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EINLEITUNG

1. Einleitung

Sowohl fiir das Uberleben eines jeden Organismus als Ganzes als auch fiir das jeder einzelnen Zelle
ist die korrekte und weitestgehend vollstindige Weitergabe der genetischen Information von einer
Zelle an ihre Tochterzellen unerladsslich. Die Genomstabilitdt muss gewahrleistet sein.

Die genetische Information liegt als Desoxyribonukleinsdure (DNA)-Molekiile vor. Die sie
aufbauenden Nukleinbasen sowie das sie verbindende Zucker-Phosphat-Riickgrat bilden auf Grund
ihrer chemischen Eigenschaften Angriffspunkte fiir zahlreiche endo- und exogene Faktoren, welche
codierten Informationen verdndern koénnen. Solche Schadigungen missen moglichst fehlerfrei
repariert werden, um die Anzahl an Mutationen gering zu halten und die Genomstruktur zu
bewahren. Dies ist insofern tUberlebenswichtig, da bereits eine einzige Mutation ein hohes Risiko fiir
die Zelle bergen kann, sollte es die Funktion essentieller Enzyme oder struktureller Proteine
beeintrachtigen (Buchanan et al., 2000).

Dem gegenliber steht die Tatsache, dass es ohne Veranderungen der genetischen Information keine
Evolution gdbe. Veranderungen der Erbinformation kdnnen, auf Artenebene betrachtet, unter
bestimmten Selektionsdriicken einen Vorteil fiir das Individuum darstellen und so letztendlich zum
Uberleben des Individuums und damit der Art beitragen. Dies bezieht sich zum einen auf spontan
auftretende Mutationen, welche potentiell fatal oder eben vorteilhaft sein kénnen, zum anderen auf
die gezielte Neuorganisation des Genoms im Rahmen der meiotischen Rekombination.

Die Bedeutung von Genomstabilitdt und gleichzeitiger Flexibilitat, sowie deren enge Verknipfung
werden deutlich, wenn man sich vor Augen fiihrt, dass die gleichen zelluldiren Mechanismen fir
beide Zwecke benutzt werden: Wege der Schadensreparatur wie die homologe Rekombination (HR)
dienen gleichzeitig im Rahmen der sexuellen Fortpflanzung zur Neuorganisation des Genoms nach
gezielter Doppelstrangbruchinduktion durch die Zelle selbst (Hartung und Puchta, 2000).

Trotz der Vielzahl an schadlichen Einflissen, wie z.B. ultraviolette und ionisierende Strahlung,
alkylierende Agenzien oder freie Radikale, besitzen alle Lebewesen ein relativ stabiles Genom (Tuteja
et al., 2001). Dies liegt an der evolutiv bereits sehr frihen Entwicklung effizienter DNA-
Reparaturmechanismen. Das evolutive Alter der DNA-Reparatur, aber z.B. auch der DNA-Replikation,
macht es wenig verwunderlich, dass diese Mechanismen und deren beteiligten Faktoren nicht nur
zwischen Pflanzen, Tieren und Pilzen konserviert sind, sondern teilweise auch Uber die Grenze
zwischen Pro- und Eukaryoten hinaus. Dies macht die vergleichende Betrachtung der Erkenntnisse
aller Modellorganismen zu einer Notwendigkeit, welche aber gleichzeitig groBes Potential birgt. Die
Ubertragbarkeit zwischen verschiedenen Organismen st zwar auf Grund von z.B.
pflanzenspezifischen Besonderheiten nicht immer gegeben, dennoch bietet der Vergleich
Moglichkeiten fir neue Ansatze und Erklarungen. Ebenso stiitzen sich viele Ergebnisse gegenseitig
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und bauen so ein grofSeres, vollstandigeres Bild von den Funktionsweisen der DNA-Reparatur auf, als
es die Betrachtung einer einzelnen Art jemals kdnnte.

Beispiele flir solche konservierten Wege der DNA-Reparatur sind die Basen- und
Nukleotidexzisionsreparatur (BER bzw. NER), die Mismatchreparatur (MMR), sowie fiir Strangbriiche
das non-homologous end-joining (NHEJ) und die bereits erwdhnte homologe Rekombination (HR) mit
ihren weiteren Unterteilungen. Je nach DNA-Schaden und Reparaturmechanismus kénnen wahrend
der Prozessierung intermedidre Strukturen wie D-Loops (displacement loop) und chicken foot-
Strukturen bzw. Holliday Junctions (HJ) entstehen (Abbildung 1.1-3 und Abbildung 1.2-6a) Die
Auflésung dieser Intermediate ist fiir die Zelle ebenso wichtig wie die Reparatur des Schadens selbst.
Deshalb ist es wenig Gberraschend, dass die Forschung mehrere parallele und teilweise redundante
Wege z.B. der Auflésung von Holliday Junctions zu Tage forderte. Die Auflésung solcher komplexer
Strukturen kann z.B. durch Entwindung und Dekatenierung oder durch das Schneiden an speziellen
Uberkreuzungspunkten geleistet werden. Bekannte beteiligte Faktoren umfassen daher Mitglieder
der RecQ-Helikasen und Topoisomerasen (Bennett und Keck, 2004; Mankouri und Hickson, 2007),
sowie strukturspezifische Endonukleasen wie MUS81 oder GEN1/Yen1 (Boddy et al., 2001; Ip et al.,
2008).

Die Holliday Junction wurde 1964 von Robin Holliday erstmals als eine intermediare Struktur im
Rahmen seines Modells zur Genkonversion in der Meiose von Pilzen beschrieben (Holliday, 1964).
Bereits 1961 zeichneten Meselson und Weigle eine Struktur, welche eine HJ darstellte (Meselson und
Weigle, 1961). Der vermutlich erste visuelle Nachweis einer HJ gelang Potter und Dressler, 1977 liber
Elektronenmikroskopie und zeigte in bestechender Klarheit die Struktur einer HJ in ihrer offen
planaren Form, wie sie gerne in zweidimensionalen, schematischen Darstellungen benutzt wird (z.B.
Abbildung 1.3 und Abbildung 1.4, jeweils in der Mitte).

Das Modell von der Genkonversion in Pilzen stellte sich Uber die Zeit in seinen Grundziigen als
korrekt heraus und verhalf der Holliday Junction zu groRRer Beachtung. Wie Leach, 2007
zusammenfasste, vereinte R. Holliday in seinem Modell bereits bekannte Fakten, die auch heute
noch das Wissen liber die Entstehung meiotischer Crossover widerspiegeln.

1.1 Holliday Junctions im Kontext der DNA-Reparatur

Holliday Junctions sind als intermediare Strukturen nicht nur in der Meiose involviert, sondern treten
auch bei der schadensinduzierten DNA-Reparatur tiber homologe Rekombination, der Break-induced
replication (BIR) und der Postreplikativen Reparatur (PRR) auf. Doppelstrangbriiche (DSB), die zu den
toxischsten DNA-Schaden lberhaupt gehéren, kénnen lGber NHEJ, single strand annealing (SSA) und
HR repariert werden (Jackson und Bartek, 2009), wobei das NHEJ und SSA ohne HIJ-dhnliche
Intermediate auskommen. Sie sollen dennoch der Vollstandigkeit halber hier kurz erlautert werden.

Non-homologous end-joining

Im somatischen Gewebe hoherer Eukaryoten Uberwiegt der Anteil der NHEJ bei der Reparatur von
DSBs (Sargent et al., 1997). Allerdings ist die NHEJ fehleranfillig und kann neben fehlerfreier
Reparatur auch zu Punktmutationen, Deletionen aber auch Insertionen fiihren (Puchta, 1999; Daley
et al., 2005). Die Grundprinzipien der NHEJ sind in allen untersuchten Organismen gleich (Ubersicht
in Wilson, 2007). Zuerst werden die freien DSB-Enden uber den Ku70/Ku80-Heterodimer, welcher in
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allen Eukaryoten konserviert ist, stabilisiert und durch die Dimerisierung zweier Heterodimere in
raumlicher Ndhe gehalten. Eventuell vorhandene, die Ligation stérende Uberhdnge werden durch
Nukleasen entfernt, Einzelstrangliicken koénnen dagegen (iber Polymerasen aufgefiillt werden
(Abbildung 1.1-1a und b). Die DSB-Reparatur durch die NHEJ ist mit Ligation der DNA-RUckgrate
abgeschlossen.

Single-strand-annealing

Beim SSA ist das Vorhandensein direkter Sequenzwiederholungen beiderseits des DSB Voraussetzung
(Lin et al., 1984). Im Unterschied zur NHEJ werden beim SSA nicht die freien DSB-Enden oder kurze
3-Uberhdnge verkniipft, sondern (ber 5‘-3‘-Resektion langere 3‘-Einzelstrangbereiche erzeugt
(Abbildung 1.1-2). Der Ablauf der Resektion ist dabei der HR analog und wird dort genauer erldutert
werden (siehe nidchster Absatz). Durch die langen 3‘-Uberhinge ist es moglich, dass bei direkten
Wiederholungen die komplementdren Sequenzen Basenpaarungen eingehen kénnen. Eventuelle
Uberhinge und Einzelstrangliicken werden wie bei der NHEJ durch Nukleasen entfernt bzw. durch
Polymerasen aufgefillt (Abbildung 1.1-2a und b). Der letzte Schritt ist die Ligation der 5'-Phosphat-
und 3‘-Hydroxylgruppen des DNA-Riickgrats beiderseits der Nicks. SSA bietet zwar eine effiziente
Methode der DSB-Reparatur (Orel et al., 2003), fiihrt aber zum Verlust des gesamten
Sequenzabschnitts zwischen den repeat-Regionen (Siebert und Puchta, 2002).

Homologe Rekombination

Wahrend der ersten Reifeteilung der Meiose erfolgt die Reparatur der induzierter DSBs
ausschlieBlich liber die HR. Dieser Vorgang ist flir die Paarung und spatere Segregation der
homologen Chromosomen essentiell (Mimitou und Symington, 2009; Cole et al., 2010). In
somatischen Zellen kann die, in der Regel fehlerfreie, HR-Reparatur dagegen nur wahrend der spaten
S- und G2-Phase des Zellzyklus ablaufen, da nur zu diesen Zeitpunkten das primare Template, das
Schwesterchromatid, vorhanden ist (Aylon et al., 2004; Ira et al., 2004).

Die Ablaufe der somatischen HR sollen am Beispiel der Backerhefe Saccharomyces cerevisiae
erldutert werden (Ubersicht in Mimitou und Symington, 2009). Homologe in Sdugern werden in
Klammern angegeben, sollte ihre Bezeichnung abweichen.

Die Initiation der HR erfolgt durch die Erkennung und Bindung der DSB-Enden durch den MRX-
Komplex (MRN-Komplex), bestehend aus der Einzelstrang-Exo-/Endonuklease ScMrell, dem DNA
bindenden Protein ScRad50 und ScXrs2 (HsNBS1), welches mit der Checkpoint-Kinase ScTell (HsATM)
interagiert. Eine weitere Einzelstrang-Endonuklease ScSae2 (HsCtIP) ist an der initialen Endresektion
beteiligt. Diese geht Uber in die prozessive 5'-3‘-Resektion, fiir welche unter anderem die Aktivitat
von ScExol benétigt wird. Dabei handelt es sich um eine der Rad2/XPG-Nukleasefamilie (siehe
Kapitel 1.3.2.2) zugehorige 5°-3-Exonuklease, welche in vitro auch eine Flap-Nukleaseaktivitat
aufweist (Tran et al., 2004). Daneben arbeiten die 3‘-5-RecQ-Helikase ScSgsl (HsBLM) und ScDna2,
welches eine ssDNA-Endonuklease- sowie eine Helikaseaktivitat besitzt, zusammen, um lange ssDNA-
Uberhinge zu erzeugen (Zhu et al., 2008; Symington und Gautier, 2011). Diese werden durch das
heterotrimere eukaryotische Einzelstrang-Bindeprotein RPA unter Ausbildung eines Nukleoprotein-
Filaments gebunden und stabilisiert.

RPA wird in der Folge aus dem Nukleoprotein-Filament von der Rekombinase Rad51 verdrangt. Diese
vermittelt die Stranginvasion und Homologiesuche im homologen Duplex, unter Ausbildung eines
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Duplexbereiche (des Schwesterchromatids wahrend der Mitose bzw. des homologen Chromosoms wdhrend der
Meiose) invadieren und dabei den nicht komplementdren Strang verdrangen. Die entstehende Struktur wird
displacement loop (D-Loop) genannt. Mit dem komplementdren Strang als Matrize wird das invadierte 3-Ende Uber
Neusynthese verlangert (3). Nach dem SDSA-Modell (synthesis-dependent strand-annealing) wird die Neusynthese so
lange weitergefiihrt, bis das verlangerte 3‘-Ende den Bruch Uberspannt und geniigend Sequenzhomologie fiir eine
korrekte Paarung mit dem anderen Bruchende aufweist (3a). Uber z.B. Antirekombinasen wird der verlangerte Strang
aus dem D-Loop herausgel6st und schldgt die Briicke liber den Bruch. In der Folge dient er nun selbst als Matrize fur
die Synthese des komplementéren Strangs (3b). Ist jedoch das zweite Ende des Bruches nicht vorhanden, kann die
Restaurierung des Chromosoms Uber BIR (Break-induced replication) erfolgen. Dabei wird mit der Initiation der
Rickwartsstrangsynthese eine Replikationsgabel gebildet (3c), welche den verloren gegangenen Chromosomenarm
vom Ort des Bruches bzw. der Invasion bis zum Ende des homologen Arms wieder herstellt. Der D-Loop kann
entweder vor der Replikationsgabel hergeschoben werden oder es kommt durch branch migration des
Uberkreuzungspunkts in die entgegengesetzte Richtung zur Stabilisierung einer einzelnen HJ (sHJ), welche durch
Resolution aufgelést werden kann (3e). In beiden Féllen ist die BIR jedoch potentiell hochmutagen, da es zu
wiederholten, moglicherweise ektopischen, Neuinvasionen in homologe Sequenzen kommen kann. In jedem Fall
kommt es zum Verlust der Heterozygositat (3d, f und g). (4) Ist das zweite Bruchende, wie in (3) abgebildet,
vorhanden und wird der D-Loop stabilisiert, kann es zum second end capture kommen: Der verdrangte Strang des
D-Loops paart mit den komplementdren Sequenzen am zweiten Ende des DSB und dient als Matrize fir die
Reparatursynthese des zweiten 3‘-Endes. Diese Struktur stellt eine genickte HJ (nHJ) dar und kann Gber Nukleasen
aufgeldst werden. Wird gleichzeitig das Ende des D-Loop vor dem invadierenden Strang geschnitten, werden zwei
vollstandige Chromatiden wiederhergestellt, allerdings unter Ausbildung eines Crossovers (4a). (5) Alternativ kann es
durch das Reannealing des invadierenden Stranges zur Ausbildung einer doppelten HJ (dHJ) kommen. Diese kann
zum einen Uber Dissolution aufgeldst werden, wobei durch die Enzyme des RTR-Komplexes zuerst die beiden HJs bis
zur Ausbildung einer Hemikatenanstruktur aufeinander zugeschoben werden, welche dann durch die Topoisomerase
des RTR-Komplexes zu Non-Crossover-Produkten aufgelost wird (6a bis c). Zum anderen kann die dHJ wie die sHJ im
Rahmen der BIR Uber Resolution durch Endonukleasen aufgelost werden (5a und b). Dabei entscheidet die relative
Orientierung der Schnittachsen an beiden HlJs, hier fir zwei der vier Moglichkeiten dargestellt, Gber die Entstehung
von Crossovern oder Non-Crossovern (5c und d). Verandert nach Schwartz und Heyer, 2011.

displacement loop (D-Loop). Der komplementdre Strang wird fir die Reparatursynthese (ber die
Position des DSB hinweg genutzt (Abbildung 1.1-3 und 3a). Am D-Loop kann die HR nun verschiedene
Wege einschlagen, deren genaue Regulation noch unbekannt ist.

Durch Auflésung des D-Loops durch die strand displacement Aktivitat von ScSrs2 (in Mensch die
RecQ-Helikase HsBLM und die Antirekombinase HsRTEL1) wird die Reparatur in den synthesis-
dependent strand-annealing-Weg (SDSA) geleitet. In Arabidopsis thaliana konnte hierin fir AtRTEL1
eine Funktion in der meiotischen sowie in der somatischen Rekombination (Knoll, 2011; Seeliger,
2011), sowie fiir AtSRS2 eine in vitro Antirekombinaseaktivitat (Blanck et al., 2009) gezeigt werden.
Das aus dem D-Loop herausgeldste, neu synthetisierte 3-Ende kann dann mit der komplementéaren
Sequenz im gegeniberliegenden, resektierten Ende des DSB hybridisieren und so den DSB
Uberbricken. Vorhandene Einzelstrangliicken werden (iber Polymerasen aufgefiillt und abschlieRend
Uber Ligation verknlpft (Abbildung 1.1-3b).

Kommt es zum second end capture, beschreibt zum Beispiel das Doppelstrangbruchreparaturmodel
(DSBR) die weiteren Vorgange. Hierflir wird zunachst der D-Loop erweitert, bis der verdrangte Strang
Uber komplementdre Sequenzen mit dem zweiten Ende des DSB paaren kann, woraufhin dieses
ebenfalls (iber Polymerasen, mit dem verdrangten Strang des D-Loops als Matrize, verlangert werden
kann (Szostak et al., 1983). Die dabei entstehende Struktur dhnelt einer genickten HJ (nHJ), welche
von strukturspezifischen Nukleasen, z.B. ScMus81-Mms4 (AtMUS81-EME1A bzw. EME1B) erkannt
und geschnitten werden kann, was in der Auflésung zu Crossover-Produkten resultiert (Abbildung
1.1-4a, Osman et al., 2003; Geuting et al., 2009). Alternativ kann das invadierende und uber
Neusynthese verlangerte 3‘-Ende ebenfalls mit dem zweiten Ende des DSB paaren. Es kommt zur
Ausbildung einer Struktur, die doppelte Holliday Junction (dHJ, Abbildung 1.1-5) genannt wird, da sie
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aus zwei benachbarten HJs besteht. Mit Ausbildung der dHJ ist zwar der DSB geschlossen, also de
facto repariert, doch liegt jetzt eine physikalische Verknlpfung zweier DNA-Helices vor, welche fir
das schadensfreie Uberleben der Zelle aufgelést werden muss. Dies kann durch zwei
endonukleolytische Schnitte je Uberkreuzungspunkt erreicht werden. Dabei entscheidet die
Orientierung der einen Schnittrichtung zur anderen, ob Crossover- oder Non-Crossover-Produkte
entstehen (Abbildung 1.1-5 a bis d). Strukturspezifische Endonukleasen, die anhand ihrer in vitro-
Daten fir eine solche Aktivitat in Frage kommen sind ScMus81-Mms4, ScYenl (HsGEN1) und ScSIx1-
SIx4 (HsSLX1-BTBD12) (Boddy et al., 2001; Ip et al., 2008; Fekairi et al., 2009). Eine zweite Mdglichkeit
dHJs aufzulésen, die nicht zur klassischen DSBR gezahlt wird, geschieht unabhangig von
strukturspezifischen Endonukleasen durch die Aktivitdt des RTR-Komplexes (Abbildung 1.1-6a bis c).
Dieser besteht aus einer RecQ-Helikase (ScSgsl bzw. HsBLM), der Topoisomerase 3 (ScTop3,
HsTOPOIllla) und dem Strukturprotein Rmil. Die Helikaseaktivitdt der RecQ-Helikase bewegt die
beiden Uberkreuzungspunkte (Junction Point, JP) der dHJ (iber branch migration aufeinander zu, bis
es zur Ausbildung einer Hemikatenanstruktur kommt. Diese wird von der Topoisomerase aufgelst,
resultierend in Non-Crossover-Produkten.

