.
Allerdings flihrte keines dieser Konstrukte zur Aufhebung des letalen Phanotyps.

Dies lasst sich aber wahrscheinlich Gber die verwendeten Promotoren erkldren. Da diese
Konstrukte fur die Aufhebung des sterilen Phénotyps von rmi1-1 gedacht waren, wurden
dementsprechend Promotoren gewahlt, die eine starke Expression in der Meiose ermdéglichen.
Trotzdem fiihren beide Promotoren auch zu einer Expression in somatischen Zellen. Die
Expression wahrend der Entwicklung des Embryos ist aber sehr gering und dulrfte daher
vermutlich nicht ausreichen, um das mus87-Defizit zu kompensieren (Schmid et al., 2005). In
Bezug auf das Konstrukt des Endonukleasekomplexes AtMUS81/AtEMETA, dessen
rekombinante Expression am wahrscheinlichsten den frihen embryoletalen Phanotyp der
rmi1-2 mus81-1 Doppelmutante aufheben sollte, ware eine zu geringe Expression eine
mogliche Erklarung fir die nicht erfolgte Komplementation.

Zur Uberpriifung der Funktionalitit der Resolvase-Konstrukte wiirde sich anbieten die
Expression unter Kontrolle eines embryonalen Promotors zu testen. Da bei der Planung der
Konstrukte darauf geachtet wurde, dass der Promotor méglichst einfach und unabhéngig von
der neuen Promotorsequenz austauschbar ist, sollte der Promotorwechsel kein Problem
darstellen. In Kombination mit der rmi1-2° mus87-1 Mutante kdnnte sowohl die Funktionalitat
des Konstruktes zur Expression des Endonukleasekomplexes AtMUS81/AtEME1A getestet
werden, aber auch die heterolog exprimierten Resolvasen. Interessant wére auch die
Funktionalitat der T2A-Peptide flir die Expression mehrerer Gene unter der Kontrolle eines
Promotors, da in der Vergangenheit schon Probleme durch Gene-silencing bei der Nutzung
mehrerer gleicher Promotoren aufgetreten sind.

In weiteren Untersuchungen zur Doppelmutante rmi7-2 mus817-1 sollte die Hypothese des friih
embryoletalen Phanotyps zum einen durch die Quantifizierung leerer Samenanlagen
beziehungsweise toter Samen bestatigt werden. Zusatzlich wirde die Untersuchung der
Embryoentwicklung Auskunft darlber geben, wie schnell beziechungsweise in welchem
Stadium sich die nicht prozessierten Rekombinationsintermediate toxisch auf die Zellen
auswirken. Um den Phanotyp der rmi1-2”" mus81-1"" auf Rekombinationsintermediate der HR
zu beschranken, sollte dies durch die Aufhebung des Phanotyps durch die zusétzliche
Mutation von rad57C bestatigt werden.
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4.4 Zusammenfassung

Das Strukturprotein RMI1 ist ein Teil des evolutiondr konservierten RTR-Komplexes, der aus
einer RecQ-Helikase, einer Typ IA Topoisomerase und dem strukturellen Protein RMI1 besteht.
In Arabidopsis thaliana wird der RTR-Komplex von der RecQ-Helikase RECQ4A, der
Topoisomerase 3a und RMI1 gebildet. Der RTR-Komplex spielt durch seine Funktion in der
Auflésung von dHJ eine wichtige Rolle an der Erhaltung der Genomstabilitit. Da die
Prozessierung von Rekombinationsintermediaten Uber den Dissolution Mechanismus
ausschlieBlich zu NCO-Produkten flihrt, ist der RTR-Komplex essentiell an der Unterdriickung
von somatischen und auch meiotischen COs beteiligt. RMI1 selbst hat keine katalytische
Funktion, es wird aber fir die Komplexbildung bendtigt und stimuliert die Dissolution Reaktion.
Wie auch das menschliche Homolog enthalt AtRMI1 drei konservierte Domaénen: Im
N-Terminus die DUF1767 Domane und die OB-fold Doméane 1 und im C-Terminus die
OB-fold Domane 2.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte durch die Komplementation der rmi7-Mutantenphanotypen
gezeigt werden, dass allein die Mutationen im Genlocus AtRMI1 flr den hyperrekombinativen
Phanotyp, die Hypersensitivitdt gegenuber Cisplatin und MMS und die meiotischen Defekte
der beiden Mutanten Atrmi1-1 und Atrmi1-2 verantwortlich sind. Des Weiteren konnte gezeigt
werden, dass die konservierte DUF1767 Doméne und auch die OB-fold Doméne 1 essentiell
fur die Funktion von RMI1 in der DNA-Reparatur von Cisplatin- und MMS-induzierten Schaden
und in der meiotischen homologen Rekombination sind. In der somatischen HR dagegen
haben beide Doménen nur eine partielle Funktion. Im Gegensatz dazu ist die OB-fold
Domane 2 von AtRMI1 beteiligt an der Reparatur replikationsassoziierter DNA-Schaden, aber
ist nicht essentiell fur die Auflésung von Rekombinationsintermediaten der somatischen und
meiotischen HR.