Break-induced replication

Liegt ein DSB in der Zelle vor und das second end capture kann nicht erfolgen oder das zweite Ende
des DSB ist nicht verfligbar, wie z.B. bei kollabierten Replikationsgabeln oder der Degradation der
Telomere, verfligt die Zelle mit der Break-induced replication (BIR) (iber einen weiteren, HR-basierten
Reparaturmechanismus. Am freien Ende des DSB wird durch Endresektion ein 3'-
Einzelstrangliberhang erzeugt, welcher von ScRad51 gebunden und so in homologe Sequenzen des
Schwesterchromatids invadieren kann. Wie bei den bereits beschriebenen Modellen kommt es zur
Ausbildung eines D-Loops und zur Verlangerung des invadierenden Strangs mit dem
Schwesterchromatid als Matrize. Gleichzeitig wird die Folgestrangsynthese neu initiiert (Abbildung
1.1-3c), was die BIR vom SDSA-Mechanismus unterscheidet (Wang et al., 2004; Lydeard et al., 2007).
Dabei entsteht eine einzelne HJ-dhnliche Struktur an der rickwartigen (der Replikationsrichtung
abgewandten) Seite des D-Loops, welche durch branch migration entgegengesetzt zur
Replikationsrichtung stabilisiert werden konnte (Ho et al., 2010; Pardo und Aguilera, 2012). Wird
diese HJ durch endonukleolytische Schnitte aufgelost, entsteht eine neue Replikationsgabel, welche
das beschaddigte Chromatid bis zu den Telomeren mit dem Schwesterchromatid als Matrize
restaurieren kann (Abbildung 1.1-3e, Malkova et al., 1996; Lydeard et al., 2007). Dabei werden aber
natirlich alle Allele des verloren gegangenen Teils in die des Schwesterchromatids lberfihrt; es
kommt zum Verlust der Heterozygositat (loss of heterozygosity = LOH, Abbildung 1.1-3f und g).
Alternativ kann der urspriingliche D-Loop als Replikationsgabel ohne Auflésung der HJ-dhnlichen
Struktur immer weiter verlangert werden, wobei ihm die Replikationsgabel wahrend der
Neusynthese des Chromatids folgt (Abbildung 1.1-3c und d).

Fiir die prozessive Reparatursynthese bei der BIR ist ScPol32, die nicht essentielle Untereinheit der
DNA Poylmerase 6, notwendig (Lydeard et al., 2007). Zu Chromosomen-Neuorganisationen kommt
es, wenn die Neusynthese des Chromosomenarms nicht prozessiv in einem fort geschieht, sondern
Zyklen aus D-Loop Auflésung und neuer Stranginvasion durchlaufen werden. Dann kann es zu
ektopischer Rekombination mit anderen Sequenzen im Genom kommen (Smith et al., 2007) . Auf
Grund dessen und dem LOH ist die BIR unterdriickt, so lange ein zweites DSB-Ende vorliegt (Smith et
al., 2007; Llorente et al., 2008).
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Abbildung 1.2: Reparatur und Schadenstoleranz an Replikationsgabeln
(1) Einzelstrangbriiche (ESB) und Lasionen (2) blockieren die Replikationsgabel, wenn sie auf ein solches Hindernis
trifft. Zur Uberwindung stehen der Zelle z.B. die Mechanismen der Schadenstoleranz iiber template-switch und der
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HR-gestltzten Reparatur zur Verfligung. Eine Lasion in der Matrize des Leitstranges fiihrt zur Entkopplung von Leit-
und Folgestrangsynthese (3). Die blockierte Replikationsgabel kann durch nukleolytische Spaltung vor der Lasion (z.B.
durch ScMus81-Mms4) in einen einseitigen DSB tiberfiihrt werden (Hanada et al., 2006) (4a). Ein Einzelstrangbruch in
der Matrize des Leitstranges wird automatisch zu einem solchen einseitigen DSB, wenn die Replikationsgabel auf ihn
trifft (4b). Uber 5-3-Endresektion wird die Lision entfernt (4a) und ein liberstehendes 3‘-Ende gebildet (4c), welches
durch RADS51-vermittelte Stranginvasion in die bereits replizierten komplementdren Bereiche des
Schwesterchromatids einen D-Loop erzeugt (4d). Der verdréngte Strang wird ebenso wie der zum 3‘-Ende
komplementare Strang als Matrize fir die DNA-Synthese verwendet. Fir die vollstandige Wiederherstellung der
Replikationsgabel muss die HJ-Struktur, welche durch Invasion und Neusynthese entstanden ist, aufgeldst werden
(4e). Dabei entscheidet die Richtung der Schnittachse Uber die Bildung von Non-Crossovern (4f, kontinuierliche
Strange geschnitten) oder Crossovern (4g, kreuzende Strdnge geschnitten). Als Alternative zur Reparatur kann die
Zelle die durch Entkopplung der Leit- und Folgestrangsynthese entstandenen Einzelstrangbereiche zur Uberbriickung
des Schadens Uber template-switch nutzen (Li und Heyer, 2008) (5a). Das blockierte 3‘-Ende des Vorwartsstranges
kann Uber Helikasen entwunden und von Rad51 zur Stranginvasion in das Schwesterchromatid genutzt werden.
Dabei dient der bereits replizierte Folgestrang als Matrize fir die Verlangerung des Leitstrangs (5b). Durch
Herauslosen aus dem D-Loop kann der so verldngerte Leitstrang Uber die Lasion hinweg hybridisieren und die
Replikation kann fortgefiihrt werden (5c). Im zweiten Modell der Schadenstoleranz-Wege kann der vor der Lasion
einzelstrangige Leitmatrizenstrang den synthetisierten Folgestrang verdrangen und mit dessen Matrize hybridisieren.
Durch Leitstrangsynthese mit dem verdrdngten Strang als Matrize entsteht eine dHJ, welche von Resolvasen
aufgeldst werden kann. Dabei entscheidet die relative Orientierung der Schnittachsen an beiden HJs Giber die Art der
Produkte: werden an beiden HJs jeweils die kontinuierlichen oder kreuzenden Strange geschnitten, entstehen Non-
Crossover-Produkte (5e und f), wahrend eine Kombination der beiden unterschiedlichen Schnittrichtungen zu
Crossovern fuhrt (nicht gezeigt). (6) Die Ruckfiihrung der Replikationsgabel ist ein weiterer Weg der
Schadenstoleranz iber template-switch, welcher liber Helikasen und Translokasen eingeleitet werden kann (Machwe
et al.,, 2006; Kobbe et al., 2008; Unk et al., 2010). Bei der Gabelregression kann das 3‘-Ende des blockierten
Leitstranges mit dem langeren 5-Ende des Folgestranges hybridisieren und diesen als Matrize nutzen. Die
resultierende Struktur wird anhand der in 6a oben dargestellten Form chicken foot-Struktur genannt und entsprich
einer HJ, wie die optischen Transmutationen in 6a unten zeigen. Die chicken foot-Struktur kann durch Umkehrung
der Gabelregression wieder zu einer prozessiven Replikationsgabel umgewandelt werden (6b). Alternativ kann es vor
der Lasion zur Stranginvasion des verldngerten 3‘-Endes des Leitstranges kommen. Dabei wird eine dHJ gebildet (6c),
welche analog zu 5d durch Resolution in eine prozessive Replikationsgabel tiberfiihrt werden kann, wobei Non-
Crossover (6d und e) oder Crossover (nicht gezeigt) entstehen konnen.

Reparatur von Schaden wahrend der Replikation

Doppelte Holliday Junctions als Rekombinationsintermediate kommen in S. cerevisiae vor allem in
der Meiose vor, in mitotischen Zellen sind sie 10x weniger haufig (Schwacha und Kleckner, 1995;
Bzymek et al., 2010). Trotzdem hat sich gezeigt, dass die HJ-auflésenden Enzyme eine Rolle in der
Reparatur spontaner DNA-Schaden in der Mitose spielen (Agmon et al., 2011). Andersen et al., 2011
postulieren darliber hinaus, dass strukturspezifische Nukleasen bei der Prozessierung von
Intermediaten, welche bei der Behebung replikationsassoziierter Schaden auftreten kdnnen,
involviert sind.

Tatsdchlich finden sich HJ-dhnliche Strukturen in Modellen zur Reparatur und dem
Replikationsgabelneustart Gber HR und der Postreplikativen Reparatur (PRR). Die PRR ist Teil der
schadenstoleranten Reparatur, welche das Voranschreiten der Replikation ungeachtet eines
Schadens Uber die Schadstelle hinaus ermoglicht. Dies ist vorteilhaft, da ein Replikationsstopp fatal
fur die Zelle enden wiirde, wahrend ein Uberbrickter Schaden anschliefend iber BER, NER oder HR
entfernt werden kann (Li und Heyer, 2008). Die Vorgdnge zur Uberbriickung oder Reparatur eines
Schadens an der Replikationsgabel sind in Abbildung 1.2 zusammengefasst und werden in der
Abbildungslegende detailliert erklart.
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1.2 Die Holliday Junction: eine dreidimensionale dynamische
Struktur

Da die HJ als zentrales Element der DNA-Rekombination angesehen wurde, unternahm man bereits
friih Anstrengungen um mehr Uber ihre dreidimensionale Struktur herauszufinden. Ausfiihrliche
Ubersichtsartikel wurden von Lilley, 2000 und Khuu et al., 2006 verfasst. Die Kernpunkte werden hier
noch einmal dargestellt.

Lilley und Kollegen beschrieben bereits 1988, dass 4-Wege-Kreuzungen (four way junctions), wie Hls
in der Literatur auch genannt werden, in Abhangigkeit der Pufferbedingung zwei unterschiedliche
Konformationen einnehmen kénnen (Duckett et al., 1988). Dabei haben zweiwertige Metallionen
den gréRten Einfluss auf die raumliche Struktur. In Abwesenheit zweiwertiger Metallionen, wie Mg*,
wurde unter Niedrigsalzbedingungen sowohl {iber vergleichende gelelektrophoretische als auch mit
auf fluorescence resonance energy transfer (FRET) basierenden Analysen gezeigt, dass eine aus vier
Oligonukleotiden bestehende HJ eine nahezu planare Konformation annimmt, in der die vier
helikalen Arme der Junction zu den Ecken eines Quadrates ausgerichtet sind (Duckett et al., 1988,
Abbildung 1.3 -Mitte). Diese offen planare Konformation mit vier Symmetrieachsen ermdoglicht die
grofitmogliche Minimierung der Effekte der elektrostatischen AbstoBung durch die negativ
geladenen Phosphate des Zucker-Phosphat-Riickgrats (Lilley, 2000). Die Zuganglichkeit des Junction
Point (JP) fur Endonukleasen und gleichzeitig die Fahigkeit zur branch migration sollten in dieser
Form optimal sein. Tatsachlich wurde gezeigt, dass manche HJ-auflésende Enzyme ebenso wie der
EcRuvAB-Komplex durch die Bindung der Junction eine Konformation erzwingen, welche der offen
planaren Konformation ahnlich ist (Parsons et al., 1995; Fogg et al., 2001; Khuu et al., 2006; Freeman
et al., 2011). Spontane branch migration lauft in Abwesenheit von Mg®* um drei GréRenordnungen
schneller ab, als im Mg**-haltigen Milieu (Panyutin und Hsieh, 1994). Fiir Translokasen (Enzyme, die
NTP-Hydrolyse mit der gerichteten Bewegung an ss- oder dsDNA koppeln (Singleton et al., 2007)) wie
HsHLTF, HSFANCM und AtFANCM wurde gezeigt, dass sie im Unterschuss von freiem Mg** branch
migration katalysieren kénnen und Mg”" in der Reaktion die Aktivitit hemmt (Markus Bauknecht
(unveroffentlichte Daten), Gari et al., 2008; Blastyak et al., 2010). Auch dies deutet darauf hin, dass
HJs ohne den Einfluss zweiwertiger lonen in der offen planaren Form leicht migrierbar sind. Auf
Grund dieser Erkenntnisse wurde spekuliert, ob die offen planare Form die physiologisch relevante
Form einer HJ darstellt (Lilley, 2000). Allerdings kann diese Aussage nicht uneingeschrankt getroffen
werden. Es gilt, dass die Struktur im physiologischen Kontext einer Dynamik mit der offen planaren
Konformation als Intermediat und den zweiten moglichen Konformation der stacked X-structure
unterliegt.

Die stacked X-Form einer HJ ist durch antiparalleles coaxiales Stacking je zweier Helices
charakterisiert, d.h. je zwei, im offen planaren Modell rechtwinklig angeordnete Helices, bilden eine
einzige kontinuierliche Helix, mit einer gemeinsamen Achse, wie in Abbildung 1.3 durch die
dunkelrosanen Pfeile angedeutet. Dabei beschreibt z.B. das Stacking A+B/C+D, dass die beiden
Helices A und B und die Helices C und D jeweils eine einzige kontinuierliche Helix mit einer
gemeinsamen Achse bilden (Abbildung 1.3, links). Die H-formigen Darstellungen in Abbildung 1.3
entsprechen den Seitenansichten einer HJ. Eine Seite der stacked X-Konformation weist eine
durchgangige kleine Furche auf, wahrend die entgegengesetzte Seite den Charakter einer groRen
Furche besitzt (Lilley, 2000). In der Frontalansicht (Abbildung 1.3, jeweils ganz auflen) wird die
rechtshandige, X-férmige Anordnung der stacked X-Konformation mit einem spitzen Winkel zwischen
40° und 60° deutlich (von Kitzing et al., 1990; Nowakowski et al., 1999; Eichman et al., 2000).
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Abbildung 1.3: Offen planare und stacked X-Konformation der Hls

Zentral ist schematisch eine HJ dargestellt, wie sie in der offen planaren Konformation mit den helicalen Armen A bis
D auf die vier Ecken eines Quadrats ausgerichtet ist. Links und rechts daneben sind die H-formigen Seitenansichten
der beiden moglichen Konformere der stacked X-Form dargestellt. Je zwei helicale Arme der HJ sind coaxial gestackt,
d.h. sie bilden eine kontinuierliche Helix mit einer einzigen Helixachse (gestrichelte Pfeile in dunkelrosa).
Kontinuierliche Strange laufen parallel zur Helixachse, wahrend die diskontinuierlichen Strange von einer Helix in die
andere Uberwechseln. Ganz auflen ist in der Frontalansicht die namensgebende X-férmige Anordnung der gestackten
Helices dargestellt.

Die antiparallele Anordnung der gestackten Helices (in Abbildung 1.3 durch die Richtung der
kontinuierlichen Strange und die gestrichelten Achsenpfeile dargestellt) hat zur Folge, dass sich keine
der DNA-Strange Uberkreuzen, sondern U-férmig von einer Helix in die andere wechseln. Obwohl
diese Strukturen den frilhen Modellen einer HJ widerspricht, wurde bereits (ber zahlreiche
unabhangige Methoden gezeigt, dass die beiden Helixachsen antiparallel vorliegen (Chen et al., 1988;
Churchill et al., 1988; Duckett et al., 1988; Cooper und Hagerman, 1989; Murchie et al., 1989; von
Kitzing et al., 1990; Murchie et al., 1991; Clegg et al., 1992). Der abschlieBRende Beweis wurde mit der
Auflosung der ersten Kristallstrukturen aufgelost erbracht (Nowakowski et al., 1999; Ortiz-Lombardia
et al., 1999; Eichman et al., 2000).

Unter physiologischen Bedingungen quenchen zweiwertige Metallionen, wie Mg”', bereits in
niedrigen Konzentrationen von 100 uM die gegenseitige elektrostatische AbstoRung der einzelnen
Helices (Duckett et al., 1990). Auch einwertige lonen wie Natrium- oder Kalium-lonen kénnen
(unvollstandiges) Stacking vermitteln, allerdings sind dazu héhere Konzentrationen von 50 mM notig
(Duckett et al., 1990; Clegg et al., 1992).

Wie in Abbildung 1.3 ersichtlich, sind zwei Stacking-Konformere moglich. Ob und welche davon
bevorzugt ist, hangt von den vier Basenpaarungen am Junction Point und der weiteren
Sequenzkomposition von mindestens drei Basenpaaren und den JP ab (Ubersicht in Lilley, 2000).
Beispiele aus der Literatur sind die statischen Junctions J1, J3 und J7. Die Junctions J1 und J3 besitzen
eine starke entgegengesetzte Bevorzugung fiir eines der beiden Stacking-Konformere, wahrend J7
die beiden Formen zu ungefdhr gleichen Teilen einnimmt (Duckett et al., 1988; Grainger et al., 1998;
McKinney et al., 2003).

In Hinblick auf die Migrierbarkeit der Junction ergibt sich aus der stacked X-Konformation eine
interessante Beobachtung. Wie bereits erwdhnt, wurde fir die stacked X-Konformation gezeigt, dass
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die branch migration 1000x langer fir einen Ein-Nukleotid-Schritt braucht, als in der offen planaren
Konformation in Abwesenheit von Mg?* (Panyutin und Hsieh, 1994). Somit stellt sich die Frage, wie
die dynamische Struktur der HJ mit den Rekominationsmodellen, die auf branch migration basieren,
vereinbar ist. Der Vergleich von Konformations-Austauschrate und Schrittgeschwindigkeit bei der
branch migration zeigt jedoch, dass der Wechsel zwischen den Konformeren schneller geschieht als
die Verschiebung des Junction Points. Dieses Verhaltnis bleibt auch bei hoheren
Magnesiumkonzentrationen erhalten. Somit ist die offen planare Konformation als leicht
migrierbares Intermediat wahrend jedem Verschiebungsschritt mehrmals verfligbar (Panyutin et al.,
1995; McKinney et al., 2003).

Junctions mit Nick im Junction Point

Da in der vorliegenden Arbeit auch Holliday Junctions mit einem Einzelstrangbruch (Nick) in einem
der vier Strange verwendet wurden, ist die Arbeit von Poéhler et al., 1994 interessant. In ihr
beschreiben die Autoren die dreidimensionale Struktur einer genickten HJ auf Basis der J3, welche in
ihrer stacked X-Konformation einen starken Bias flir das coaxiale Stacking der Helices B+X und H+R
aufweist. In dieser Konformation sind die Strange x und h kontinuierlich und die Strange b und r
wechseln die helikale Achse (Abbildung 1.4A). Der Nick wurde direkt im fixierten JP positioniert. In

I\ intakte J3

L L
™

Nick in b

| T

X
0]
TN T
>?