Die Aufhebung der Sterilitdt von Atrmi1-1 Pflanzen und somit die Erhéhung der CO-Rate
konnte mit der Expression von AtGEN1, AtMUS81/AtEME1A, ScSLX1/ScSLX4, EcRuvABC
beziehungsweise EcRusA nicht erreicht werden. Dies weist darauf hin, dass die zuséatzliche
Expression von putativen HJ-Resolvasen und Endonukleasen keine Auswirkung auf den Ablauf
des DSB-Reparaturwegs hat. Es ist zu vermuten, dass weiterhin die Bildung von Hemikatenan-
Strukturen zu Beginn des Dissolution Mechanismus erfolgt, ohne dass eine Auflésung Uber
TOP3a und RMI1 moglich ware. Diese Hemikatenan-Strukturen kénnen weder zuriick in die
dHJ-Konformation Uberfihrt werden, noch Uber die exprimierten Resolvasen und
Endonukleasen weiter prozessiert werden.

Des Weiteren konnte durch die Kreuzung der Mutanten Atrmi1-2 und Atmus87-1 in dieser
Arbeit gezeigt werden, dass sich deren Kombination in einem schweren Defekt in der
Samenbildung &auBert. Dieser Defekt ist darauf zurickzuflihren, dass die beiden Proteine
AtRMI1 und AtMUSS81 an zwei wichtigen parallelen Mechanismen der somatischen HR beteiligt
sind.
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4.5 Summary

The structural protein RMI1 is part of the highly conserved RTR complex. The complex
consists of a RecQ helicase, a type IA topoisomerase and the structural protein RMI1. In
Arabidopsis thaliana the RTR complex is composed of the RecQ helicase RECQ4A, the
topoisomerase 3a and RMI1. The complex is essential for maintaining genome stability
because the dissolution of recombination intermediates can only lead to non crossover
products, thus the RTR complex is involved in suppression of crossover products in somatic
and meiotic HR. RMI1 itself has no catalytic function, but is required to stimulate the formation
of the complex and it has been shown to promote the dissolution reaction. Similar to its
mammalian homologue, AtRMI1 is composed of several domains: a N-terminal DUF1767
domain and the OB-fold domain 1 followed by the OB-fold domain 2 in the C-terminal part of
the protein.

Through the complementation of the rmi7 mutant phenotypes in hyperrecombination,
hypersensitivity against cisplatin and MMS and also the meiotic defect by the RMI7 full length
construct, it could be shown that the defects of the rmi7 mutants is only due to the mutation of
AtRMI1. Further it was possible to define the function of the 3 conserved domains: the
DUF1767 domain and the OB-fold domain 1 are both necessary for the function of RMI1 in
DNA repair. These domains are partially dispensable for the function of RMI1 in somatic HR
but not for the dissolution of meiotic recombination intermediates. The OB-fold domain 2 is
neither necessary for HR in somatic cells nor for HR in meiotic cells, but it seems to have a
minor function in DNA repair.

Another part of this work was to try to rescue the sterile phenotyp of the Atrmi7-7 mutant and
to increase the number of COs by the expression of AtGEN1, AtMUS81/AtEMETA,
ScSLX1/ScSLX4, EcRuvABC or EcRusA. The expression of these resolvases or endonucleases
had no effect on the selection of the recombination pathway for DSB repair, indicating that
there are still hemicatenane structures present even though they are not resolved. It seems to
be neither the possibility to convert the hemicatenane back into dHJ conformation nor that
these recombination intermediates are resolved by the recombinantly expressed proteins.

The third aim of this work was to generate double mutants of Atrmi7-2 and Atmus81-1. The
homozygous double mutant Atrmi1-2 Atmus87-1 displays an early defect in seed
development. This result supports the assumption that these two proteins of homologous
recombination repair function at two parallel and fundamental recombination pathways in

somatic cells.
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6 Anhang

6.1 verwendete Primer

Tabelle 6.1: Primer zur Genotypisierung. Die aufgelisteten Primer wurden zur Genotypisierung
der verwendeten T-DNA-Insertionsmutanten bzw. Deletionsmutante benutzt. Angegeben sind
die Primerkombinationen, welche zum Nachweis des WT-Alles bzw. der Mutation dienten.

Linie PCR Primer Primersequenz (5’-3’) Produkt Temp.
IC9C WT IC9C-FW neu GAAGAACCTACCTGGTCTGT 750bp 56 °C
IC9C-R CCAGAAGTAAAAGTGAAGTTC

T-DNA IC9C-FW neu GAAGAACCTACCTGGTCTGT 750bp 56 °C
LB1 GACCATCATACTCATTGCTG
mus81-1 WT MUS81-1 AGTGAATCTGATAGTGAGTG 600bp 56°C
MUS? R2 GCAGCATCAATAAGCTCTTG
T-DNA LB1 GACCATCATACTCATTGCTG 650bp 56 °C
MUS? R2 GCAGCATCAATAAGCTCTTG
rmi1-1 WT RMI1-IN1-FW AACCGGAAACCTCAGTATC 420bp 56 °C
RMI1-IN1-REV AACAAACGGACCAGCGAG
Deletion RMI1-IN1-FW AACCGGAAACCTCAGTATC 620bp 56 °C
RMI1-IN2-REV AGAAGCTCATACGTAGACTG
rmii-1 WT RMI1-G-FW ATGTGTGATTTTGGCTGAAC 750bp 54°C
RMI1-G-REV CTAAACGAGTACATTGTCAG
Deletion RMI1-IN1-FW AACCGGAAACCTCAGTATC 550 bp 54°C
RMI1-Int-REV CATTGATTGAAGACTGAGAGTG
rmi1-2 WT RMI1-IN2-FW TTCACCATAGCCGAGTTAC 825bp 56°C
RMI1-IN2-REV AGAAGCTCATACGTAGACTG
T-DNA RMI1-IN2-FW TTCACCATAGCCGAGTTAC 775 bp 56°C
LBd1 TCGGAACCACCATCAAACAG
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Tabelle 6.2 Klonierungsprimer fiir RMI1-Komplementationskonstrukte. Die aufgelisteten
Primer wurden zur Klonierung der RMI1-Komplementationskonstrukte benutzt. Die notwendigen
Homologien fiir die In-Fusion ® Klonierung wurden mittels Uberhangprimern angefiigt und sind in
rot dargestellt.

Primer Primersequenz (5’-3’)

RMI1_Prom-rev (0) TTCTTCGCCGGCGAAATTTAG
RMI1_Prom-fw (0) GTGCCAACCAGCCAAGATTG
RMI1_Term-rev (0) CGTGTCTTATTTGGTCGAGTC
RMI1_Term-fw+TGA TGATCCAGTACTCAACTAAAAG
RMI1-fw ATG ATGCGTAGACGGCGCCTG
RMI1-fw 1 AATGCTAATGCAGGGCTTAAG
RMI1-fw 2 GGAGGGATGGTTGAAGAACTA
RMI1-fw 3 GATAGGACATTCATCCATGG
RMI1-rev 1 TTTCTCTGTATTTGTAGACAGC
RMI1-rev 1b CATCCATCGCCCGTGAAC
RMI1-rev 2 ACCAGCAGGAGCCAAGACTT
RMI1-rev 3 GATCGGCGATTCATAGTCATTG
RMI1-rev 4 AATACCAAAGCTCTGAACAG

pSBO_RMI1_Prom-fw

ACGCGTCCATGGTTAATTAAGTGCCAACCAGCCAAGATTG

pSBO_RMI1_Term-rev

GGTCCGGACGTCTTAATTAACGTGTCTTATTTGGTCGAGTC

RMI1_Prom-rev

GCAGGCGCCGTCTACGCATTTCTTCGCCGGCGAAATTTAG

Prom_RMI1-fw

CTAAATTTCGCCGGCGAAGAAATGCGTAGACGGCGCCTG

nDUF_vDUF-rev

TAAGCCCTGCATTAGCATTGATCGGCGATTCATAGTCATTG

vDUF_nDUF-fw

GACTATGAATCGCCGATCAATGCTAATGCAGGGCTTAAG

nOB1_vOB1-rev

GTTCTTCAACCATCCCTCCACCAGCAGGAGCCAAGAC

vOB1_nOB1-fw

GTCTTGGCTCCTGCTGGTGGAGGGATGGTTGAAGAACTA

Term_vOB2-rev

TAGTTGAGTACTGGATCATTTCTCTGTATTTGTAGACAGC

vOB2_Term-fw

GTCTACAAATACAGAGAAATGATCCAGTACTCAACTAAAAG

Tabelle 6.3 Klonierungsprimer fiir Resolvasen-Konstrukte. Die aufgelisteten Primer wurden
zur der Klonierung der Resolvasen-Konstrukte benutzt. Die notwendigen Homologien flr die In-
Fusion ® Klonierung mittels Uberhangprimern angefiigt wurden sind in blau dargestellt. Fiir die
Klonierung angefligte Schnittstellen sind grin markiert. Die Sequenzen der Homing
Endonuklease sind rot dargestellt. Es sind ebenfalls die Oligonukleotide aufgeflhrt, welche die
NLS (rosa) und die T2A-Sequenz (orange) zur Klonierung der bakteriellen Konstrukte enthalten.