BT !
}ﬁ N

) B+H = B+X )

R+X H+R R

Abbildung 1.4: Konformationsvergleich von intakter und genickter HJ

Mitte: Ubersichtsschema (ber die Junction 3. Kleine Buchstaben bezeichnen die Stringe, groRe Buchstaben
bezeichnen helikale Arme. Halbe Pfeilspitzen symbolisieren das 3‘-Ende der Oligonukleotide. A: Die Junction 3 besitzt
eine starke Bevorzugung fiir B+X/H+R-Stacking (rechte Seite), wahrend der B+H/R+X-Konformer kaum vorkommt
(linke Seite). In beiden Féllen bilden die gestackten Helices einen spitzen Winkel. B: Ein Nick in einem der Strédnge
flhrt zu einer rechtwinkligen Anordnung der gestackten Helices. Dabei wird das Stacking so gesteuert, dass der
genickte Strang und sein gegenilberliegender Strang den Wechsel zwischen den Helices vollziehen. Der Nick in
Strang b resultiert im bevorzugten Stacking der intakten J3 (B+X/H+R, rechts), wahrend eine genickter Strang x das
Stacking in die seltenere Konformation drangt (B+H/X+R, links).
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Anwesenheit von Mg®* kam es wie bei der intakten J3 zu coaxialem Stacking. Allerdings ordneten sich
die beiden Helixachsen nicht wie in der J3 in einem vorhergesagten Winkel von 60°, sondern in einem
Winkel von 90° an.

Abhdngig davon, welcher Strang genickt wurde, lieR sich die bevorzugte Stacking-Konformation
beeinflussen. Der Nick im b-Strang flhrte zu coaxialem Stacking der Helices B+X sowie H+R, wahrend
der Nick im x-Strang zu coaxialem Stacking der Helices B+H und R+X fiihrte (Abbildung 1.4B).,
Letztere entspricht der von der intakten J3 seltener eingenommenen Konformation. Daraus ldsst sich
schlussfolgern, dass sich eine HJ bevorzugt so anordnet, dass die durch Nicks unterbrochenen
Strange den Helixwechsel vollziehen. Dieser Effekt tritt ausschlieRlich dann auf, wenn der Nick direkt
im JP lokalisiert ist. Bereits ein um ein Nukleotid nach 3‘ oder 5 des JP verschobener Nick hat keinen
Einfluss mehr auf das coaxiale Stacking der statischen HJ. Fiir eine migrierbare HJ mit homologem
Kernbereich lasst sich aber postulieren, dass sich der Nick am JP positioniert, was den Einfluss auf das
Stacking wiederherstellen sollte und die Junction mit dem Nick am JP fixieren kénnte (Pohler et al.,
1994). Dies ist fur die Interpretation der in der vorliegenden Arbeit verwendeten nHJs von Interesse.

1.3 Bekannte HJ-Resolvasen

HJ-Resolvasen gehdren zu den strukturspezifischen Endonukleasen, welche, wie der Name schon
sagt, spezifische DNA-Strukturen erkennen und durch endonukleolytische Spaltung der
Phosphodiesterbindung des DNA-Riickgrats auflésen. Dabei wird allgemein angenommen, dass sie
das entsprechende Substrat in einer bestimmten Konformation binden oder eine glinstige
Konformation mit der Bindung erzeugen. Die Art der Auflosung der Zielstrukturen unterscheidet sich
genauso wie die Substratspezifitaten. Grob lassen sich die strukturspezifischen Endonukleasen
anhand ihrer Aktivitditen an HJs in zwei Arten unterteilen: (1) Resolvasen, welche eine HIJ
asymmetrisch schneiden und in der Regel andere verzweigte Strukturen gleich oder besser
umzusetzen vermogen sowie (2) klassische HJ-Resolvasen, die eine ausgepragte Praferenz fir Hls
gegenliber anderen verzweigten Strukturen aufweisen und deren Schnitte absolut punktsymmetrisch
zum JP orientiert sind und die somit in sofort religierbaren Produkten resultieren.

Im Folgenden werden die Begriffe ,Resolvase” und ,HJ-Resolvase” ausschlieRlich fir die klassischen
HJ-Resolvasen benutzt. Die weiteren Vertreter werden allgemein als strukturspezifische Nukleasen
oder HJ-auflésende Enzyme bezeichnet werden.

Nach der Veroffentlichung von Robin Hollidays Genkonversionsmodell vergingen nur wenige Jahre,
bis die ersten HJ-Resolvasen aus den Bakteriophagen T7 und T4 isoliert und charakterisiert wurden
(siehe Abbildung 1.5, Center und Richardson, 1970; Panayotatos und Wells, 1981; Mizuuchi et al.,
1982). Damit stellen die phagencodierten Resolvasen die am langsten untersuchte Gruppe der
Resolvasen dar. Das eubakterielle RuvC-Protein aus Escherichia coli war die erste bakterielle
Resolvase, die charakterisiert wurde, und dient bis heute als Modellenzym der HJ-Resolution, auch
wenn inzwischen Zweifel an der vollstindigen Ubertragbarkeit auf die Eukaryoten bestehen
(Schwartz und Heyer, 2011). Bereits vor der Isolierung von EcRuvC waren Resolvaseaktivitdaten aus
zellfreien Extrakten von Hela-Zellen und den Mitochondrien von Saccharomyces cerevisiae bekannt
(Waldman und Liskay, 1988; Kleff et al.,, 1992). Mit der Charakterisierung der ersten
archaebakteriellen HJ-Resolvase im Jahr 1999 wurde gezeigt, dass die Fahigkeit Hls {ber
symmetrische Resolution aufzuldsen in allen drei Reichen des Lebens vorhanden war, auch wenn die
Identitat der nukledren eukaryotischen Resolvasen noch lange Jahre im Dunkeln blieb (West, 2009).

Seite | 12



EINLEITUNG

- [Pockenvirus A22R |
Hollidays

Modell |[T7Endol]  [T4 Endo VII]

Phagen und Archaebakterien

1964 1970 1982 1996 2000

[SsoHjc / SsoHje|

|EcRuvC| |PfuHjc|

Prokaryoten

1990 1999
2000

[ScCce1][SpYdc2]
| ScYen1 / HsGENT1 |

Eukaryoten

-
I
e e e e e ———— i ————

1990 1997 2008 2012
1992 2010

Abbildung 1.5: Entdeckungsgeschichte der HJ-Resolvasen
Bei ScCcel und SpYdc2 handelt es sich um orthologe HJ-Resolvasen aus den Mitochondrien der Hefen. ResA steht fiir
Resolvaseaktivitat A in Sdugerzellen, wobei die Identitdt der verantwortlichen Enzyme lange Zeit unbekannt war.

Vor der Identifizierung der ersten eukaryotischen nukledren Resolvasen waren andere
strukturspezifische Endonukleasen bekannt, welche HJs durch asymmetrische Schnitte aufzulésen
vermochten. Bei diesen handelte es sich um die in S. cerevisiae identifizierten Proteinkomplexe der
XPF-Nukleasefamilie, ScMus81-Mms4 und ScRad1-Rad10 (Habraken et al., 1994; Boddy et al., 2001),
sowie den Heterodimer ScSIx1-SIx4 (Mullen et al., 2001; Fricke und Brill, 2003). Jedoch entsprach
keine der Aktivititen dem EcRuvC-Paradigma und der ResA getauften Aktivitit mammalischer
Kernextrakte.

Inzwischen ist bekannt, dass trotz der funktionellen und mechanistischen Analogien die
eukaryotischen HJ-Resolvasen keine Ahnlichkeit auf Aminosdureebene zu den Resolvasen der
Prokaryoten und Phagen aufweisen, was die Identifizierung erschwerte. Die bis heute gesammelten
in vitro-Daten unterstreichen zwar die funktionellen Gemeinsamkeiten der HJ-Resolvasen in allen
Reichen des Lebens, zum anderen aber offenbaren sich deutliche Unterschiede in den
mechanistischen Details der einzelnen Vertreter, wie zum Beispiel der Gewichtung von Struktur-
gegeniber Sequenzspezifitat (siehe Tabelle 1.1 und Kapitel 1.3.1 bis 1.3.3).

1.3.1 Die H]-Resolvasen der Prokaryoten und Phagen

Die meisten Resolvasen der Prokaryoten und Phagen lassen sich in eine von zwei strukturellen
Klassen einteilen: die Integrase-Familie mit einem aktiven Zentrum, welches der RNaseH &hnelt
(Nowotny et al., 2005), und die Endonukleasefamilie, deren AS des aktiven Zentrums wie bei einer
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Typ Il Restriktionsendonuklease angeordnet sind. Interessanterweise entspricht diese Verteilung der
Resolvasen auf die beiden Nukleasefamilien nicht der Verteilung auf die Reiche (vgl. Tabelle 1.1). Bei
allen phagencodierten und prokaryotischen Resolvasen handelt es sich um kleine, als Homodimere
aktive, Proteine zwischen 14 und 19 kDa (Osman et al., 2009).

Entdeckt wurden die phagencodierten Resolvasen anhand von Mutanten, welche zwar ihre
Wirtsbakterien befallen und ihr Genom von diesen replizieren lassen konnten, die befallenen Zellen
jedoch multimere Formen von genomischer Phagen-DNA akkumulierten. Als Vorrausetzung fiir die
Auflosung dieser schnell sedimentierenden DNA (very-fast-sedimenting, VFS) wurde die Aktivitdt von
Endonukleasen postuliert, wodurch die einzelnen Phagengenome voneinander getrennt wirden
(Kemper und Brown, 1976; Kemper und Janz, 1976).

1.3.1.1 Bakteriophagen T4 Endonuklease VII

Die Endonuklease VIl (T4 Endo VII) liegt in Lésung in einem Aquilibrium zwischen Monomer und
Homodimer vor, wobei das Dimer einem rapiden Austausch an Untereinheiten unterliegt und
demnach frei in der Losung relativ instabil ist (P6hler et al., 1996; Giraud-Panis und Lilley, 1997). Die
Bindung als Homodimer an kreuzférmige DNA-Strukturen ist dagegen hochaffin (Péhler et al., 1996).

Die T4 Endo VIl entspricht dem klassischen Modell einer HJ-Resolvase. Sie besitzt eine hohe Spezifitat
flr verzweigte DNA-Strukturen gegeniiber anderen moglichen Substraten. Insbesondere Substrate,
welche die Struktur einer HJ nachahmen, wie oligonukleotidbasierende 4-Wege-Kreuzungen
(statische und mobile) und die plasmidbasierenden Hls durch inverted repeats, werden gebunden
und endonukleolytisch aufgelost. Aber auch oligonukleotidbasierende Substrate, die eine
Replikationsgabel oder einen D-Loop nachahmen, werden geschnitten, wenn auch mit deutlich
geringerer Aktivitat (Mizuuchi et al., 1982; Mueller et al., 1988; Benson und West, 1994; Giraud-Panis
und Lilley, 1997). Einzel- (ss) oder doppelstriangige (ds) DNA werden von der T4 Endo VIl nicht
erkannt.

partielle 3-Wege-
Holliday Junction Kreuzstruktur Kreuzung Replikationsgabel
(HJ) (PX) (3way) (RF) splayed arm

4 4

_ _/
' R | R R

—
—
/ \ 0 dsDNA/Duplex
= - —— — g
3'-Flap 5'-Flap Loop ssDNA cruciformes

Plasmidsubstrat

Abbildung 1.6: Substrate fiir die Charakterisierung der HJ-Resolvasen
Schematische Ubersicht {iber die zur Charakterisierung der HJ-Resovlasen verwendeten Modellsubstrate und ihre
entsprechenden Abkiirzungen. Halbe Pfeilspitzen symbolisieren das 3‘-Ende der Oligonukleotide.
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Die Auflésung zu zwei genickten DNA-Duplices erfolgt liber zwei Schnitte mit perfekter Symmetrie in
gegeniberliegenden DNA-Strangen entgegengesetzter Polaritdt. Dabei liegen die Schnitte immer
2-4 nt in 3‘-Richtung vom JP entfernt (Jensch et al., 1989). Die Enden der Schnittprodukte tragen
dabei jeweils ein 5-Phosphat bzw. ein 3-OH. Diese kdnnen demnach Uber Ligaseaktivitat z.B. der T4
DNA-Ligase ohne weitere Prozessierung zu vollstiandig intakten Doppelhelices verknlpft werden
(Mizuuchi et al., 1982; Giraud-Panis und Lilley, 1997).

Pottmeyer und Kemper postulieren einen Einfluss der Sequenz auf die Auswahl der Schnittposition in
mobilen Junctions bzw. die Effizienz der Schnitte an statischen HJs (Pottmeyer und Kemper, 1992).
Ahnliches wurde von Picksley et al., 1990 an einer weiteren oligonukleotidbasierenden Junction
gezeigt, welche bevorzugt nach Thyminen geschnitten wurde. Andere Untersuchungen zeigten
dagegen, dass T4 Endo VII innerhalb des homologen Bereichs einer mobilen HJ ohne Bevorzugung
einer bestimmten Sequenz schneidet (Mizuuchi et al., 1982). Im Allgemeinen wird die T4 Endo VII als
rein strukturspezifische HJ-Resolvase angesehen (Lilley und White, 2001). Es lasst sich
argumentieren, dass die Bevorzugung eines Pyrimidins wie Thymin 3‘ des Schnittes noch keine
Sequenzspezifitat darstellt, da der Einfluss der Sequenz nicht auf die direkt an die Schnittposition
angrenzenden Basen beschrankt ist. Beispielsweise besitzt EcRuvC eine bevorzugte Consensus-
Sequenz, welche die drei Basen 5 und eine Base 3‘ der geschnittenen Phosphodiesterbindung
umfasst (siehe Kapitel 1.3.1.4, Shah et al., 1994). Die Auflosung der Kristallstrukturen mehrerer
strukturspezifischer Endonukleasen zeigte auch, dass mehrere Nukleotide die Kontakte zwischen
Junction und Resolvase ausmachen, was ebenfalls fiir den weiteren Sequenzkontext als Einflussfaktor
spricht (Biertimpfel et al., 2007; Hadden et al., 2007; Chang et al., 2008).

Ein weiterer Aspekt der Resolution ist die Konformation der HJ, in welcher diese an die Resolvase
gebunden vorliegt. Vergleichende Elektrophoresen nach paarweisem Restriktionsverdau des DNA-
Resolvasekomplexes zeigten, dass die HJ durch die Bindung an die T4 Endo VIl in eine beinahe offen
planare Konformation gebracht wird (Pohler et al., 1996). Dabei wird das Stacking zweier diagonal
gegeniberliegender Helices, die sich 25° auBerhalb der planaren Ebene anordnen, aufgel6st
(Biertiimpfel et al., 2007). Die aktiven Zentren des Homodimers gelangen so in rdumliche Nahe zum
Zucker-Phosphat-Riickgrat der kreuzenden Strange, welche bevorzugt von der T4 Endo VI
geschnitten werden (Mueller et al., 1988; Biertimpfel et al., 2007). Damit ist die T4 Endo VIl eine
Ausnahme unter den HJ-Resolvasen, da alle anderen, bisher in diesem Aspekt charakterisierten
Vertreter, bevorzugt die kontinuierlichen Strange der HJ schneiden (siehe Tabelle 1.1).

1.3.1.2 Bakteriophagen T7 Endonuklease I

Die Endonuklease | des Bakteriophagen T7 ist ein 149 AS kleines Protein mit einer Molekiilmasse von
17 kDa (Center und Richardson, 1970; Sadowski, 1971). Es ist involviert in die Auflésung von stark
verzweigten Rekombinationsintermediaten, die bei Mutationen des Gens wahrend der Replikation
des Phagengenoms akkumulieren (Kerr und Sadowski, 1975; Tsujimoto und Ogawa, 1978). Auch in
vitro wurde eine deutliche Praferenz fiir verzweigte DNA-Substrate beschrieben, wobei das
Substratspektrum  breiter ist als beispielsweise das der T4 Endo VII. Statische
oligonukleotidbasierende HJs haben sich gleichberechtigt mit partiellen Kreuzstrukturen aus drei
Oligonukleotiden (PX) als die bevorzugten Substrate herausgestellt, dicht gefolgt von mobilen Hls.
Schwacher umgesetzt werden 3-Wege-Kreuzungen (3way junctions) und am schlechtesten
bestimmte splayed arm Strukturen (Dickie et al., 1987). Wie fir die T4 Endo VII konnte die hohe
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Affinitat fur Hls durch die Stabilitdit des Enzym-DNA-Komplexes in Anwesenheit eines 1000fachen
Uberschusses von dsDNA als Kompetitor gezeigt werden (Duckett et al., 1995).

Die Hauptschnittstelle lag unabhangig von der Art der Junction immer ein Nukleotid 5‘ der
Verzweigungsstelle bzw. des Ubergangs zwischen Duplex und einzelstringigen Bereichen. Im Falle
der HJ-Substrate erfolgte die Resolution (ber absolut symmetrische Schnitte zu religierbaren
Produkten (Dickie et al., 1987; Picksley et al., 1990). Zwei Gruppen beschrieben eine moderate
Sequenzspezifitat fur die T7 Endo |: Morgan und seine Mitarbeiter zeigten an einer mobilen HJ mit
einem 8 nt umfassenden homologen Kernbereich eine Bevorzugung fiir Schnitte zwischen einem 5’-
Adenin und 3‘-Cytosin (Dickie et al., 1987), wahrend Picksley et al., 1990 bevorzugte Schnitte
zwischen zwei Pyrimidinen zeigten und einen vorldufigen Consensus formulierten (5"-(“/7)4(/5)-3",
wobei | die Position des Schnittes symbolisiert). Ein weiterer Nachweis der Sequenzspezifitat liegt in
der Tatsache, dass splayed arm-Substrate je nach den verwendeten Oligonukleotiden, also je nach
Sequenz umgesetzt wurden, wie Morgans Gruppe zeigen konnte. Jedoch wurde gleichzeitig fir HJ-
Substrate gezeigt, dass der Einfluss der Sequenz der Strukturspezifitdt untergeordnet ist, denn eine
statische HJ wurde immer 1 nt 5 des JP geschnitten, selbst wenn direkt daneben die bevorzugte
Sequenz (5‘-AlC-3‘) vorhanden war (Dickie et al., 1987).

Die Auflésung der Kristallstruktur eines Junction-Resolvase-Komplexes zeigte, in welcher
Konformation die T7 Endo | eine HJ bindet und schneidet (Hadden et al., 2007). Dabei formen die
beiden Proteinmonomere jeweils eine vorwiegend positiv geladene Furche, welche im Homodimer
im rechten Winkel zueinander orientiert sind. Die Junction wird Uber ihre Flanken in diesen Furchen
fixiert, wobei die Seite mit dem Charakter der groen Furche der Resolvase zugewandt ist. Das
coaxiale Stacking der stacked X-Konformation bleibt dabei erhalten, jedoch wird eine der beiden
Achsen um 130° gedreht, so dass die Achsen wie die Furchen der Dimeroberflache einen rechten
Winkel bilden (Declais et al., 2003). In dieser Konformation gelangen die Aminosaurereste der
aktiven Zentren, welche die nukleolytische Spaltung katalysieren, genau ein Nukleotid 5 des JP an
das Zucker-Phosphat-Rickgrat der beiden kontinuierlichen Strange.

1.3.1.3 Archaebakterien: PfuHjc, SsoHjc, SsoHje

Neben den HJ-Resolvasen der Phagen und Viren stellen die Archaebakterien mit zunachst drei
charakterisierten Enzymen aus zwei Arten ein weiteres gut untersuchtes Feld dar.

Bei Hjc (Holliday junction cleavage) aus Pyrococcus furiosus (PfuHjc) handelt es sich um ein 123 AS
kleines Protein, welches in Losung als Homodimer mit einer Molekiilmasse von ca. 28 kDa vorliegt
(Komori et al., 1999). Entsprechend den Eigenschaften einer klassischen HJ-Resolvase bindet es an
seine Substrate ebenfalls als Homodimer und vermittelt deren Resolution {ber symmetrisch
orientierte, religierbare Schnitte (Komori et al., 1999; Komori et al., 2000), wobei die Kristallstruktur
einen den Restriktionsendonukleasen des Typs Il analogen Mechanismus nahelegt (Nishino et al.,
2001).

Bevorzugte Substrate fiir PfuHjc in vitro sind sowohl oligonukleotidbasierende statische und mobile
Hls, als auch RecA-vermittelte Rekombinationsstrukturen auf Plasmidbasis, welche zur branch
migration Gber mehrere Hundert bis Tausend Basenpaare fahig sind (Komori et al., 1999; Komori et
al., 2000). Sehr schlecht werden 3-Wege-Kreuzungen umgesetzt, egal ob sie statisch oder teilweise
mobil sind. Ebenso verhalt es sich mit Loop-Strukturen, fir deren detektierbaren Umsatz eine 10x
héhere Proteinkonzentration notwendig ist als flir Modell-HJs (Komori et al., 2000). Einzelstrangige
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Oligonukleotide, dsDNA, dsDNA mit einem 1 bp Mismatch und splayed arm-Substrate werden nicht
umgesetzt.

Die Schnittmusterbestimmung an HJs und (schlecht umgesetzten) 3-Wege-Kreuzungen ergab eine
Hauptschnittposition 3 nt 3‘ des JP, welche von ein bis drei Nebenschnitten begleitet wurde. Haupt-
und Nebenschnitte sind dabei absolut symmetrisch (Komori et al., 2000). Die Modellierung einer HJ
in stacked X-Konformation in das aktive Zentrum der Kristallstruktur von PfuHjc lasst eine
Bevorzugung fiir Schnitte in den kontinuierlichen Armen am wahrscheinlichsten erscheinen (Nishino
et al.,, 2001). Allerdings ermoglichen die experimentellen Daten bisher dazu keine klare Aussage
(Komori et al., 2000).

Das Ortholog zu PfuHjc in Sulfolobus solfataricus, SsoHjc, schneidet die statische J3 ebenfalls
paarweise symmetrisch drei Nukleotide 3‘ des JP, allerdings erzeugt es keine schwacheren
Nebenschnitte (Kvaratskhelia und White, 2000a). Wie fiir PfuHjc ist unklar, ob eine Bevorzugung der
diskontinuierlichen Strange in der stacked X-Konformation vorhanden ist oder nicht. Die
Superposition der Tertiarstrukturen von SsoHjc und PfuHjc lasst aber zumindest auf den gleichen
Schnittmechanismus schlieBen (Middleton et al., 2004). Im Gegensatz zu PfuHjc wurde flir SsoHjc
jedoch eine potentielle Sequenzspezifitdt postuliert. Die Autoren schreiben zwar selbst, dass der
Probenumfang flir eine Aussage zu gering ist. Dennoch ist es auffallig, dass an der getesteten Jbm5,
einer mobilen Junction mit 12 nt homologem Kernbereich, nur Sequenzen mit dem Konsensus
5-TA(®/7){T-3 geschnitten wurde. Bei einer reinen Strukturselektivitdt waren mehr Schnitte zu
erwarten gewesen.

Sulfolobus solfataricus war der erste Organismus, flr den das Vorhandensein zweier HJ-Resolvasen
beschrieben wurde. Neben SscHjc ist im Genom von S. solfataricus die zweite Resolvase SsoHje
(Holliday junction endonuclease) codiert, deren Genprodukt ein 135 AS kleines Protein von 15,5 kDa
ist (Kvaratskhelia und White, 2000b). Ob SsoHjc und SsoHje Paraloge darstellen, ist jedoch fraglich.
Middleton et al., 2004 postulieren einen viralen Ursprung von SsoHje, was durch Unterschiede in den
in vitro-Eigenschaften der beiden Proteine bestarkt wird. SsoHje schneidet die getesteten statischen
HJs J1 und J3 immer 2 nt 3‘ des JP, was ein Nukleotid ndher am Uberkreuzungspunkt liegt als bei
SsoHjc. Die Jom5 wird von SsoHje an mehreren Positionen im homologen Bereich geschnitten, jedoch
ohne erkennbare Sequenzbevorzugung. Im Gegensatz zu den Hjc-Homologen weist SsoHje eine klare
Bevorzugung fiir Schnitte in kontinuierlichen Strangen auf, was sowohl flir J1 als auch J3 gezeigt
wurde (Kvaratskhelia und White, 2000b). Der Grund fiir diesen Unterschied mag in der
Quartarstruktur der beiden Enzymdimere liegen, die sich in der Anordnung der jeweiligen
Untereinheiten zueinander unterscheiden (Middleton et al., 2004).

1.3.1.4 Escherichia coli RuvC: Das RuvC-Paradigma

Die moglicherweise bekannteste HJ-Resolvase ist das Genprodukt des Gens RuvC aus Escherichia coli.
Beschrieben wurde es erstmals anhand von E. coli Stimmen, welche eine erhdhte Sensitivitat
gegenliber ultravioletter und ionisierender Strahlung sowie dem DNA-Crosslinker Mitomycin C
(MMC) aufwiesen. Die urspriinglich charakterisierten Mutationen betrafen alle drei Gene des Ruv-
Lokus: EcRuvA, EcRuvB und EcRuvC (Otsuji et al., 1974; Sharples et al., 1990), deren Genprodukte als
multimerer Komplex (EcRuvABC-Komplex) wéahrend der Rekombination entstehende HlJs
prozessieren (Ubersicht in West, 1997). Dabei fungiert das ss- und dsDNA-Bindeproteine EcRuvA als
Rekrutierungsfaktor fiir ECRuvB, welches eine DNA-Helikaseaktivitat besitzt. Zudem bringt EcCRuvA die
Holliday Junction in eine offen planare Konformation, welche die branch migration stark beglinstigt,
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indem es die vier helikalen Arme in positiv geladenen Kanalen an den Innenseiten zweier Tetramere
positioniert. EcRuvB, welches als Motor der branch migration fungiert, bildet an zwei
gegeniiberliegenden Helices neben EcRuvA je einen hexameren Ring, durch dessen zentrale Offnung
die DNA-Doppelhelix geflihrt wird. Unter ATP-Verbrauch wird diese Uber die Helikasefunktion von
EcRuvB durch die zentrale Offnung gezogen und so der Uberkreuzungspunkt der Junction
verschoben.

Die Resolvase EcRuvC interagiert ebenfalls mit diesem Komplex und ist an der Aufléosung der Junction
nach erfolgter branch migration beteiligt. Dabei wird postuliert, dass EcRuvC die Sequenz der
Junction nach bevorzugten Schnittstellen absucht, wahrend diese durch den Komplex gefadelt wird.
Wird eine geeignete Schnittsequenz (siehe unten) erreicht, |6st EcRuvC die Junction durch
symmetrisch orientierte, religierbare Schnitte auf (West, 1997).

Die in vitro Charakterisierung des 183 AS langen und ca. 19 kDa schweren EcRuvC ergab, dass die
Assoziation mit dem RuvAB-Komplex fiir die Resolvaseaktivitat nicht erforderlich ist, sondern dass
das in Losung als Homodimer vorliegende EcRuvC allein verschiedene Modell-HJs auflésen konnte
(Connolly et al., 1991; lwasaki et al., 1991; Dunderdale et al., 1994). Dabei besitzt EcRuvC im
Gegensatz zu anderen Resolvasen (z.B. T7 Endo 1) eine sehr stark ausgepradgte Praferenz fir HJ-
Strukturen gegeniliber anderen verzweigten DNA-Junctions und unverzweigten Substraten, welche
nicht umgesetzt werden kdnnen (Benson und West, 1994). Auffillig ist, dass hauptsachlich mobile
HJs mit homologen Kernbereichen unterschiedlicher GroRen als Endonukleasesubstrate geeignet
waren, wahrend statische Modell-HJs lediglich mit extrem erniedrigter Effizienz aufgel6st wurden.
Mitarbeiter von M. Whitby konnten an einer solchen statischen HJ zeigen, dass die Schnittpositionen,
in einem Bereich von einem Nukleotid 5‘ bis 3 des JP lokalisiert sind (Osman et al., 2009), was sich
mit friheren Erkenntnissen an mobilen Junctions deckt (Bennett und West, 1996; Shida et al., 1996;
Fogg et al., 1999). Die schlechte Effizienz dieser Schnitte ldsst sich leicht liber die ausgeprigte
Sequenzspezifitat von EcRuvC erklaren. Zwar bindet das Dimer unabhédngig von der Sequenz mit
hoher Affinitat an HJs, fiir die endonukleolytische Aktivitadt ist jedoch das Vorhandensein einer vier
Basenpaare umfassenden Sequenz erforderlich, welche der Consensus-Sequenz 5‘-(A/T)TTL(G/C)-3’
entsprechen muss. Dies wurde eindrucksvoll von der Gruppe um Stephen C. West gezeigt, welche an
einem RecA-vermittelten Rekombinationssubstrat mit einem migrierbaren Bereich von 1kb 23
Hotspots fur die Resolvaseaktivitdt von EcRuvC detektieren konnten (Shah et al., 1994). Demnach
unterscheidet sich EcRuvC deutlich von den in den vorigen Kapiteln beschriebenen HJ-Resolvasen der
Phagen und Archaea darin, dass zusatzlich zur Strukturspezifitat die Sequenzspezifitat einen grofden
Einfluss auf die Aktivitat hat. Shah und Coautoren sehen starke Parallelen zwischen der Typ
Restriktionsendonuklease EcoRV und EcRuvC (Shah et al., 1997). Von EcoRV ist demnach bekannt,
dass nur die Basen der vollstindigen Erkennungssequenz (5'-GATIATC-3) die zum aktiven Zentrum
passende rdaumliche Struktur aufweisen und somit korrekt mit den katalytischen Aminosauren
interagieren kénnen.

EcRuvC bindet in vitro eine HJ weder in ihrer stacked X-Konformation noch in ihrer offen planaren
Form, auch wenn letztere sich in das aktive Zentrum der Kristallstruktur von EcRuvC modellieren lasst
(Ariyoshi et al., 1994). Stattdessen nimmt eine an EcRuvC gebundene HJ eine, der offen planaren
Form ahnliche, Konformation ein, wobei die Winkel zwischen den Helixarmen nicht 90° sind: je zwei
gegenlberliegende Winkel sind spitz, die anderen beiden sind stumpfe Winkel und damit gréRer als
90°. Als kontinuierliche Strange werden jeweils die Strange angesehen, die einen solchen stumpfen
Winkel einschlieRen. Diese kontinuierlichen Strange sind diejenigen, welche an den katalytischen
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Aminosauren zu liegen kommen und geschnitten werden, sofern sie eine passende
Erkennungssequenz enthalten (Bennett und West, 1995).

1.3.1.4.1 Der Nick-Counternick-Mechanismus am Beispiel von RuvC

Der Nick-Counternick-Mechanismus, in seinen Grundzigen 1992 erstmals von Pottmeyer und
Kemper postuliert, steht (1) dafir, dass die endonukleolytischen Schnitte in gegeniberliegenden
DNA-Strangen bei der Auflosung einer HJ nicht simultan erfolgen und sich nicht gegenseitig
bedingen, also unabhdngig voneinander sind. Stattdessen folgt dem ersten Schnitt in einem Strang
der HJ (Nick) ein zweiter, gegenlberliegender Schnitt (Counternick) katalysiert durch das zweite
aktive Zentrum des Homodimers. Um jedoch im Kontext einer beweglichen, migrierenden HJ in der
Zelle eine produktive Resolution zu ligierbaren Produkten zu ermoglichen, missen Nick und
Counternick zeitlich dicht aufeinanderfolgen. Deshalb beinhaltet der Nick-Counternick-Mechanismus
(2) zusatzlich eine deutliche Erhéhung der Reaktionsgeschwindigkeit des Counternick als Folge des
ersten Schnittes. Die Erkenntnisse, die diesem Modell zugrunde liegen, sollen hier dargestellt
werden, gefolgt von einer Diskussion warum die postulierte Unabhangigkeit der Schnitte im Nick-
Counternick-Mechanismus nicht absolute Giiltigkeit besitzt, sondern die Vorgange an der HJ deutlich
komplexer sind.

Der Befund, dass die Endonuklease VII des Bakteriophagen T4 eine statische HJ mit unterschiedlichen
Effizienzen und Schnittpositionen in den vier Oligonukleotiden schnitt, fiihrte Pottmeyer und Kemper
dazu, die Unabhangigkeit der Schnitte anzunehmen (Pottmeyer und Kemper, 1992). Nachfolgende
Untersuchungen mit EcRuvC unterstiitzten diese Annahme. So wurde gezeigt, dass eine HJ, deren
optimale Erkennungssequenz fir EcRuvC mit einem nicht hydrolysierbaren 3‘-S-Phosphorothiolat
zwischen dem Thymin und Guanin blockiert wurde, von EcRuvC im gegeniiberliegenden,
unmodifizierten Strang genickt werden konnte, wenn auch mit deutlich schlechterer Effizienz. Dabei
blieb die Bindungsaffinitat durch die Modifikation unverdndert (Fogg und Lilley, 2000). Weiterhin
|6sten Heterodimere aus EcRuvC und nukleasedefizientem EcRuvC D7A eine plasmidbasierende HJ
aus palindromischen Sequenzen, welche die optimale Erkennungssequenz am Junction Point
aufwiesen, zu genickten Produkten auf. Identische Daten wurden fiir ScCcel veroffentlicht (Fogg et
al., 2000). Diese Ergebnisse kdnnen und wurden so interpretiert, dass fiir einen Nick in einem der
beiden aufzulésenden Strange der Counternick nicht notwendig ist, also beide Schnittereignisse
unabhangig voneinander erfolgen kénnen.

Der zweite Aspekt des Nick-Counternick-Mechanismus, die beschleunigte Reaktion des Counternicks,
wurde unter anderem mit oligonukleotidbasierenden Modell-HJs, die in einem Strang bereits einen
Nick aufwiesen, gezeigt. ECRuvC setzt eine solche genickte HJ 8x schneller um als die entsprechende
intakte HJ, wahrend der aktive Schnitt durch EcRuvC in der optimalen Consensus-Sequenz die
Schnitteffizienz einer gegeniberliegenden suboptimalen Erkennungssequenz um den Faktor 500
erhohte (Fogg und Lilley, 2000). Ein dhnlicher Effekt zeigte sich fiir die strukturspezifische Nuklease
SpMus81-Emel, welche intakte HJs nur schlecht oder gar nicht umsetzen kann, eine genickte HJ
jedoch das bevorzugte Substrat darstellt (Osman et al., 2003). Die Grundlage fiir die Beschleunigung
des Schnitts gegeniliber einem bereits existierenden Nick (enzymatischen oder artifiziellen Ursprungs)
liegt in der erhohten Flexibilitdt einer genickten HJ gegeniiber einer intakten HJ. Die Modellierung
des HsMUS81-EME1-Heterodimers mit einer genickten HJ bietet eine elegante Erklarung fir den
Effekt der erhohten Flexibilitdt auf die Schnitteffizienz des Counternick. Die dreidimensionale
Struktur des HsMus81-Emel-Heterodimers lasst keine Modellierung einer intakten gestackten oder
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offen planaren HJ zu, welche die geschnittenen Positionen des Zucker-Phosphat-Riickgrats in die
Nihe des aktiven Zentrums bringen wiirde. Uber Austausche einzelner Aminosduren und die
Auflésung der Kristallstruktur von HsMUS81-EME1 wurde gezeigt, dass oberhalb der positiv
geladenen Furche, an deren Grund das aktive Zentrum der katalytischen Untereinheit HsMUS81 liegt,
weitere basische Aminosdure lokalisiert sind, welche fir die effiziente Auflésung genickter Hls
essentiell sind. Ist die sterische Fixierung durch einen Nick in einem der kontinuierlichen Strange
vermindert, kann die genickte HJ Uber Kontakte mit diesen basischen Aminosauren an der
Oberflache von HsMUS81 dahingehend verformt werden, dass der kontinuierliche Strang mit seinen
bevorzugten Schnittpositionen genau mit dem aktiven Zentrum in Deckung gebracht wird (Chang et
al., 2008).

Fiir EcRuvC konnte ein dhnlicher Mechanismus eine Rolle spielen, da es die Junction durch die
Bindung stark verformt. Dariliber hinaus hat ein weiterer Faktor einen starken Einfluss auf die
Induktion der Schnitteffizienz des Counternicks. Wie bereits erwahnt, fiihrt ein Nick in einem Strang
einer Modell-HJ zu einer achtfachen Steigerung der Aktivitdit, wahrend die optimale
Erkennungssequenz die Schnitteffizienz einer suboptimalen um den Faktor 500 erhéhen kann. Dieser
massive Unterschied in den Induktionsraten lasst sich Gber die Entstehung des Nicks, bzw. dessen
5‘-Endes erkldren. Die von J. M. Fogg und D. M. J. Lilley fur die genickte HJ verwendeten
Oligonukleotide wiesen bis auf den radioaktiv markierten Strang eine 5‘-Hydroxylgruppe auf,
wahrend die endonukleolytische Spaltung durch EcRuvC ein 3-OH und ein 5‘-Phosphat zuricklasst
(lwasaki et al., 1991; Dunderdale et al., 1994). Kiirzlich wurde fir EcRuvC gezeigt, dass eine genickte
HJ mit einem 5‘-Phosphat im Nick 50x besser umgesetzt wird als die identische nHJ mit einem 5'-OH
(Osman et al., 2009). Im Gegensatz dazu unterscheidet sich die strukturspezifische Endonuklease
SpMUS81-EME1 nicht zwischen einem Nick mit und einem Nick ohne 5-Phosphat, was die Autoren
so interpretieren, dass die erhohte sterische Flexibilitat der Junction durch die Unterbrechung eines
Stranges ausreicht um eine Induktion der Schnittgeschwindigkeit zu erreichen (Osman et al., 2009).

Nicht nur flr die klassischen HJ-Resolvasen sondern auch andere HJ-auflésende Enzyme scheinen
somit die Kriterien des Nick-Counternick-Mechanismus erfillt und erklart zu sein. Jedoch liefern die
gleichen Arbeiten, die diese Kriterien untermauern, auch Ergebnisse, welche zusammen mit weiteren
Erkenntnissen die Gliltigkeit des Mechanismus in seiner urspriinglichen Form fraglich erscheinen
lassen.

Es lasst sich argumentieren, dass die bilateralen Schnitte an HJs nicht vollstandig unabhangig
voneinander stattfinden. Waren die beiden Schnitte vollig unabhangig, so diirfte das Vorhandensein
einer schlecht geschnittenen Erkennungssequenz von EcRuvC in einem Arm einer HJ nicht die
Schnitteffizienz der optimalen Erkennungssequenz im gegeniberliegenden Arm beeinflussen, wie
aber von Shah et al., 1997 und Fogg und Lilley, 2000 gezeigt. Eine mogliche Erklarung hierfir liefert
die Gberraschende Asymmetrie in den aktiven Zentren des RuvC-Dimers aus dem gramnegativen
Eubakterium Thermus thermophilus. Die Kristallstruktur des TthRuvC-Homodimers offenbart zwei
mogliche Konformationen des Monomers, welche sich in der asymmetrischen Ausrichtung dreier
aromatischer Aminosduren innerhalb eines flexiblen Loops in der Nahe der des aktiven Zentrums
unterscheiden (Chen et al., 2013). Gezielte Austausche dieser aromatischen AS fiihrten zu deutlichen
Veranderungen im Umsatz einer Modell-HJ. Zudem ergab die Modellierung einer HJ-Bindung, dass
nur eines der beiden Protein-Konformere eine Positionierung des kontinuierlichen Strangs der
Junction im aktiven Zentrum zulassen wiirde. Somit ist es moglich, dass immer nur eines der beiden
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Monomere in der fir den Schnitt notwendigen Konformation vorliegt und das Nicking eine
Konformationsanderung beider Monomere und der DNA nach sich zieht.