Primer Primersequenz (5’-3’)

RMI2-Pro-fw ATCAGCCCAAATCCTACCAC

RMI2-Pro-rev TTTACCCGCCGATCCGACT

RMI2-1Scel-fw GATAGGCGCGCCTAGGGATAACAGGGTAATATCAGCCCAAATCCTACCAC
RMI2-IScel-rev GATACCTCAGGTAGGGATAACAGGGTAATTTTACCCGCCGATCCGACT

RMI2-Pro-fw Aatll | GATAGACGTCATCAGCCCAAATCCTACCAC

RMI2-Pro-rev Aatll | GATAGACGTCTTTACCCGCCGATCCGACT

. GATAGACGTCTGGCAAACAGCTATTATGGGTATTATGGGTATCAGCCCAAAT
RMI2-Pi-Pspl-fw

CCTACCAC
AMI2-PiPeoirey | GATAGACGTC TGGCAAACAGCTATTATGGGTATTATGGGTTTTACC
P CGCCGATCCGACT
DMC1-fw GTGAAGTGCTCTTAAAGTTATAAC
DMC1-rev CACTTCTTCTGTAGAGGTTTCTT
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Tabelle 6.3: Fortsetzung

DMC1-IScel-fw

GATAGGCGCGCCTAGGGATAACAGGGTAATGTGAAGTGCTCTTAAAGTTAT
AAC

DMC1-IScel-rev

GATACCTCAGGTAGGGATAACAGGGTAATCACTTCTTCTGTAGAGGTTTCTT

DMC1-Pi-Pspl-fw

GATAGACGTCTGGCAAACAGCTATTATGGGTATTATGGGTGTGAAGTGCTCT
TAAAGTTATAAC

DMC1--Pi-Pspl-rev

GATAGACGTC TGGCAAACAGCTATTATGGGTATTATGGGTCACTT
CTTCTGTAGAGGTTTCTT

DMC1-Pi-Pspl-fw1

TATGGGTATTATGGGTGTGAAGTGCTCTTAAAGTTATAAC

DMC1-Pi-Pspl-fw2

GATAGACGTCTGGCAAACAGCTATTATGGGTATTATGGGTGTGAAG

DMC1-Pi-Pspl-rev
]

TATTATGGGTATTATGGGTCACTTCTTCTGTAGAGGTTTCTT

DMC1-Pi-Pspl-rev | GATAGACGTC TGGCAAACAGCTATTATGGGTATTATGGGTCACTT
2 C
Terminator fw CCATGCCCGCTGAAATCAC

Terminator rev

CTGGATTTTGGTTTTAGGAATTAG

Inf-T1-rev AGACGTCTTAATTAACCATGGCCTGGATTTTGGTTTTAGGAATTAG
Inf-T2-rev AGAGGATCCACTAGTCGGTCCGCTGGATTTTGGTTTTAGGAATTAG
GEN1-fw (0) ATGGGTGTGGGAGGCAAT

GEN1-rev (0) CTATCCAAACAAGAGACGAC

Inf-GEN1-fw TACCTGAGGACGCGTCCATGGATGGGTGTGGGAGGCAAT

Inf-GEN1(T1)-rev

GCGGGCATGGCTATCCAAACAAGAGACGAC

Inf-(GEN1)T1-fw

GTTTGGATAGCCATGCCCGCTGAAATCAC

MUS81-fw (0) ATGGATGACGAGAGACGGG

MUS81-rev(0) TCATTCACCCCAAACTAACTTG

Inf-(MUS)-T1-fw GGGTGAATGACCATGCCCGCTGAAATCAC

Inf-MUS-fw ACCCTGTTATCCCTACCTGAGGATGGATGACGAGAGACGGG
Inf-(MUS)-T1-rev GCGGGCATGGTCATTCACCCCAAACTAACTTG

EME1A fw (0) ATGAGCGATTTCATTTTGATCTCC

EME1A rev (0) CTAAATTAAGTCAGATGGAGGAAG

Inf-EME-fw AATAGCTGTTTGCCACCTAGGATGAGCGATTTCATTTTGATCTCC
Inf-EME-(T2)rev GCGGGCATGGCTAAATTAAGTCAGATGGAGGAAG
Inf-(EME)-T2-fw CTTAATTTAGCCATGCCCGCTGAAATCAC