Zusammengenommen ldsst die aktuelle Datenlage ein Schnittmodell mdglich erscheinen, in dem die
bilateralen Schnitte weder sich gegenseitig bedingend simultan erfolgen noch voéllig unabhangig
voneinander sind (Chen et al., 2013).

Tabelle 1.1: Ubersicht der HJ-Resolvasen
nd = nicht bestimmt, kon. = kontinuierlicher Strang wird geschnitten, dis. = kreuzender (diskontinuierlicher) Strang
wird geschnitten, Substratspezifitat: starke/deutliche Aktivitit, moderate Aktivitat, (schwache Aktivitat);
1Sequenzsspezifitéit: ++ = stark, (+) = schwach, 2Ssonc schneiden an der J1 den kontinuierlichen, an der J3 den
kreuzenden Strang, 3Ssonc zeigt eine schwache Sequenzspezifitat, PfuHjc schneidet dagegen sequenzunabhéngig

. Substrat- Konfor- geschnit- Sequenzspezifitit
Organismus spezifitat mation tener 1
: () |suangy | ' | Komsensus |

Nuklease-Superfamilie: Typ Il Restriktionsendonukleasen
HJ, PX,

Endonuklease | LI 3fach-Junction, CO?XIaI kon. (+) 5'-(C/T)I(C/T)-3'
T7 90
(splayed arm)
P. furiosus, HJ, (3fach- 2 (+) .
S. solfataricus Junction, Loop) stackedX  kon./ dis. Sso’ S“TA(G/TT
HJ, (3fach
S. solfataricus Junction mit offenes X kon. (+) nd
bulge)
Integrase-Superfamilie: RNAseH
. mobile HJ, , .
E. coli (statische HJ) offenes X kon. ++ 5'-(A/T)TTL(G/C)-3
Vaccinia Virus HJ, 3way nd nd (+) 5'-(G/C)L(T/A)-3'
Ydc2 S. pombe HJ Sl kon. ++ 5'-T!-3'
planar
Ccel S. cerevisiae H) offen kon. ++ 5'-CT!-3'
planar

Klasse 4 der Rad2/XPG-Nukleasefamilie

m H. sapiens HJ, 5'-Flap, RF nd kon. (+) nd

Yenl S. cerevisiae HJ nd nd (+) nd
GEN-1 C. elegans HJ nd nd (+) nd

GEN-L 0. sativa HJ, 5'-Flap, RF nd nd nd nd
keine Zuordnung
. offenes
S LAEEHSS  Bakteriophage HJ, RF, D-Loop X, dis. ) )
Vil T4
verzerrt
lambdoider
Prophage HJ flexibel kon. ++ lCC-3'
DLP12

1.3.2 Eukaryotische HJ-Resolvasen

Im Gegensatz zu den ausfiihrlich charakterisierten HJ-Resolvasen der Phagen und Prokaryoten, ist
Uber die eukaryotischen Vertreter dieser Enzymklasse verhaltnismaRig wenig bekannt. Dies liegt zum
einen an der spaten ldentifizierung der fir die Resolvaseaktivitdit eukaryotischer Zellextrakte
verantwortlichen Proteine, zum anderen am deutlich breiteren Spektrum strukturspezifischer
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Endonukleasen im eukaryotischen System. Wahrend die Resolvasen entsprechend dem RuvC-
Paradigma in Prokaryoten und Phagen die universellen HJ-aufldsenden Enzyme darzustellen
scheinen, ist die Situation in Eukaryoten mit verschiedenen strukturspezifischen Endonukleasen
ungleich komplexer (Andersen et al., 2011; Mufoz-Galvan et al., 2012; Zakharyevich et al., 2012).

Die spate Identifizierung der klassischen Resolvasen der Eukaryoten ist in der fehlenden Homologie
zu den Phagen und Prokaryoten auf Sequenzebene zu begriindet. Offensichtlich handelt es sich bei
der Evolution der Resolvasen nicht um eine von einem gemeinsamen Vorfahren ausgehende
Entwicklung, sondern um eine, in den verschiedenen Reichen des Lebens unabhangige
konvergierende Evolution. Diese flihrte zu spezialisierten Proteinen, welche sich zwar auf
Sequenzebene nicht gleichen, jedoch auffallend dhnliche funktionelle und strukturelle Eigenschaften
besitzen und einen in seinen Grundzigen universellen Mechanismus zur Auflésung HJ-dhnlicher
Strukturen darstellen (Rass et al., 2010).

1.3.2.1 Charakterisierung strukturspezifischer Endonukleasen in Hefe

Das Heterodimer SpMus81-Emel war die erste nukledre Endonuklease, fir die eine HJ-aufl6sende
Aktivitdt beschrieben wurde (Boddy et al., 2001). Die in allen Eukaryoten und Archaea konservierten
Untereinheiten des Dimers werden anhand ihrer Domanenstruktur der ERCC4/XPF-Nukleasefamilie,
deren Mitglieder an der NER beteiligt sind, zugeordnet. SpMus81 und SpEmel besitzen eine zentrale,
im Fall von SpEmel nukleolytisch inaktive, ERCC4-Domane, sowie zwei C-terminale Helix-hairpin-
Helix Domanen (HhH2). Bevorzugte Substrate von SpMus81-Emel sind jedoch nicht vollstandige HJs,
sondern vor allem frilhe Rekombinationsintermediate wie D-Loops und unligierte genickte HJs
(Gaillard et al., 2003; Osman et al., 2003; Gaskell et al., 2007). Diese werden durch Schnitte zwischen
drei und neun Nukleotiden 5 des JP bzw. des Nicks aufgelost. Vollstandige HJs werden analog tber
asymmetrisch orientierte Nicks und Counternicks zu Produkten aufgelost, die Einzelstrangliicken
(Gaps) bzw. Einzelstrangliberhdnge (Flaps) aufweisen und somit nicht direkt religierbar sind. Somit
entsprechen die Eigenschaften des MUS81-EME1-Komplexes nicht denen einer klassischen
Resolvase.

Das Heterodimer ScSIx1-SIx4 ist eine weitere strukturspezifische Endonuklease, welcher eine
Funktion in der Auflésung intermediarer Strukturen der DNA-Rekombination zugeschrieben wurde.
Interessanterweise wurde ScSIx1 und ScSIx4 Uber ein Screening nach Mutationen, welche in
Abwesenheit der RecQ-Helikase ScSgsl zu synthetischer Letalitat fiihrten, identifiziert, in welchem
ebenfalls ScMus81und ScMms4, die S. cerevisiae Orthologe zu SpMus81-Emel, beschrieben wurden
(Mullen et al., 2001). Urspriinglich wurden die SIx1-SIx4-Homologe aus Hefe als 5‘-Flap-Endonuklease
beschrieben (Fricke und Brill, 2003; Coulon et al., 2004) und erst kirzlich reihten sie sich in die HJ-
auflésenden Enzyme ein, als fiir HsSLX1-SLX4 gezeigt wurde, dass es eine mobile Modell-HJ mit 12 bp
Kernbereich durch symmetrische, religierbare Schnitte aufzulésen vermochte (Fekairi et al., 2009).

In S. cerevisiae und S. pombe wurden die Resolvasen ScCcel und SpYdc2 (auch SpCcel genannt)
beschrieben. Es handelt sich dabei um kerncodierte, jedoch in den Mitochondrien aktive Proteine
(Symington und Kolodner, 1985; Kleff et al., 1992; Ezekiel und Zassenhaus, 1993; White und Lilley,
1997b). Entsprechend zeigen ScccelA-Zellen keine Defekte in der mitotischen oder meiotischen
Rekombination, stattdessen jedoch einen Wachstumsphanotyp von fragil wirkenden Zellen und die
Akkumulation nicht aufgel6ster Rekombinationsintermediate in ihren Mitochondrien (Kleff et al.,
1992; Lockshon et al., 1995; Doe et al., 2000).
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Das aktive Zentrum der mitochondriellen Hefe-Resolvasen zeigt deutliche Ahnlichkeiten zum
eubakteriellen Musterbeispiel, weshalb SpYdc2 und ScCcel in der Integrase-Superfamilie
eingeordnet werden. lhre in vitro-Eigenschaften weisen weitere deutliche Parallelen zum EcRuvC-
Musterbeispiel auf. Sie liegen in Losung bevorzugt als Dimer vor, kénnen jedoch Untereinheiten
dynamisch austauschen und weisen, im Gegensatz zur T7 Endo |, eine sehr hohe Strukturspezifitat fur
HJs auf (White und Lilley, 1996; Whitby und Dixon, 1997; White und Lilley, 1997b; Oram et al., 1998).
SpYdc2 besitzt zwar eine recht breite Bindungsaffinitdt fir verzweigte und unverzweigte DNA-
Substrate (3-Wege-Kreuzungen, 5'-Flaps, splayed arm, genickter und vollstandiger Duplex, 5°-
Uberhinge), ist jedoch unter annahernd physiologischen Bedingungen nur an Hls nukleolytisch aktiv
(Whitby und Dixon, 1998). Die bilateralen Schnitte erfolgen innerhalb der Lebenszeit eines Substrat-
Enzym-Komplexes in sequentieller Manier (Fogg et al., 2000). In Analogie zu EcRuvC weisen ScCcel
und SpYdc2 eine starke Sequenzspezifitat fur die Dinukleotidsequenz 5‘-CTl-3‘ auf, welche dhnlich
stringent wirkt wie bei EcRuvC (White und Lilley, 1996; White und Lilley, 1997b; Oram et al., 1998;
Schofield et al., 1998). Die Bindung einer HJ (iber die Seite der kleinen Furche an SpYdc2 bringt die
Junction in eine offen planare Konformation mit 4zahliger Symmetrie und zu den Ecken eines
Quadrates ausgerichteten Helices (Ceschini et al., 2001). Zudem wird die Paarung der beiden am
nachsten am JP liegenden Basenpaare aller vier Armen geldst (Declais und Lilley, 2000). Eine
Unterscheidung von kontinuierlichen und kreuzenden Strangen ist in dieser Konformation schwierig,
dennoch zeigen ScCcel und SpYdc2 eine Bevorzugung fir Schnitte am oder ein Nukleotid um den JP
im kontinuierlichen Strang (White und Lilley, 1997a; White und Lilley, 1998; Declais und Lilley, 2000).
Interessant ist auch, dass das Dimer von SpYdc2 in zwei unterschiedlichen Konformeren der
Untereinheiten kristallisiert wurde. Dabei legen die Unterschiede in der Ausrichtung von
Aminosaureseitenketten, die an der Koordination zweiwertiger Metallionen beteiligt sind, das
Vorhandensein einer katalytisch aktiven und einer katalytisch inaktiven Untereinheit in einem Dimer
nahe (vergleiche TthRuvC im Kapitel 1.3.1.4.1, Ceschini et al., 2001).

Die Rolle mitochondrieller HJ-Resolvasen im Menschen ist nicht oder kaum untersucht, obwohl die
moglichen Folgen von Aktivitatsverlusten, namentlich Mutationen und Deletionen im
mitochondriellen Genom, in Krankheiten eine Rolle spielen und als ein Mechanismus der Alterung
vermutet werden (Wallace, 1992; Tuppen et al., 2010).

Die Suche nach den eukaryotischen HJ-Resolvasen fiihrte zur Entdeckung HJ-auflosender Aktivitaten
in zellfreien Extrakten von Hela-Zellen, Zellen der humanen Plazenta und des Kalbsthymus, wobei fiir
letztere bereits zum Zeitpunkt ihrer Beschreibung grundlegende Charakteristiken einer Resolvase
bestatigt werden konnten (Jeyaseelan und Shanmugam, 1988; Waldman und Liskay, 1988; Elborough
und West, 1990). Die weiterflihrende Charakterisierung nach verbesserter fraktionierender
Aufreinigung offenbarte eine enge Substratspezifitat. Lediglich HJs wurden von den aufgereinigten
Fraktionen zu religierbaren Produkten umgesetzt, wahrend an Strukturen, welche der T4 Endo VI als
Substrat dienen kdnnen, keinerlei Aktivitat beobachtet wurde (Hyde et al., 1994). Da jedoch das
verantwortliche Enzym fiir diese Aktivitat verborgen blieb, wurde sie in der Literatur durch
Resolvase A (ResA) beschrieben. Mit der Identifikation von ScYenl und HsGEN1, wurde nicht nur das
Ratsel um die ResA-Aktivitat gelost, sondern es zeigte sich auch, dass die eukaryotischen HIJ-
Resolvasen zu einer grolReren, bereits bekannten Familie von Nukleasen gehoren.
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1.3.2.2 Die Rad2/XPG-Familie der Nukleasen

Die Rad2/XPG-Nukleasefamilie' der Eukaryoten umfasst monomere, strukturspezifische Endo- und
Exonukleasen, welche anhand ihrer Struktur und Funktionen in vier Unterklassen eingeteilt werden
(Abbildung 1.7). Allen gemeinsam ist der generelle Domanenaufbau und die Fahigkeit 5‘-Flap-
Substrate zu prozessieren (Harrington und Lieber, 1994; Lee und Wilson, 1999; Hohl et al., 2003).
Dabei weisen alle Vertreter der Familie im Bereich der N-terminal lokalisierten funktionellen
Domanen einen hohen Grad an Konservierung auf Ebene der Primarstruktur auf, was insbesondere
die fir die nukleolytische Aktivitat essentiellen sauren und aromatischen AS betrifft (Tabelle 4.1). Der
C-terminale Bereich ist deutlich schlechter konserviert, teilt aber zwischen allen Vertretern der
Familie seinen ungeordneten Charakter, welcher auf eine hohe strukturelle Flexibilitat schlieRen lasst
(Wright und Dyson, 1999).

1.3.2.2.1 Exo- und Endonukleasen: Die Klassen 1 bis 3 der Rad2 /XPG-Familie

Klasse 1: Endonukleasen der Nukleotidexzisionsreparatur

Die Klasse 1 umfasst mit den Homologen zu ScRad2 und HsXPG die namensgebenden Endonukleasen
der Nukleotidexzisionsreparatur, welche das 3‘-Ende von DNA-Bubble-Strukturen in Folge einer 5'-
Incision schneiden. Mutationen in HsXPG gehodren zu den Ursachen der Erbkrankheit Xeroderma
pigmentosum, welche durch einen zelluldren Defekt in der Reparatur von UV-Schaden
gekennzeichnet ist (Scharer, 2008). Die ScRad2-Homologe sind die groRten Vertreter der Rad2/XPG-
Familie und weisen als einzige der vier Klassen eine vom Rest abweichende Anordnung der
funktionellen Doméanen auf (Abbildung 1.7). Die ersten ungefdahr 100 AS bilden die N-terminale XPG-
Domaéane (XPG-N), welche zusammen mit der internen XPG-Domaéne (XPG-1) die Nukleasedomane
bildet. Beide Domanen sind durch einen langen Spacerbereich von ungefdahr 600 AS getrennt, der
eine Rolle in der Substraterkennung und in der Interaktion mit weiteren Faktoren der NER spielt
(Dunand-Sauthier et al., 2005). Die Position der dritten konservierten Doméane, der in der
sequenzunabhadngigen DNA-Bindung involvierten helix-hairpin-helix-Domane (HhH2), ist in allen
Vertretern der Rad2/XPG-Familie konserviert: Sie schlieRt fast direkt C-terminal an die XPG-I-Domane
an.

Klasse 2: replikative Flap-Endonukleasen

Die Proteine der Klasse 2 schneiden bevorzugt 5-Flap-Substrate und heien entsprechend FEN1 (flap
endonuclease and five prime exonuclease). Es handelt sich bei ihnen, verglichen mit den anderen
Familienmitgliedern, um mittelgroRe Proteine. Wie die Benennung bereits aussagt, besitzen die
FEN1-Orthologe eine strukturspezifische Endonukleaseaktivitat fiir 5‘-Flap-Substrate (und schwacher
fiir splayed arm). Die ebenfalls vermutete 5'-3‘-Exonukleaseaktivitat, welche urspriinglich an Duplex-
DNA mit Gaps, Nicks und 3‘-Uberhdngen beobachtet wurde, entspricht aller Wahrscheinlichkeit der
5‘-Endonukleasefunktion, welche durch Atmung am ssDNA/dsDNA-Ubergang stimuliert wird (Lieber,
1997). In vivo entfernt FEN1 die Okazaki-Fragmente wahrend der Replikation durch hochspezifische,
sequenzunabhingige Schnitte genau ein Nukleotid 3‘ des ssDNA/dsDNA-Ubergangs, also des JP.

! Rad2 bezieht sich auf ScRad2 aus S. cerevisiae, das Ortholog zu HsXPG, nicht zu verwechseln mit SpRad2,
welches das Ortholog zu HSFEN1 bzw. ScRad27 ist.
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Klasse 1:

HsXPG

ScRad2 Sl — L eee——

AtUVH3I @& — o reee—

Klasse 2: Replikation (Flap-Endonukleasen)
HSFEN1  EEESSEES—"
ScRad27 EEEEWENE .

AtFEN1 G == oom

Klasse 3: Reparatur/Rekombination (Exonukleasen)
HSEXO1 e e
ScExol N —
AEXO1  om—

Klasse 4: Reparatur/Rekombination (HJ-Resolvasen

und Einzelstrang-Endonukleasen)

HSGEN1 M | e— oS
DMGEN  mmmwms p—
CeGEN-1 (VNS S AL
ScYen1 -——- — é”%
OSGEN-L mmmwms | o— A&
OSSEND-1 S e
AtGEN1  mmmwm | —
AtSEND1 mmmem | —

Nukleotidexzisionsreparatur (Endonukleasen)

1186 aa
1301 aa

1479 aa

380 aa
382 aa

383 aa

846 aa
702 aa

735 aa

908 aa
726 aa
434 aa
759 aa
629 aa
641 aa
599 aa

600 aa

8 XPG-N: N-terminale XPG Domane = HhH2: helix-hairpin-helix Domane é”: in vitro HJ-Resolvase-

[ XPG-l: interne XPG Doméane

Abbildung 1.7: Die Rad2/XPG-Nukleasefamilie
Gezeigt sind exemplarisch Vertreter der Rad2/XPG-Nukleasefamilie der Sauger (Hs), Pilze (Sc) und héheren Pflanzen
(At). lhre Gesamtldange unterscheidet sich teilweise deutlich: XPG-Homologe sind gut vier Mal langer als die FEN1-
Homologe der Klasse 2, wahrend die Klassen 3 und 4 gut halb so lang sind. Die am besten konservierten Bereiche
sind die funktionellen Doméanen, welche die nukleolytische Aktivitat (XPG-N und XPG-I) und die DNA-Bindung (HhH2)
vermitteln. Auffallig ist, dass in den Klassen 2 bis 4 diese drei Doméanen alle nahe dem N-Terminus gruppiert sind,
wadhrend die N-terminale XPG Domane der XPG-Homologe der Klasse 1 durch einen langen Spacerbereich von den
eher C-terminal lokalisierten XPG-l und HhH2 Domadnen getrennt ist. Fiir die die HJ-Resolvasen beinhaltende Klasse 4
sind alle bisher ndher charakterisierten Vertreter gezeigt. Homologe, fir die eine in vitro HJ-Resolvaseaktivitdten
beschrieben wurde, sind durch eine kleine HJ-Struktur gekennzeichnet.

v

aktivitat gezeigt
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Dabei wird zuerst die Paarung des terminalen Nukleotids am benachbarten 3‘-Ende geldst, was mit
der entstandenen Liicke von einem Nukleotid nach Abspaltung des 5-Uberhangs einen sofort
ligierbaren, genickten Duplex erzeugt (Tsutakawa et al., 2011). Tatsachlich erhéht das Vorhandensein
eines 3-Uberhangs von exakt einem Nukleotid am JP die in vitro Aktivitit von HsFEN1 um das
33fache (Finger et al., 2009). Das Wissen Uber den FEN1-Schnittmechanismus beschrankt sich nicht
nur auf seine biochemischen Eigenschaften. Die Rollen einzelner konservierter AS im aktiven
Zentrum in Hinblick auf Substratbindung, Koordination von Metallionen und katalytische Aktivitat
sind aufgeklart (Shen et al., 1996; Shen et al., 1997; Liu et al., 2004) und durch hochauflésende
Kristallstrukturen verschiedener Enzym-DNA-Komplexe ist es in den letzten beiden Jahren gelungen,
die genauen Abldufe von Substraterkennung, -bindung und Katalyse mit eindrucksvoller Genauigkeit
aufzuklaren (Tsutakawa et al., 2011; Tsutakawa und Tainer, 2012). Dies macht FEN1 zu einem idealen
Prototypen fir ein klassenilibergreifendes Modell des Schnittmechanismus (Grasby et al., 2012) und
unterstreicht gleichzeitig die prominente Rolle, welche die Rad2/XPG-Familie in der Ergriindung des
eukaryotischen DNA-Metabolismus spielt. Somit erscheint es auch wenig verwunderlich, dass auch
von der FEN1-Superfamilie gesprochen wird, anstelle von der Rad2/XPG-Familie.

Klasse 3: Exonukleasen der Rekombination und Reparatur

Die Proteine der Klasse 3 unterscheiden sich von den anderen drei Klassen dadurch, dass es sich um
5‘-3‘ Exonukleasen (EXO1, exodeoxyribonuclease 1/exonuclease 1) statt Endonukleasen handelt. lhr
Domanenaufbau entspricht jedoch dem der Klasse 2 und 4. Obwohl endo- und exonukleolytische
Spaltung zwei unterschiedliche Mechanismen nahe legen, weisen die Homologie der funktionellen
Domanen und Aminosduren sowie damit verbundene Parallelen in der Bindung und Modifikation der
Substrate auf einen dquivalenten Mechanismus hin (Orans et al., 2011). Dabei ,franst” das 5‘-Ende
eines Gaps im DNA-Duplex, dem natirlichen Substrat der EXO1 in der MMR, aus, d.h. die beiden
terminalen Basenpaarungen werden unterbrochen und dhneln so einem kurzen 5‘-Flap. Der gleiche
Vorgang wurde bei HSFEN1 beobachtet (Tsutakawa et al., 2011). EXO1 ist die primare Exonuklease
der MMR in Saugern und interagiert im Rahmen dessen mit den MMR-Faktoren MutlLa (MLH1-
PMS2), MutSa (MSH2-MSH6) und MutSB (MSH2-MSH6) (Nielsen et al.,, 2004) und spielt eine
essentielle Rolle bei der Endresektion in der DSB-Reparatur (Kapitel 1.1, Symington und Gautier,
2011). Zudem wurde vor kurzem eine weitere Rolle in der HR gezeigt: ScExo1 besitzt eine von seiner
Exonukleaseaktivitdit unabhangige Funktion in der Forderung von Crossovern in Kooperation mit
MutLy unter Kontrolle von ScSgs1 (dem HsBLM-Ortholog) (Zakharyevich et al., 2012).
Zusammengefasst betrachtet ist ersichtlich, dass mit der Fahigkeit zu Erkennung eines JP und der
Spaltung nahe diesem eine Voraussetzung fiir die Auflosung komplexerer DNA-Strukturen in der
Rad2/XPG-Familie konserviert ist. Jedoch sind die Enzyme der Klassen 1 bis 3 als Monomere aktiv.
Um jedoch Holliday Junctions nach Resolvasemanier zu prozessieren sind zwei aktive Zentren zur
gleichen Zeit am Substrat erforderlich. Die Fahigkeit zur spezifischen Dimerisierung an der DNA ist die
zweite Grundvoraussetzung und laut den Erkenntnissen der letzten Jahre ein charakteristisches
Merkmal der Enzyme der Rad2/XPG-Klasse 4 (Rass et al., 2010).

1.3.2.2.2 HJ-Resolvasen: Klasse 4 der Rad2 /XPG-Familie

Die Klasse 4 wurde urspringlich fir ein Protein der hoheren Pflanzen gegriindet. Oryza sativa Single-
strand DNA ENDonuclease 1 (OsSEND-1) war der erste Vertreter dieser neuen Unterklasse der
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Rad2/XPG-Familie (Furukawa et al., 2003). Es wies die gleiche generelle Domanenorganisation wie
die FEN1- und EXO1l-Homologe auf, die Homologie auf Aminosdaureebene, vor allem der
konservierten Domadnen, war jedoch naher an den Domdnen der Klasse 1. OsSEND-1 wird
vornehmlich in teilungsaktiven Geweben wie dem Sprossapikalmeristem und jungen Blattern
exprimiert und seine Expression lasst sich durch Methylmethansulfonat (MMS) und UV-Bestrahlung
induzieren. Ein aufgereinigtes Fragment bestehend aus den Aminosdauren 1 bis 425, besaRR eine
endonukleolytische Aktivitat flr einzelstrangige zirkuldare M13mp18-DNA, wahrend doppelstrangiges
Plasmid nicht geschnitten wurde (Furukawa et al., 2003).

DmMGEN (XPG-like endonuclease) ist das zweite Enzym, welches der Klasse 4 zugeordnet wurde,
wiederum anhand von Homologien der Primar- und Doméanenstruktur (Ishikawa et al., 2004). Die
Charakterisierung in vitro ergab an einem breiten Substratsspektrum eine nukleolytische Aktivitat,
welche einer erweiterten FEN1-Aktivitat entspricht: 5-Flaps wurden analog zu FEN1 umgesetzt,
dartber hinaus wurden verschiedene geblockte Flapsubstrate und Replikationsgabeln mit Gaps
umgesetzt. Eine Modell-HJ wurde nicht als Substrat erkannt (Kanai et al., 2007).

Die Gruppe von S. C. West publizierte 2008 ihre erfolgreiche Identifizierung der ersten nukledaren HJ-
Resolvasen aus Saugerzellen und Hefe, die nicht wie ScCcel und SpYdc2 in den Mitochondrien
lokalisiert sind: HSGEN1 und ScYen1l (lp et al., 2008). Beide Proteine zeigten deutliche Homologie zu
allen Vertretern der Rad2/XPG-Familie, die deutlichste jedoch zu OsSEND-1 und DmGEN1 was die
eukaryotischen Resolvasen als Mitglieder der Klasse 4 der Rad2/XPG-Nukleasen kennzeichnet. Beide
Enzyme liegen in Losung als Monomere vor, schneiden jedoch neben den familientypischen 5‘-Flap-
Substraten spezifisch Hls mit im Vergleich zum 5‘-Flap erhohter Affinitdt und Effizienz. Die dafir
notige Anwesenheit zweier aktiver Zentren am JP der HJ wird durch die substratabhangige
Dimerisierung gewahrleistet, welche fiir HSGEN1 unter anderem Uber Elektronenmikroskopie gezeigt
wurde (Rass et al., 2010). Dagegen wurde an einer RF, welche ebenfalls schwach von ScYen1 und
HsGEN1 umgesetzt wird, die Bindung von Monomeren beobachtet. Somit zeichnet die Resolvasen
der Klasse 4 zwei Eigenschaften aus, die sie von den lbrigen Rad2/XPG-Nukleasen unterscheiden: (1)
Muss ihr aktives Zentrum auch doppelstrangige DNA aufnehmen kénnen, da eine HJ an allen
Junctionarmen aus Doppelhelices besteht, und (2) die Nutzung eines konservierten
Schnittmechanismus der Superfamilie Gber substratvermittelte Dimerisierung fir die Resolution
komplexerer Verzweigungen (Rass et al., 2010). Welche Eigenschaft die Mitglieder der Klasse 4 zu
dieser Dimerisierung befahigt, ist noch unbekannt.

1.3.2.3 Invitro Charakterisierung von ScYen1, HsGEN1 und CeGEN-1

Bei HSGEN1 und ScYenl handelt es sich mit 103 bzw. 87 kDa um die bisher grofiten bekannten
Vertreter der HJ-Resolvasen. Fiir die Charakterisierung wurde jedoch ein N-terminales Fragment von
HsGEN1 (HsGEN1 1-527) verwendet, da sich vollstindiges rekombinantes HsGEN1 als nicht I6slich
herausstellte (Ip et al., 2008; Rass et al., 2010). Dabei unterscheidet sich die Fragmentaktivitat nicht
von der des Uber Fraktionierung aufgereinigten Enzyms. Wie bereits erwahnt liegen HsGEN1 und
ScYenl als Monomer in Losung vor und bilden erst am HJ-Substrat ein Homodimer aus, wahrend sie
eine Replikationsgabel als Monomer binden. Die nukleolytische Spaltung verzweigter Strukturen
erfolgt entsprechend durch einen oder zwei Schnitte. Dabei wird eine Modell-HJ 20x, ein 5-Flap 7x
besser umgesetzt als eine Replikationsgabel, wohingegen Duplex-DNA und splayed arm weder von
ScYenl noch von HsGENL1 als Substrat erkannt werden. Die Replikationsgabel wird von HsGEN1 durch
zwei Schnitte aufgelost: einen Hauptschnitt 1 nt 3 des JP und einen Nebenschnitt ein Nukleotid
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weiter in 3‘-Richtung. Am 5‘-Flap schneidet HsGEN1 sogar an drei moglichen Positionen, wobei der
Hauptschnitt der FEN1-Aktivitdt entspricht und exakt 1 nt 3‘ des JP lokalisiert ist (Rass et al., 2010).
Dies lasst anhand der konservierten Eigenschaften der Superfamilie vermuten dass ein 5‘-Flap mit
einem 1 nt-3-Uberhang am JP ebenfalls als Substrat erkannt werden wiirde und dieses wie von FEN1
zu ligierbarem Produkt umgesetzt wirde.

An einer statischen HJ wurde gezeigt, dass sowohl ScYen1l als auch HsGEN1 in Analogie zu EcRuvC
ausschlieBlich ein Nukleotid 3‘ des JP schneiden, wahrend eine an dieser Position genickte statische
HJ 5x besser umgesetzt wird. Auch dies entspricht der Aktivitdt von EcRuvC. Eine weitere Parallele ist
die Bevorzugung zweier Hauptschnittpositionen im homologen Kernbereich einer migrierbaren
Modell-HJ, wobei HsGEN1 mehr Nebenschnittstellen zeigt als ScYenl. Somit besitzen auch die
Resolvasen aus Mensch und Hefe eine Praferenz fiir einen (noch unbestimmten) Sequenzkontext (Ip
et al., 2008), wobei unklar ist, wie dieser aussieht und ob sein Einfluss ebenso stark ausgepragt ist
wie in E. coli. Es erscheint wahrscheinlich, dass dabei die Heferesolvase eine etwas ausgepragtere
Sequenzspezifitat besitzt als HsGEN1.

Die Schnittpositionen der statischen Junction J3 zeigen wie flr beispielsweise EcCRuvC und T7 Endo |,
dass die kontinuierlichen Strange der HJ bevorzugt werden. Religationsexperimente und die
Auflosung cruciformer Plasmidsubstrate zu linearem Duplex zeigen, dass HSGEN1 auch in diesen
Aspekten den Voraussetzungen einer HJ-Resolvase entspricht (Rass et al., 2010). Die biologische
Funktion von HsGEN1 ist noch weitestgehend unklar, wahrend fiir die Hefehomologe bereits einige in
vivo-Daten veroffentlicht wurden (siehe dazu das folgende Kapitel 1.3.2.4).

Kurz nach HsGEN1 und ScYenl wurde mit CeGEN-1 eine dritte klassische Resolvase in einem
Eukaryoten identifiziert und charakterisiert. CeGEN-1 ist mit 434 AS und einer Molekilmasse von
49,6 kDa der mit Abstand kleinste beschriebene Vertreter der Klasse 4. In einem
Mutagenesescreening nach Sensitivitat gegenliber ionisierender Strahlung und schadensinduziertem
Zellzyklusarrest wurde eine Mutation identifiziert, welche im Gen von CeGEN-1 ein vorzeitiges
Stoppcodon erzeugt. Das resultierende verkiirzte Protein von 352 AS zeigte keine Aktivitat in vitro
und fiihrte somit zu den in Kapitel 1.3.2.4 ndher beschriebenen Phianotypen (Bailly et al., 2010). Von
den getesteten Substraten, setzte rekombinantes full length CeGEN-1 ausschlieRlich die beiden
mobilen HJs um. Allerdings war diese Aktivitat sehr schwach und wie die Autoren argumentieren ist
es wahrscheinlich, dass eine (schwachere) 5'-Flap-Aktivitat unterhalb der Detektionsgrenze lag (Bailly
et al., 2010). Die Resolution der HJ-Substrate erfolgte Uber symmetrisch orientierte Schnitte zu
demnach potentiell religierbaren genickten Duplices. An der Jobm5 wurden zwei bevorzugte
Schnittpositionen beobachtet, an der X26-HJ (dem gleichen Substrat wie von Ip et al., 2008 und Rass
et al., 2010 verwendet) schneidet CeGEN-1 an vier Positionen, wobei ein Schnittpaar genau ein
Nukleotid auRerhalb des 3‘-Endes des homologen Kernbereichs liegt. Anhand dessen kann auch ohne
dass eine statische HJ getestet wurde, gefolgert werden, dass auch CeGEN-1 ebenfalls 1 nt 3‘ eines JP
schneidet. Zudem ist eine ahnlich ausgepragte Sequenzspezifitdit wie fiir ScYenl und HsGEN1
wahrscheinlich, jedoch nicht ndher bestimmt.

1.3.2.4 Invivo Charakterisierung von ScYen1, HSGEN1 und CeGEN-1

Die Aufklarung der in vivo-Funktionen der eukaryotischen Resolvasen gestaltet sich schwierig, da in
den meisten Fallen eine isolierte Betrachtung lber Einzelmutanten zu keinem Ergebnis fihrte. So
zeigen yenlA-Mutanten in S. cerevisiae keine Sensitivitaiten gegeniber einer Vielzahl an DNA-
schadigenden Agenzien: Methylmethansulfonat (MMS), Hydroxyurea (HU), 4-Nitroquinolin 1-Oxid
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(4NQO), Camptothecin (CPT), UV-Strahlung und Cisplatin (Blanco et al., 2010; Ho et al., 2010; Tay und
Wu, 2010). Alle diese Stoffe fihren, zum Teil neben anderen Effekten, zur Blockierung oder zum
Zusammenbruch der Replikationsgabel. Dariiber hinaus ist scyenlA insensitiv gegenliber DSB-
induzierenden Faktoren wie y-Strahlung und Phleomycin. Auch verlauft die Sporenbildung in scyen1A4
normal und erzeugt lebensfihige Sporen im selben Umfang wie der Wildtyp (WT), was keinen
offensichtlichen meiotischen Phanotyp liefert.

Neueste Erkenntnisse unterstiitzen jedoch sowohl fiir ScYenl, CeGEN-1 als auch fiir HSGEN1 eine
Rolle in der somatischen, replikationsassoziierten HR. Mufoz-Galvan et al., 2012 zeigten mit einem
Assaysystem, welches spezifisch die HR-Reparatur Uber das Schwesterchromatid wahrend der
Replikation (sisterchromatid repair = SCR) anzeigt, dass ScyenlA nach der Induktion von
Einzelstrangbriichen durch die HO-Endonuklease einen Defekt in der Reparatur
replikationsinduzierter DSBs aufweist. Dies erganzt sich mit den bereits seit 2010 beschriebenen
Auswirkungen des Gen-1 Genverlusts in C. elegans, welche ebenfalls fir eine Rolle von CeGEN-1 in
der mitotischen replikationsassoziierten Reparatur von DSBs sprechen kénnten (Bailly et al., 2010).
Daruber hinaus fuhrt der Knockdown von HsGenl (iber siRNA in menschlichen Zelllinien zu einem
erhohten Auftreten spontaner DNA-Schaden, einer um 60 % verminderten HR-Rate nach DSB-
Induktion und einer gesteigerten Zahl derjenigen Zellen, die in die Apoptose eintreten (Gao et al.,
2012).

Mus81A-Mutanten in der Spalthefe S. pombe, welche kein Yenl-Ortholog besitzt, weisen einen
starken Defekt in der Segregation der homologen Chromosomen im Verlauf der Meiose auf. Anstatt
dass sie auf die vier Sporenzellen verteilt werden, bleibt die DNA in einer einzigen unaufgelosten
Masse verwunden. Die ektopische Expression von HsGEN1 komplementiert diesen Defekt und
ermoglicht vollstandige meiotische Teilungen und die Ausbildung lebensfdhiger Sporen (Lorenz et al.,
2010). Dabei erzeugt HsGEN1 jedoch Crossover und Non-Crossover ohne Bevorzugung, wahrend
SpMus81 einen deutlichen Bias zu Crossovern aufweist. Das Ergebnis zeigt dennoch, dass HsGEN1 in
vivo HJ-Strukturen in der Meiose auflésen kann, was eine Rolle der Yen1/GEN1-Homologe in der
Meiose moglich erscheinen lasst. Das gleiche wurde an einem plasmidbasierenden HJ-Substrat in S.
cerevisiage gezeigt (Tay und Wu, 2010).

Scmus81A-Hefezellen zeigen eine leichte Abnahme in der Zahl lebensfahiger Sporen auf ca. 80 % des
WT-Niveaus, wohingegen das zusatzliche Ausschalten von ScYenl zu einer drastischen Verstarkung
des Effekts (nur noch 30 % des WT-Niveaus) fiihrt (Matos et al., 2011). Scmus81A-yen1A-Asci zeigen
den gleichen Phanotyp wie die mus81-Mutanten in S. pombe. Die Dreifachmutante ScspollA-
mus81A-yenl1A hebt diesen Phanotyp auf, was zeigt, dass die meiotische Rekombination der Grund
flir dessen Auftreten ist. Die detaillierte Charakterisierung der meiotischen Defekte in ScyenlA,
Scmus81A und Scmus81A-yenlA ergab, dass ScMUS81 die primare Funktion in der Auflésung
meiotischer Rekombinationsintermediate zukommt, wahrend ScYenl als Backup-Mechanismus zur
Verfligung steht, falls die Aktivitdit von ScMus81 entweder ausfdllt (wie in Scmus814) oder
interchromosomale Briicken nicht aufgelost wurden (Matos et al., 2011). Diese Strukturen kénnen
von ScYenl zu Beginn der Anaphase Il gelost werden, was eine korrekte Chromosomensegregation
auch in der Scmus81A-Mutante ermoglicht. Fallen beide HJ-auflésenden Enzyme aus, bleiben die
Chiasmata zwischen den homologen Chromosomen erhalten und die Erbinformation kann nicht auf
die vier Sporenzellen verteilt werden. Auch in dieser Untersuchung fiihrte der zusatzliche
Funktionsverlust von ScSpoll zur Unterdriickung des Phanotyps, was Rekombinationsintermediate
als Schlisselstruktur bestatigt. Im Gegensatz zu S. cerevisiae ergab die Untersuchung von CeGEN-1-
Mutanten keine meiotischen Phanotypen (Bailly et al., 2010). Auch Doppelmutanten mit Mutanten
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der weiteren strukturspezifischen Nukleasen CeMUS-81, CeXPF-1 und CeSLX-1 zeigten, dass CeGEN-1
keine, zu diesen Faktoren redundante, Rolle in der Meiose spielt (Agostinho et al., 2013).