SLX1 fw (0) ATGTCGCAGAAAATACAGCAG

SLX1 rev (0) CTACTTCCCGTGAGCTAAC

Inf-SLX1-fw ACCCTGTTATCCCTACCTGAGGATGTCGCAGAAAATACAGCAG

Inf-SLX1(T1)-rev

GCGGGCATGGCTACTTCCCGTGAGCTAAC

Inf-(SLX1)T1-fw

CGGGAAGTAGCCATGCCCGCTGAAATCAC

SLX4 fw (O)n ATGGAACTTCAGAGGGCACAACG

SLX4 rev (O)n CTACTTTTTATCGTTTCTCAGACATATTCCTTG

Inf-SLX4-fw AATAGCTGTTTGCCACCTAGGATGGAACTTCAGAGGGCACAACG
Inf-SLX4(T2)-rev GCGGGCATGGCTACTTTTTATCGTTTCTCAGACATATTCCTTG
Inf-(SLX4)T2-fw TAAAAAGTAGCCATGCCCGCTGAAATCAC

RusA FW GTGAATACCTACAGCATCAC

RusA FW ATG ATGGTGAATACCTACAGCATC

RusA Rev TCATTCATTCCCCATTTCGG

Inf RusA FW ACCCTGTTATCCCTACCTGAGGGTGAATACCTACAGCATCAC

Inf RusA ATG FW

ACCCTGTTATCCCTACCTGAGGATGGTGAATACCTACAGCATC

Inf-(RusA)-T1-rev

GCGGGCATGGTCATTCATTCCCCATTTCGG
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Tabelle 6.3: Fortsetzung.

Inf-(RusA)-T1-fw

GAATGAATGACCATGCCCGCTGAAATCAC

RuvA fw ATGGTGATAGGCAGACTCAG
RuvA rev TCATAACGCGGCGCGTAG
RuvB fw ATGATTGAAGCAGACCGTCT
RuvB rev TTACGGCATTTCTGGCGG
RuvC fw ATGGCTATTATTCTCGGCATTG
RuvC rev TTAACGCAGTCGCCCTCTC

(pBo1)-NLS-(RusA)
a

ACCCTGTTATCCCTACCTGAGG
ATGAATACCTACAGCATCAC

(pBo1)-NLS-(RusA)
b

GTGATGCTGTAGGTATTCAT
CCTCAGGTAGGGATAACAGGGT

(NLS)-RusA fw
(ATG)

TAGAGCCATCTTCTCAACCTATGAATACCTACAGCATCAC

(pBo1)-NLS-(RuvA)
a

ACCCTGTTATCCCTACCTGAGG
ATGATAGGCAGACTCAGAGG

(pBo1)-NLS-(RuvA)
b

CCTCTGAGTCTGCCTATCAT
CCTCAGGTAGGGATAACAGGGT

(NLS)-RwA-fw | TAGAGCCATCTTCTCAACCTATGATAGGCAGACTCAGAG
RuvALT2ANLS. | CGCGCOGCGTTATGA
(RuvB) a ATGATTGAAGCAGAC
RuvA) ToANLS. | GTCTGCTTCAATCAT
TCATAACGCGGCGCG

NLS)-RuvB-fw

CCATCTTCTCAACCTATGATTGAAGCAGACCGTC

(
(RuvB) b
(
I

nf-RuvB rev (T2A)

CTCTGCCCTCTTACGGCATTTCTGGCGG

(RUVB)T2A-NLS. | COAGAAATGCCGTAA
oo ATGGCTATTATTCTC
RUB)T2ANLS. | GAGAATAATAGCCAT

s TTACGGCATTTCTGG

(NLS)-RuvC-fw

TAGAGCCATCTTCTCAACCTATGGCTATTATTCTCGGCAT

Inf-RuvC rev (T)

GCGGGCATGGTTAACGCAGTCGCCCTCTC

Inf-Terminator fw
(RC)

ATCGCGTTAACCATGCCCGCTGAAATCAC

Inf-Terminator rev

V)

GGACGTCTTAATTAACCATGGCTGGATTTTGGTTTTAGGAATTAG
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Tabelle 6.4 Sequenzierungsprimer. Die aufgelisteten Primer wurden zur Sequenzierung der
klonierten Konstrukte verwendet.

Primer Primersequenz (5’-3’)

M13-FW GTAAAACGACGGCCAGTG
M13-Rev CACAGGAAACAGCTATGAC
BAR A4 TCGGTGGCACGGCGGATGTC
pZP-Fw-nah GTATGTTGTGTGGAATTGTG
pZP-Rev-nah AAACGACAATCTGATCCAAG
RMI1_Prom-rev1 | CGGAAGTGAATTCTCCGGC
RMI1_Prom-fw 1 GTTGGTCTCTCACTAGTCG
SLX1rev3 CTGCCTCAAACGTCGTAC
SLX1 fw 3 CTAGATGATGAACAGTTGATG
SLX4 fw (0) ATGGAACTTCAGAGGGCAC
SLX4 rev (0) CTACTTTTTATCGTTTCTCAGAC
SLX4 fw 1 GTGAACAGGAGTGGAAAGAT
SLX4 fw 4 CTACTAGCAACGACATTATTG
SLX rev 4 GAATCATCATCAGATGATAAG
GEN1fw 1 CATATGTCACATATCGAGTCTG
GEN1lrev 1 ATCTCCTGTCATCAAACCATC
GEN1rev 3 GTTTCATGCTGAACGATCC
GEN1 fw 4 CAACACCAAGAGCAACAAC
DMCI1P fw 1 GTGAGTCAAATGTCTAATGTGC
DMC1Prev 1 GGATGCATATAGGACCATAGG
RMI2P fw 1 GAGATTTCGAGGATGTGTTATC
RMI2P rev 1 GGTGTCACAAAGCTATTGATTG
Aatll/PiPspl fw GACGTCTGGCAAACAGCTA
Ascl/I-Scel fw GCCTAGGGATAACAGGGT
RusA rev -0 CAGTATTCGGTAATCGGTC
RusA fw -0 GTTATCTGGCTGAAAGAGG
NLS-RuvB fw CTTCTCAACCTATGATTGAAG
RuvC-NLS rev GAATAATAGCCATAGGTTGAG
Terminator rev 1 GGTTTCTTATATGCTCAACAC
pBo1-NLS fw ACCCTGTTATCCCTACCTG
(T2A)-RuvA rev CTCTGCCCTCTCATAACG
(RuvA)-T2A fw CGCGCCGCGTTATGAGA
(T2A)-RuvB rev CTCTGCCCTCTTACGGC
(RuvB)-T2A fw CCAGAAATGCCGTAAGAGG
pBol-T rev GGACGTCTTAATTAACCATG

Tabelle 6.5 Real-Time PCR Primer. Die aufgelisteten Primer wurden zur Quantifizierung der
Expression von AtRMI1 oder der Komplementationskonstrukte verwendet.

Primer Primersequenz (5’-3’)

RMI1 RT1 fw TAGACGGCGCCTGCAAC
RMI1 RT1 rev AATACCAAAGCTCTGAACAG
Actin2-FW CAGATGCCCAGAAGTCTTG
Actin2-REV GTGCTGTGATTTCTTTGCTC
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6.2 RMI1-Deletionskonstrukte

Klonierungsschema zum Plasmid pRMILADUF

Amplifikation der Einzelfragmente

RMI1 RMI1
Promotor 1 bp —300 bp 583 bp — 1935 bp Terminator
- [ [T
OB1 0OB2
Anfiigen der Homologiebereiche
RMI1 RMI1
Promotor 1 bp —300 bp 583 bp — 1935 bp Terminator

[ 3 1 [ e
OB1 OB2

Homologie-basierte Klonierung in den Vektor pSBO-2 * Pacl

p5802 pac ] NS
X X OB1 0OB2 X

I P D IpSBO—2 * Pacl

Abb. 6.1: Klonierungsschema zum Plasmid pRMI1ADUF. Die Amplifikation des Promotorbereiches
(P) und des RMI1-Sequenzbereichs bis zur DUF1767 Domane erfolgte mit Hilfe des Plasmids pRMI1
(vgl. Abbildung 3.2). Fir die Amplifikation des RMI71-Sequenzbereichs nach der DUF1767 Doméane
und des anschlieBenden Terminatorbereichs (T) wurde ebenfalls das Plasmid pRMI1 als Matrize
verwendet. Im Klonierungsschema sind die verbleibenden konservierten Bereiche der OB-fold
Domane 1 (OB1) und der OB-fold Domane 2 (OB2) angegeben. Die fir die Homologie-basierte In-
Fusion ® Reaktion bendtigten homologen Bereiche (farblich markiert), wurden in einer zweiten PCR-
Reaktion an die Einzelfragmente angefligt. Zur Herstellung des Vektors pRMI1ADUF wurde pSBO-2
mit dem Restriktionsenzym Pacl linearisiert und im Anschluss mit den Einzelfragmenten Uber die
homologen Bereiche rekombiniert. Die Restriktionsschnitistelle fir Pacl blieb dabei beidseitig
erhalten.
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Klonierungsschema zum Plasmid pRMI1AOB1