Wahrend die ScyenlA-Einzelmutante keine Sensitivititen aufweist (siehe oben), ist die
Doppelmutante Scmus81A-yen1A deutlich sensitiver als die Scmus81A-Einzelmutante gegeniber
MMS, HU, 4NQO, Phleomycin, CPT, ionisierender und UV-Strahlung und Cisplatin (Blanco et al., 2010;
Ho et al.,, 2010; Tay und Wu, 2010). Der mildere Phanotyp in der Scrad52A-mus81A-yenlA-
Dreifachmutante deutet an, dass toxische Rekombinationsintermediate der Grund fir die
Sensitivitdten sind (Blanco et al., 2010). Daraus wird gefolgert, dass ScMus81 und ScYenl
Uberlappende und redundante Funktionen in der Reparatur replikationsassozierter Schaden haben,
wobei ScYenl die Funktionen von ScMus81 nur zum Teil ibernehmen kann (ersichtlich an den
sichtbaren Phanotypen der Scmus81A-Einzelmutante, welche ein funktionelles ScYen1-Genprodukt
besitzen).

y-Strahlung verursachte in einer Dosis, die DSBs erzeugen wiirde, keine Sensitivitdt der Scmus814A-
yenlA-Doppelmutante (Blanco et al., 2010). Demnach spielt ScYenl in der Reparatur nicht-
replikationsassoziierter, induzierter DSBs im Gegensatz zu HsGEN1 keine Rolle (siehe oben, Gao et
al., 2012).

Sowohl fir das Yenl der Hefen als auch HsGEN1 existieren Hinweise fiir eine Trennung in
katalytische und nichtkatalytische Funktionen. Das Yenl-Gen der Hefe Klyveromyces lactis, wie
S. cerevisiae aus der Familie der Saccharomycetaceae, codiert ebenfalls flir eine HJ-Resolvase und die
KlyenlA-, KImus81A- und KImus81A-yen1A-Mutanten verhalten sich gegenliber MMS gleich wie ihre
Orthologe in S. cerevisiae (Chen und Astrom, 2012). Die Uberexpression von Kl/Yenl in KImus81A
fihrt zu einer teilweisen Komplementation der MMS-Sensitivitdt, wahrend die Expression dreier
nukleasedefizienter KlYenl-Varianten die MMS-Sensitivitat der KImus81A-Mutante zwar ebenfalls
abmilderte, der Effekt jedoch weniger stark war als bei der Uberexpression von WT-KIYen1. Die
Teilkomplementation der nukleasedefizienten Varianten spricht fir die Fahigkeit von KlYenl
unabhangig von seiner Nukleaseaktivitdt an der Reparatur MMS-induzierter Schaden mitzuwirken,
wobei es als aktive Nuklease dieser Rolle besser gerecht werden kann (Chen und Astrom, 2012).
HsGEN1 wurde ebenfalls 2012 als neues zentrosomenassoziierendes Protein beschrieben, welches
innerhalb der XPG-I Domane ein funktionelles centrosome localization signal (CLS) aufweist. Dieses
ist ebenfalls in Mus musculus, Rattus norvegicus, Gallus gallus, Drosophila melanogaster und S.
cerevisiae konserviert (Gao et al., 2012). GFP-Fusionen von HsSGEN1 und nukleasedefizienten
Varianten lokalisieren an den Zentrosomen, was bedeutet, dass die Nukleaseaktivitat daflir nicht
bendtigt wird. Komplementationen mit HsGEN1 und den nukleasedefizienten Varianten von siRNA-
Knockdowns bestatigen, dass die Resolvaseaktivitat nicht flr die zentrosomenassoziierte Funktion
benotigt wird. HsGEN1-Knockdown-Zellen enthalten haufiger als WT-Zellen mehrere Zellkerne und
die Zahl der Mitosespindeln ist erhoht, begriindet durch mehrfache Zentrosomenduplikationen.
Diese Auswirkungen fihren zu eine G2/M-Zellzyklusarrest und einer deutlich erh6hten Zahl
apoptotischer Zellen. Alle drei beschriebenen Aspekte kénnen durch die Expression des WT-HsGEN1
oder einer nukleasedefizienten Variante aufgehoben werden (Gao et al., 2012).

HsGEN1 und Brustkrebs

Zwei Studien haben Mutationen in HsGEN1 identifiziert, die beide zu Trunkierungen des Proteins
flihren (Wood et al., 2007; Forbes et al., 2008). In Verbindung mit der postulierten prominenten Rolle
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einer HJ-Resolvase in der HR erschien HsGenl damit ein Kandidat fir Krebsdisposition zu sein.
Turnbull et al., 2010 haben daraufhin das Auftreten einer bestimmten Trunkierung, c.2515_2519del-
AAGTT, die zum Verlust von 69 AS am C-Terminus fiihrt, in Brustkrebsfallen untersucht und kamen zu
dem Schluss, dass HsGEN1 keine Rolle fiir die Krebsdisposition spielt. Eine neuere Untersuchung
ergab jedoch ein signifikant erhdhtes Auftreten dieser Mutation in Fallen von bilateralem Brustkrebs
(Kuligina et al., 2013). Somit scheint ein Einfluss von HsGEN1 auf die Krebsdisposition moglich.

1.3.3 Die H]-Resolvasen der Pflanzen

Wahrend seit 2008 fir die Tiere und Pilze, wenn auch nicht so umfangreich wie fiir Prokaryoten und
Phagen, bereits mehrere Resolvasen charakterisiert wurden, beschrankt sich unser Wissen (iber die
Klasse 4 Homologe in Pflanzen auf die Einzelstrang-Endonuklease OsSEND-1 (siehe Kapitel 1.3.2.2.2)
und die kiirzlich charakterisierte Resolvase OsGEN-L (Furukawa et al., 2003; Yang et al., 2012).
Dariiber hinaus wurden weitere Homologe, wie zum Beispiel die Arabidopsis thaliana Homologe
AtGEN1 (At1g01880) und AtSEND1 (At3g48900), nur bioinformatisch identifiziert (Furukawa et al.,
2003; Moritoh et al., 2005).

Vor 2010 waren die Homologe der XPF-Nuklease MUS81 mit ihrem Heterodimerpartner EME1 die
einzigen charakterisierten HJ-aufldsenden Enzyme in Pflanzen (Hartung et al., 2006; Geuting et al.,
2009). Im Genom von A. thaliana ist zwar ein Homolog zu ScSIx1 codiert, jedoch wurde bisher kein
Homolog zum Scaffoldprotein ScSIx4 identifiziert (A. Knoll, unveréffentlichte Daten).

Zu OsGEN-L (OsGEN-like) stammen die ersten Erkenntnisse aus der Untersuchung von RNAi-
knockdowns in vivo (Moritoh et al., 2005). Das untersuchte Gen codiert fiir ein Protein von 629 AS
mit einer Molekillmasse von 71 kDa, welches anhand der hohen Konservierung, insbesondere der
XPG-I Doméane (51 % zum Menschen), der Rad2/XPG-Superfamilie zugeordnet wurde. Der
Knockdown der Expression resultierte in mannlicher Sterilitat, was zuerst fir einen meiotischen
Phanotyp sprechen wiirde. Dieser wiederum wird oft mit einer Beteiligung des entsprechenden
Faktors an der meiotischen HR in Verbindung gebracht. Eine genauere Betrachtung der
Pollenentwicklung zeigte jedoch, dass die Meiose der Knockdown-Pflanzen ungestort verlief und der
Phanotyp erst nach Bildung der Tetraden in der friithen Mikrosporenentwicklung zum Tragen kam.
Passend zu einer Rolle von OsGEN-L in der Entwicklung des Pollens, wurden die Antheren als
Hauptexpressionsort identifiziert.

Eine erste biochemische Charakterisierung ergab ausschlieRlich eine Aktivitdt am 5‘-Flap, jedoch
konnte ektopisch exprimiertes OsGEN-L den Rad27/Fenl-Phdnotyp in S. cerevisiae nicht
komplementieren (Moritoh et al., 2005). 2012 folgte eine erneute, detaillierte Charakterisierung der
in vivo-Eigenschaften von OsGEN-L. Allerdings fokussierte sich diese Untersuchung stark auf die
Aktivitdt an 5'-Flaps und Replikationsgabeln, die einzigen Strukturen, die in dem breiten getesteten
Spektrum umgesetzt wurden (Yang et al., 2012). Dabei zeigte sich eine der Flap-Endonuklease FEN1
entsprechende Bevorzugung von 5'-Flaps mit einem einzelnen ungepaarten 3‘-Nukleotid am JP.
Fehlte dieses Nukleotid oder wies das Substrat eine Liicke von mehr als einem Nukleotid auf, war die
Aktivitat stark vermindert bzw. vollstandig gehemmt. Fiir Replikationsgabelsubstrate zeigte sich das
Gegenteil: innerhalb des getesteten Spektrums war die Aktivitdit beim groflten Gap im
Vorwartsstrang am hochsten und fihrte zu Schnitten im gegeniiberliegenden Riickwartsstrang nahe
des JP.

Unter, von den fir die 5'-Flap-Aktivitdt verwendeten, abweichenden Reaktionsbedingungen 16st
OsGEN-L auch HJs auf (Yang et al., 2012). Dies geschieht an einer statischen Modell-HJ durch Schnitte
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ein Nukleotid 3‘ des JP, wie flir HSGEN1, ScYen1 und EcRuvC beschrieben. Allerdings ist die Verteilung
auf die 4 Strange der HJ nicht gleichmaRig: drei Strange werden bevorzugt geschnitten, wahrend der
vierte nur sehr schwach 1 bzw. 2 nt 3‘ des JP geschnitten wird. Native Gele zeigen die Entstehung von
sowohl genicktem Duplex (Resolvaseprodukt) als auch replikationsgabeldhnlichen Produkten und
kurzem Duplex, welcher einem einzelnen abgetrennten Arm der HJ entspricht. Eine mobile HJ wird
jedoch durch Resolvase-Aktivitat mit symmetrischen Schnitten zum Teil in religierbare genickte
Duplices aufgeldst. Somit wurde mit OsGEN-L die erste pflanzliche HJ-Resolvase beschrieben.
Allerdings ist die Charakterisierung der Resolvase-Aktivitdat von OsGEN-L im Vergleich zur 5‘-Flap-
Aktivitat oberflachlich und lasst noch Fragen offen.

Das putative A. thaliana Ortholog zu HsGEN1 und OsGEN-L, AtGEN1 und das nahe verwandte
AtSEND1 (At3g48900) sind Gegenstand der vorliegenden Dissertation. Zur gleichen Zeit beschaftigte
sich eine zweite Arbeit mit moglichen in vivo Eigenschaften von AtGEN1 und AtSENDI1.
Sensitivitdtsassays mit den Einzelmutanten AtgenlA und AtsendlA sowie der Doppelmutante
AtgenlA-send1A zeigten keinerlei Sensitivitaten gegen Bleomycin, Cisplatin, CPT, HU, MMS und MMC
(Klimesch, 2012). Dies entspricht Osgen-I, welches ebenfalls keine Sensitivitat gegen MMS aufweist
(Yang et al., 2012). Damit bleibt die Frage nach der in vivo-Funktion der pflanzlichen HJ-Resolvasen-
Homologe weiterhin offen.

1.4 Ziele der Arbeit

Die Auflésung von Holliday Junctions (HJs) als intermediare Strukturen im Rahmen der Homologen
Rekombination bei der DNA-Reparatur und meiotischen Rekombination ist fiir das Uberleben der
Zelle unerldsslich. Eine Moglichkeit ist die Auflésung (iber Resolution, d.h. liber symmetrisch
orientierte Schnitte in gegenilberliegenden Strangen der Holliday Junction zu religierbaren
Produkten.

Um die Erkenntnisse (iber die eukaryotischen Resolvasen im Allgemeinen und der pflanzlichen
Resolvasen im Speziellen zu erweitern, war es das Ziel der vorliegenden Arbeit, die in vitro-
Eigenschaften der homologen Proteine AtGEN1 und AtSEND1 zu bestimmen. Zunachst sollte
bioinformatisch ihr moéglicher Ursprung aus einem Genduplikationsereignis in Verlauf der Evolution
der hoheren Pflanzen untersucht werden. Zur vergleichenden biochemischen Charakterisierung
sollten anschlieRend rekombinante Proteine von AtGEN1 und AtSEND1 heterolog in E. coli exprimiert
und Uber Affinitatschromatographien aufgereinigt werden. Dabei sollte primar die Frage geklart
werden, ob es sich sowohl bei AtGEN1 als auch AtSEND1 um funktionelle HJ-Resolvasen nach dem
EcRuvC-Paradigma handelt und ob sich diese in ihren Eigenschaften unterscheiden. Hierzu sollten
anhand der Literatur und den in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnissen geeignete Substrate
definiert und untersucht werden. Im weiteren Verlauf der Arbeit konnten anhand der beobachteten
Charakteristika von AtGEN1 und AtSEND1 weitere neue, interessante Fragestellungen formuliert
werden. Zum einen sollte eine Nebenaktivitdt der beiden Proteine zur HJ-Resolution genauer
charakterisiert werden. Zum anderen sollte der Einfluss eines kiinstlichen Nicks in einem Strang einer
HJ auf die HJ-Resolvaseaktivitat von AtGEN1 und AtSEND1 untersucht werden, um weiterfiihrende
Erkenntnisse iber den Schnittmechanismus der eukaryotischen HJ-Resolvasen zu gewinnen.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 E. coli-Stimme und Plasmide

2.1.1.1 Klonierungsstaimme

DH5a, Genotyp: F~ @80dlacZAM15 A(lacZYA-argF)U169 deoR recAl endA1 hsdR17(rk~ mk’) phoA
SUpPE44 A” thi-1 gyrA96 relAl

NEB5a, New England Biolabs, Genotyp: fhuA2A(argF-lacZ)U169 phoA ginV44 ®80 A(lacZ)M15 gyrA96
recAl relAl endAl thi-1 hsdR17

2.1.1.2 Expressionsstaimme

BL21-CodonPlus®(DE3)-RIPL, Stratagene, Genotyp: B F dcm” TetrompT

hsdS(rB~ mB~) gal A(DE3) endA Hte [argU prol Cam«] [argU ileY leuW Strep/Spec,]

ER2566, New England Biolabs, Genotyp: F* A” fhuA2 [lon] ompT lacZ::T7 genel gal sulA11l A(mcrC-
mrr)114::1S10 R(mcr-73::miniTn10-Tet’)2 R(zgb-210::Tn10 )(Tet’) endA1 [dcm]

Beide verwendete Expressionsstaimme tragen eine chromosomale Kopie des T7-RNA-
Polymerasegens unter der Kontrolle des lac-Promotors. Die (ber das pET-Vektorsystem
eingebrachten Zielgene stehen unter Kontrolle eines kombinierten T7/lacO-Promotors. Wie der
chromosomale lac-Promotor wird auch dieser liber das Lacl-Genprodukt inhibiert, was eine
ungewollte Expression minimiert und gleichzeitig eine gezielte Induktion der T7-RNA-Polymerase und
somit auch des jeweiligen Zielgens mittels IPTG ermoglicht. Um die Kontrolle der Expression
stringenter zu machen, tragen die in dieser Arbeit verwendeten Plasmide ein zusatzliches lacl-Gen.
Des Weiteren tragt der Stamm BL21-CodonPlus®(DE3)-RIPL zwei zusatzliche Plasmide, welche Gene
fiir die seltenen tRNAs argU und prol bzw. argU, ileY, und leuW tragen. Die lGber das erstgenannte
Plasmid eingebrachte Chloramphenicolresistenz macht diesen Expressionstamm jedoch fir die
Cotransformation mit den in dieser Arbeit verwendeten Chaperonexpressionsplasmiden ungeeignet.
Da diese ebenfalls eine Chloramphenicolresistenz tragen, ware eine Selektion auf erfolgreiche
Cotransformation in BL21-CodonPlus®(DE3)-RIPL nicht moglich.
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2.1.1.3 Plasmide:

pETDuet-1-Strepll, Diplomarbeit Jasmin Jansen 2008

Wie der zugrunde liegende Vektor pETDuet-1 von Novagen besitzt der Vektor pETDuet-1-Strep-II
zwei multiple Klonierungsstellen (MCS), wobei 5‘ der ersten die codierende Sequenz fiir den His-Tag
liegt und 3 der zweiten die codierende Sequenz fiir den Strep-Tag Il.

PGEM-T easy — Promega Corporation, Madison, USA

PAT153 — MoBiTec GmbH, Géttingen

pETDuet-1-Strepll-PS, in dieser Arbeit kloniert

pETDuet-1-Strepll-PS-C, in dieser Arbeit kloniert

pPETDuet-1-Strepll-PS-AtGEN1, in dieser Arbeit kloniert
pETDuet-1-Strepll-PS-AtGEN1 D163A, in dieser Arbeit kloniert
pETDuet-1-Strepll-PS-AtSEND1, in dieser Arbeit kloniert
pPETDuet-1-Strepll-PS-AtSEND1 D165A, in dieser Arbeit kloniert
pETDuet-1-HisStrepll-PS-C, in dieser Arbeit kloniert (Vektorkarte in Abbildung 9.2)
pPETDuet-1-HisStrepll-PS-C-AtGEN1, in dieser Arbeit kloniert
pPETDuet-1-HisStrepll-PS-C-AtGEN1 D75A, in dieser Arbeit kloniert
pETDuet-1-HisStrepll-PS-C-AtGEN1 E140A/E142A, in dieser Arbeit kloniert
pPETDuet-1-HisStrepll-PS-C-AtGEN1 D163A, in dieser Arbeit kloniert
pETDuet-1-HisStrepll-PS-C-AtSEND], in dieser Arbeit kloniert
pPETDuet-1-HisStrepll-PS-C-AtSEND1 D76A, in dieser Arbeit kloniert
pETDuet-1-HisStrepll-PS-C-AtSEND1 E142A/E144A, in dieser Arbeit kloniert
pETDuet-1-HisStrepll-PS-C-AtSEND1 D165A, in dieser Arbeit kloniert
Chaperonexpressionsplasmide — Takara Bio Inc., Otsu, Shiga, Japan

Die verwendeten Chaperonexpressionsplasmide sind in Tabelle 2.1 aufgefihrt.