Amplifikation der Einzelfragmente

RMI1 RMI1
Promotor 1 bp - 699 bp 775 bp - 1935 bp Terminator
- [H0 . T
DUF1767 0oB2
Anfiigen der Homologiebereiche
RMI1 RMI1
Promotor 1 bp - 699 bp 775 bp - 1935 bp Terminator

SN — - -
DUF1767 0B2

Homologie-basierte Klonierung in den Vektor pSBO-2 * Pacl

ps802 - pac  —— 7
X X X
DUF1767

Abb. 6.2: Klonierungsschema zum Plasmid pRMI1AOB1. Die Amplifikation des Promotorbereichs
(P) und des RMI1-Sequenzbereichs bis zur OB-fold Doméane 1 erfolgte mit Hilfe des Plasmids pRMI1
(vgl. Abbildung 3.2). Firr die Amplifikation des RMI71-Sequenzbereichs nach der OB-fold Domane 1
und des anschlieBenden Terminatorbereichs (T) wurde ebenfalls das Plasmid pRMI1 als Matrize
verwendet. Im Klonierungsschema sind die verbleibenden konservierten Bereiche der DUF1767
Doméne und der OB-fold Doméne 2 (OB2) angegeben. Zur Herstellung des Vektors pRMI1AOB1
wurde pSBO-2 mit dem Restriktionsenzym Pacl linearisiert und im Anschluss mit den
Einzelfragmenten Uber die homologen Bereiche (farblich markiert) rekombiniert.
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Klonierungsschema zum Plasmid pRMILAOB2

Amplifikation der Einzelfragmente
RMI1

Promotor 1 bp - 1452 bp Stopp + Terminator

R []
DUF1767 OB1

RMI1
Promotor 1 bp — 1452 bp Stopp + Terminator

N [ —
DUF1767 OB1

Homologie-basierte Klonierung in den Vektor pSBO-2 * Pacl

pSBO-2 * PacII I|
X DUF1767  OB1 X

Abb. 6.3: Klonierungsschema zum Plasmid pRMI1AOB2. Die Amplifikation des Promotorbreiches
(P) und des RMI1-Sequenzbereichs bis zur OB-fold Doméane 2 erfolgte mit Hilfe des Plasmids pRMI1
(vgl. Abbildung 3.2). Der Sequenzbereich zwischen der OB-fold Doméne 2 und dem Stoppcodon
wurde ebenfalls deletiert. Das Fragment aus Stoppcodon und Terminatorbereich (T) wurde auch aus
dem Plasmid pRMI1 amplifiziert. Im Klonierungsschema sind die verbleibenden konservierten
Bereiche der DUF1767 Domane und der OB-fold Doméane 1 (OB1) angegeben. Die farblich markierten
Sequenz-homologien ermdglichten die Rekombination der Einzelfragmente und des linearisierten
pSBO-2 Vektor.

Anfiigen der Homologiebereiche
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Klonierungsschema zum Plasmid pRMILADUFAOB1

Amplifikation der Einzelfragmente RMI1
1 bp - 300 bp RMI1
Promotor 583 bp - 699 bp 775 bp - 1935 bp Terminator
= T T v
OB2
Anfiigen der Homologiebereiche RMI1
1 bp - 300 bp RMI1
Promotor 583 bp - 699 bp 775 bp - 1935 bp Terminator
s T -
OB2
Homologie-basierte Klonierung in den Vektor pSBO-2 * Pacl
pss02 pac] R S

X
I P

0B2 X
IpSBO—2 * Pacl

o

Abb. 6.4: Klonierungsschema zum Plasmid pRMI1ADUFAOB1. Die Amplifikation des
Promotorbreiches (P) und des RMI1-Sequenzbereichs bis zur OB-fold Doméane 1 erfolgte aus dem
Plasmid pRMI1ADUF (vgl. Abbildung 3.2). Da in diesem Konstrukt die DUF1767 Domane bereits
deletiert war, konnte sowohl der Bereich bis zur DUF1767 Doméne, als auch der Bereich zwischen
der DUF1767 Domane und der OB-fold Doméne 1 in einer PCR Reaktion amplifiziert werden. Der
Sequenzbereich nach der OB-fold Doméane 1 einschlieBlich des Terminatorbereichs (T) wurde bereits
fur die Klonierung des Plasmids pRMI1AOB1 amplifiziert und konnte auch hier eingesetzt werden
(vgl. Abbildung 3.6). Das Konstrukt RMI1TADUFAOB1 enthalt von den konservierten RMI1-Doméanen
nur noch die OB-fold Domane 2 (OB2). Zur Herstellung des Vektors pRMI1ADUFAOB1 wurde der
linearisierte Vektor pSBO-2 mit den Einzelfragmenten Uber homologen Bereiche (farblich markiert)
rekombiniert.
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6.3 Expressionsdaten

In den folgenden Tabellen sind die Expressionsdaten zu den Komplementations-
beziehungsweise Deletionskonstrukten im Wildtyp IC9C und in der Mutante Atrmi7-2 1C9C
aufgeflihrt. Die relative normalisierte Expression der einzelnen Linien ist jeweils bezogen auf

die Expression von AtRMI1 im Wildtyp (IC9C) und wurde durch drei unabhangige

Experimente ermittelt. Zum Vergleich ist die Expression von Atrmi1-2 angegeben.

6.3.1 Expression der Komplementations- bzw. Deletionskonstrukte im Wildtyp (IC9C)

Tabelle 6.6 Expression des Konstruktes RMI1 im Wildtyp.

Kontrollen IC9C::RMI1
IC9C rmii-2 #782 #783
PCR 1 1 0,3 2,85 27,73
PCR 2 1 0,31 3,38 37,39
PCR 3 1 0,3 3,45 37,73
Tabelle 6.7 Expression des Konstruktes RMI1ADUF im Wildtyp.
Kontrollen IC9C::RMI1 DUF
IC9C rmii-2 #785 #786
PCR 1 1 0,3 8,20 3,01
PCR 2 1 0,31 9,15 2,85
PCR 3 1 0,3 9,45 3,07
Tabelle 6.8 Expression des Konstruktes RMI1AOB1 im Wildtyp.
Kontrollen IC9C::RMI1 OB1
IC9C rmii-2 #788 #789
PCR 1 1 0,3 3,59 22,78
PCR 2 1 0,31 3,71 20,98
PCR 3 1 0,3 3,71 22,91
Tabelle 6.9 Expression des Konstruktes RMI1AOB?2 im Wildtyp.
Kontrollen IC9C::RMI1 OB2
IC9C rmii-2 #792 #793
PCR 1 1 0,3 5,06 5,28
PCR 2 1 0,31 5,20 4,96
PCR 3 1 0,3 5,31 5,04
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6.3.1 Expression der Komplementations- bzw. Deletionskonstrukte in der Atrmi1-2

Mutante

Tabelle 6.10 Expression des Konstruktes RMI1 in der Atrmi1-2 Mutante

Kontrollen rmil-2::RMI1
IC9C rmil-2 #463 #464 #466 #474
PCR 1 1,00 0,26 4,62 9,02 12,85 16,43
PCR 2 1,00 0,29 4,97 9,53 14,17 19,54
PCR 3 1,00 0,25 4,82 8,60 11,11 15,18

Tabelle 6.11 Expression des Konstruktes RMI1ADUF in der Atrmi1-2 Mutante

Kontrollen rmil-2::RMI1LADUF
IC9C rmil-2 #496 #497 #498 #505
PCR 1 1,00 0,26 1,54 3,72 0,53 12,65
PCR 2 1,00 0,29 1,60 3,83 0,61 12,85
PCR 3 1,00 0,25 1,40 3,43 0,51 11,36
Tabelle 6.11 Expression des Konstruktes RMI1AOB1 in der Atrmi1-2 Mutante
Kontrollen rmil-2::RMI1AOB1
IC9C rmil-2 #507 #509 #510 #511
PCR 1 1,00 0,26 0,76 14,59 7,35 0,38
PCR 2 1,00 0,29 0,75 14,25 7,55 0,42
PCR 3 1,00 0,25 0,73 12,91 6,88 0,37
Tabelle 6.11 Expression des Konstruktes RMI1AOB2 in der Atrmi1-2 Mutante
Kontrollen rmil-2::RMI1AOB2
IC9C rmil-2 #544 #546 #581 #582
PCR 1 1,00 0,26 28,54 8,76 22,96 2,77
PCR 2 1,00 0,29 21,23 6,15 17,78 1,92
PCR 3 1,00 0,25 17,97 5,79 16,14 1,93
Tabelle 6.11 Expression des Konstruktes RMI1ADUFAOB1 in der Atrmi1-2 Mutante
Kontrollen rmil-2::RMITIADUFAOB1
IC9C rmil-2 #1309 #1311 #1327 #1328
PCR 1 1,00 0,20 6,39 10,68 1,86 8,25
PCR 2 1,00 0,25 8,96 12,30 1,54 7,36
PCR 3 1,00 0,22 6,32 9,37 1,30 8,25
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