Tabelle 2.1: Ubersicht iiber die verwendeten Chaperonexpressionsplasmide

m m Induktor (verwendete Konzentration)
1 pG-KJE8 dnak, dnaJ, grpE araB L-Arabinose (0,5 mg/ml)

- grokES, groEL Pzt-1 Tetracylin (5 ng/ml)

pGro7 groEsS, groEL araB L-Arabinose (0,5 mg/ml)

pKIE7 dnak, dnaJ, grpE araB L-Arabinose (0,5 mg/ml)

_ pG-Tf2 groEsS, grokEL, tig Pzt-1 Tetracylin (5 ng/ml)

pTf16 tig araB L-Arabinose (0,5 mg/ml)

2.1.2 Oligonukleotide

2.1.2.1 Primer fiir cDNA-Bestimmung und Sequenzierungen

Alle fir die Bestimmung der ORF-Grenzen und UTR-Bereiche sowie die im Rahmen dieser Arbeit
durchgefiihrten Sequenzierungen verwendeten Primer sind in Tabelle 2.2 aufgefiihrt. Alle Primer
wurden vom Hersteller entsalzt bestellt.
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Tabelle 2.2: Primer zur cDNA-Bestimmung und Sequenzierungen von AtGEN1 und AtSEND1

* Das Adenin des Start-ATG wurde als Base Nr. 1, die Base der cDNA direkt 5‘ davon als Nr. -1, definiert. Primer die
mit einem -, gekennzeichnet sind, binden in der genomischen Sequenz upstream des ORFs. Ein + kennzeichnet
Primer die in der genomischen DNA downstream des Stoppcodons binden.

Towoson T
AGATATCATCCGGGCTAAT 19 54°C -228
CTTTTAATTCGCCTTTTGCT 20 54°C 85
m ATGGGTGTGGGAGGCAAT 18 54°C 1-18
GGTGGATCAAAGTCTGCG 18 54°C 998-1015
m GCGGAAACACTTGATTGC 18 54°C 597-614
TGCTGTCGACCATTTATCT 19 54°C 1202-1220
CAAGTACTTGGTCTTCAGA 19 54°C 703-721
m CTATCCAAACAAGAGACGA 19 54°C 1782-1800
m GCAAAAGGTCTCCAGTTIC 18 54°C +136
ATGGTAGGTCTGTTGCCG 18 56°C 189
TTCAAATATCTTGTCAAATCAT 22 54°C -78
CGATCTCGAAGGTGAAGC 18 56°C -19
GGGAGTGAAGTATCTTTGG 19 56°C 3-21
CGCAGATGCCAGAGAAG 17  54°C 1124-1140
TTGGCAGTGACTACTCT 17  54°C 635-651
GCATCATAAAAGAGGCGAA 19 54°C 359-377
ACATAAGGATTCCGAGTTTA 20 54°C 449-468
ATGAAATCCATAAATTAAGATAAA 24 56°C +57
AACTTGCTTCTTAGACTTTC 20 54°C 767-786
GATGCGTCCGGCGTAGA 18 60°C Vektor
GTAAAACGACGGCCAGTG 19 56°C Vektor
CACAGGAAACAGCTATGAC 20 54°C Vektor
TAATACGACTCACTATAGG 19 52°C Vektor

2.1.2.2 Primer fiir Klonierungen (inkl. Mutationsprimer)

In Tabelle 2.3 sind alle Primer zusammengefasst, die bei den Klonierungsarbeiten fiir das Einfligen
von Sequenzen in Vektoren, das Anfligen von Restriktionsschnittstellen an die ORFs oder das
Einfligen von Basenaustauschen verwendet wurden.

Tabelle 2.3: Klonierungsprimer

* Das Adenin des Start-ATG wurde als Base Nr. 1, die Base der cDNA direkt 5 davon als Nr. -1, definiert. ** T.,1 ist die
Schmelztemperatur der zum Ziel-ORF komplementdren Bereiche = Annealingtemperatur fir erste Stufe der
Klonierungs-PCR. T,,2 ist die Annealingtemperatur fiir die zweite Stufe der Klonierungs-PCR. Unterstrichene
Sequenzen markieren die Restriktionsschnittstellen, welche im Oligonukleotidnamen genannt sind. Pink markiert ein
Adenin, welches zur Erhaltung des Leserasters eingefiigt wurde. Uberhinge fiir die Verbesserung der Schnitteffizienz
der Restriktionsenzyme sind in Orange eingefarbt. Rote Basen fiihren zu den gewilinschten AS-Austauschen. P-

symbolisiert ein 5-Phosphat.
T, bzw. | Position
‘ ’ m
Sequenz (5*> 3) “ T,,1/T,2 | im ORF*
27

F CATGCATCCAATGGGTGTGGGAGGCAA 50/68 °C
R CAGTACGGTACCTCCAAACAAGAGACGAC 29 50/68°C
F CAGTACCCATGGGTGTGGGAGGCAAT 26 56/68 °C

Primername
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GEN1 D75A fw F TGTGGTTGCGGGAACACCAT 20 62°C  216-235
GEN1 D75A rv R ATGGTGTTCCCGCAACCACA 20 62 °C 216-235
GEN1 E140A/E142A fw F CTAATGGTGCGGCTGCAGCT 20 64 °C 410-429
GEN1 E140A/E142A rv R AGCTGCAGCCGCACCATTAG 20 64°C  410-429
EETEYY F  CICCTGATAGTGCGGCTTTC 20  62°C  476-495
SEND-BamHI F CATGGATCCAATGGGAGTGAAGTATCTT 28 50/68 °C
m R CAGTACGGTACCTAGGATAATGTCTTTCC 31 52/68°C
TG
M F CAGTACCCATGGGAGTGAAGTATCTT 26 50/68°C
SEND1 D76A fw F CTCAGCGGGTGCAATTCCTG 20 64°C  222-241
SEND1 D76A rv R GAATTGCACCCGCTGAGACTA 21 64 °C 218-238
SEND1 E142A/E144A fw F GCGGCTGCGGCGCAATGC 18 64°C  423-441
SEND1 E142A/E144A rv R GCGCCGCAGCCGCCTCAA 18 64 °C 419-436
SEND1 D165A fw F GCTTTGATTCGGCGATCTTCC 21 64°C  482-502
SEND1 D165A rv R GGAAGATCGCCGAATCAAAGC 21 64 °C 482-502
PCS-1s F P-gatctGCTAGCGCTGGAAGTGCTGTTT 36
CAGGGCCCG
PCS-1as neu R P-gatcCGGGCCCTGAAACAGCACTTCCA 36
Gcgcagca
PCS-2s F P-cCTGGAAGTGCTGTTTCAGGGCCCGac 36
cggtagtac
PCS-2as neu R P-taccggtCGGGCCCTGAAACAGCACTT 36
CCAGggtac
F Pp- 30
CCGGTCATCACCATCATCACCACCTCGAG
T
R P- 30
CCGGACTCGAGGTGGTGATGATGGTGATG
A

2.1.2.3 Substratoligonukleotide und Marker

markierte Oligonukleotide definierter Langen benutzt. Dabei entsprach die Sequenz der 5'-Sequenz
des jeweiligen *’P-markierten Substratoligonukleotids. Die Markeroligonukleotide wurden entsalzt
von Life Technologies bezogen.

Tabelle 2.4: Ubersicht der verwendeten Substratoligonukleotide
Die unterkringelten Nukleotide (GT) im Oligonukleotid XM3a stellen eine Abweichung von der Sequenz (TG) des
Oligonukleotids XM3 aus Gari et al., 2008 dar, da die veroffentlichte Sequenz nicht komplementér zum 5‘-Ende des
Oligonukleotids X01 ist. Unterstrichene Bereiche stellen den homologen Core der X26-basierenden Substrate dar. P =
PAGE-aufgereinigt, H = HPLC-aufgereinigt, K = Kartusche/entsalzt

| Name | Sequenz(5° > 3) _nt | Aufr.|

pmHIJ (partiell mobile Holliday Junction), nach Gari et al., 2008

GACGCTGCCGAATTCTACCAGTGCCTTGCTAGGACATCTTTGCCCACCTGC 61 P
AGGTTCACCC
TGGGTGAACCTGCAGGTGGGCAAAGATGTCCATCTGTTGTAATCGTCAAGC 62 P
TTTATGCCGTT
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GGGTGAACCTGCAGGTGGGCAAAAATGTCCTAGCAAGGCACTGGTAGAATT 61 P
CGGCAGCGTC

X26-basierende Junctions (Junctions mit 26 nt homologem core: X261, X26-Sl, nX-30, nX-32, RF1, RF2, RF3)
nach 1Ip etal., 2008

R i cessmmsmemamansmean 2 7

GGGTGAACCTGCAGGTGGGCAAAGATGTCCTAGCAATCCATTGTCTATGAC
GTCAAGCTC

GCCGATATTGACAAGACGGCAAAGATGTCCTAGCAATCCATTGGTGATCAC
TGGTAGCGC

S = 5

X26-3S" ACGTCATAGACAATGGATTGCTAGGACATCTTTGCCGTCTTGTCAATATCG

X26-3b30-P P-GGACATCTTITGCCGTCTTGTCAATATCGGC

X26-3b28-P P-ACATCTTTGCCGTCTTGTCAATATCGGC

_--

X26-4b32-P P-CCTAGCAATCCATTGGTGATCACTGGTAGCGC

genickte Duplices (basierend auf X26)

GGGTGAACCTGCAGGTGGGCAAAGATGTC

ol it P-CTAGCAATCCATTGGTGATCACTGGTAGCGC

X26_ 1-33 GCGCTACCAGTGATCACCAATGGATTGCTAGGA

_--
GCGCTACCAGTGATCACCAATGGATTGCTAG
_--

N N N

GGGTGAACCTGCAGGTGGGCAAAGATGTCCATCTIGTTIGTAATCGTCAAGCT
TTATGCCGT

>

XO0-Ip- 4" CGATAGTCGGATCCTCTAGACAGCTCCATGTAGCAAGGCACTGGTAGAATT

CGGCAGCGT

Zusatzliche Oligonukleotide fiir X0-Flap-Substrate

X0-1p-1a30 ACGCTGCCGAATTCTACCAGTGCCTTGCTA

_--

X0-1p-3a30 ACGGCATAAAGCTTGACGATTACAACAGAT

_--

XO0- |p-3b30 CATGGAGCTGTCTAGAGGATCCGACTATCG

Die X26-HJ stammt urspriinglich aus Constantinou et al., 2001, wird hier aber in einer leicht
abgewandelten Variante aus Ip et al., 2008, verwendet.

Die in dieser Arbeit verwendete statische HJ (X0-HJ) entspricht der von Ip et al., 2008 verwendeten
Modell-HJ. Die von Blanck et al., 2009 und Geuting et al., 2009 verwendeten, ebenfalls X0 benannten
statischen HJs unterscheiden sich sowohl in der Sequenz als auch der Lange der Oligonukleotide und
damit auch der Armlange.
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2.1.3 Ausgewdhlte Chemikalien

Bei im Folgenden nicht aufgefiihrten Chemikalien handelt es sich um Standardchemikalien, welche
von den Firmen Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe), AppliChem GmbH (Darmstadt), Fluka AG
(Buchs), Serva Electrophoresis GmbH (Heidelberg), Duchefa Biochemie B. V. (Haarlem, Niederlande)
sowie VWR International GmbH (Darmstadt) bezogen wurden.

+ [y-*P] ATP, 6000 Ci/mmol, 10 mCi/ml — Hartmann Analytic GmbH, Braunschweig

+ ATP — Alpha Aesar, Karlsruhe

+ Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent Concentrate — Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
+ BSA (Rinderserumalbumin) — New England Biolabs GmbH, Frankfurt am Main

+ BSA-Kalibrierstandard: Protein Assay Standard Il — Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
+ Desthiobiotin — IBA GmbH, Géttingen

+ DTT (Dithiothreitol) — AppliChem GmbH, Darmstadt

+ GelStar™ Nucleic Acid Gel Stain — Lonza Group Ltd, Basel, Schweiz

+ Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid (IPTG) — Duchefa Biochemie B. V., Haarlem, Niederlande
+ Lumasafe Plus Liquid Scintillation Cocktail — PerkinElmer, Waltham, USA

+ Magnesiumchlorid, 1M Stocklésung — AppliChem GmbH (Darmstadt)

+ Mischbettionenaustauscher TMD-8 — Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen

+ NBT (= Nitroblau Tetrazolium) — Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

+ Pellet Paint® Co-Precipitant — Merck KGaA, Darmstadt

+ PlusOne Bind-Silane — GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg

+ PlusOne Repel-Silane ES (= Dichlormethylsilan) — GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg
+ Thioglycerin — Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen

+ Tris-Base — Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

+ Triton-X-100 — AppliChem GmbH, Darmstadt

+ Tween20 — Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

2.1.4 Marker, Enzyme, Kits

Restriktionsenzyme:

+ Aatll, Agell-HF, BamHI-HF, Xhol — New England Biolabs GmbH, Frankfurt am Main
+ EcoRl, Hindlll, Kpnl, Ncol, Nhel — Fermentas GmbH, St. Leon-Roth

Polymerasen:

+ Tag DNA Polymerase [5 U/ul] - Biomaster GmbH, Windeck
+ DreamTaq" DNA Polymerase [5 U/pl] — Fermentas GmbH, St. Leon-Roth
+ Phusion-DNA-Polymerase [2 U/ul — New England Biolabs GmbH, Frankfurt am Main

weitere Enzyme:

4

Antarctic Phosphatase [5 U/ul] — New England Biolabs, Frankfurt am Main
Lysozym [~20000 U/mg] — Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Mung Bean Nuklease — New England Biolabs, Frankfurt am Main

+ RNase-Free DNase Set [1500 Kunitz U/mg] — Qiagen GmbH, Hilden

4

4
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+ RevertAidTM Reverse Transcriptase [200 U/pl] — Fermentas GmbH, St. Leon-Roth
+ T4 DNA Ligase [10 Weiss-Units/ul] — Fermentas GmbH, St. Leon-Roth

+ T4 Polynukleotid Kinase [10 U/ul] — New England Biolabs GmbH, Frankfurt am Main
+ Proteinase K [>30 U/mg] — Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Marker:

+ PageRuler Unstained Protein Ladder — Fermentas GmbH, St. Leon-Roth
+ GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder — Fermentas GmbH, St. Leon-Roth

KITs:

+ High Pure PCR Product Purifcation Kit — Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

+ innuPREP PCRpure Kit — Analytik Jena AG, Jena

+ iNNUPREP Gel Extraction Kit — Analytik Jena AG, Jena

+ RNeasy Plant Mini Kit — Qiagen GmbH, Hilden

# RevertAidTM First Strand cDNA Synthesis Kit — Fermentas GmbH, St. Leon-Roth

Antikorper

+ His-Tag® Monoclonal Antibody (aus Maus) (Novagen): 1:1333 in AK-Losung
+ Goat Anti-Mouse Alkaline Phosphatase Conjugate (Novagen): 1:10000 in AK-Lésung
+ Strep-Tactin® AP Conjugate (IBA GmbH, Gottingen): 1:4000 in AK-Losung

2.1.5 Medien, Puffer und L6sungen

Proteinexpression

+ L-Arabinose-Stammlésung 250 mg/ml in ddH,0, Lagerung bei -20 °C

+ Carbenicillin-Stammlosung 50 mg/ml in ddH,0, Lagerung bei -20 °C

+ Chloramphenicol-Stamml6sung 50 mg/ml in Ethanol, Lagerung bei -20 °C

+ Tetracyclin-Stammlésung 50 pg/ml in ddH,0, Lagerung bei -20 °C

+ LB-Medium (flussig): 10 g/l Trypton, 5 g/l Hefeextrakt, 5 g/I NaCl

+ LB-Medium (fest): 10 g/l Trypton, 5 g/l Hefeextrakt, 5 g/l NaCl, 17,5 g/| Agar

Proteinaufreinigungen

Alle Losungen wurden mit ddH,0 angesetzt und durch einen 0,45 uM Cellulose-Acetat Filter filtriert
und entgast. Losungen, welche Thioglycerin, DTT oder Tween20 beinhalteten, wurden erst direkt vor
Gebrauch mit den entsprechenden Substanzen versetzt.

+ P500GF S: 100 mM Tris-HCI, 500 mM NaCl, 1 mM DTT, 0,1 % Tween20, pH 8,0

+ P500GF SE: P500GF S + 3 mM Desthiobiotin

+ PS500GF SR: P500GF S + 1 mM 2-(4-Hydroxyphenylazo)Benzoesaure (HABA)

+ P500Ni20: 100 mM Tris-HCI, 500 mM NaCl, 20 mM Imidazol, 5% Glycerin, pH 8,0
+ P500Ni400: 100 mM Tris-HCI, 500 mM NaCl, 400 mM Imidazol, 5% Glycerin, pH 8,0

+ Stripping Puffer: 20 mM NaH,P0O,, 50 mM EDTA, pH 7,2
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+ P500GF S +G: = Lagerungsbedingung fir alle aufgereinigten Proteine

50 mM Tris-HCI, 250 mM NaCl, 0,5 mM DTT, 0,05 % Tween20, 50 % Glycerin,
pH 8,0

Polyacrylamidgele zu Auftrennung von Proteinen und Nukleinsduren

b

L

b

40% Acrylamid/Bisacrylamid-Losung (19,0:1) — fiir Nukleinsdure-Elektrophorese

30% Acrylamid/Bisacrylamid-Losung (37,5:1) — fiir Protein-Elektrophorese

36% Acrylamid/Bisacrylamid-Losung (22,8:1) — fur Nukleinsdure-Sequenziergele
Mischung aus 1 Teil 30% Acrylamid/Bisacrylamid-Lésung (37,5:1) und 1,4 Teilen 40%
Acrylamid/Bisacrylamid-Losung (19,0:1)

Die Losungen wurden vor Gebrauch entgast, anschlieBend mit Mischbett-lonenaustauscher TMD-8
(Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen) versetzt und bei 4 °C gelagert.

4

APS (= Ammoniumpersulfat)-Losung 10 % (w/v)
in ddH,0, Lagerung lichtgeschiitzt bei -20 °C
SDS (= Sodiumdodecylsulfat)-Losung 10 %-ig (w/v)
SDS-PAGE Trenngelpuffer (4 x)
1,5 M Tris-HCl, pH 8,8, Lagerung bei 4 °C
SDS-PAGE Sammelgelpuffer (4 x)
0,5 M Tris-HCl, pH 6,8, Lagerung bei 4 °C
SDS-PAGE-Laufpuffer (10 x)
250 mM Tris-HCl, 1,92 M Glycin, 1 % (w/v) SDS, pH 8,3
SDS-PAGE Probenpuffer, denaturierend (2 x)
125 mM Tris, 2 % SDS, 10 % Glycerin, 0,01 % Bromphenolblau, 10 % Thioglycerin, pH 6,8
TBE-Puffer (10 x)
890 mM Tris-Base, 890 mM Borsaure, 20 mM EDTA (pH nicht einstellen)
TBMgCl, (10x)
890 mM Tris-Base, 890 mM Borsaure, 100 mM MgCl, (pH nicht einstellen)
Kolloidal-Coomassie-Farbelosung
98 % (v/v) Coomassie-Lésung A und 2 % (v/v) Coomassie-Losung B wurden auf dem
Magnetriihrer gemischt; direkt vor Gebrauch wurden 80 ml Farbel6sung mit 20 ml vergalltem
Ethanol versetzt.
+ Coomassie-Lésung A
2 % (w/v) ortho-Phosphorsaure (85 %) und 10 % (w/v) Ammoniumsulfat in ddH,0
+ Coomassie-Losung B
5 % (w/v) SERVA Blue CBB-G250 in ddH,0

Western Blot

+ Western Blot Anodenpuffer | flir PVDF-Membran

0,3 M Tris-HCl, 10 % Ethanol vergallt, pH 9,4

+ Western Blot Anodenpuffer Il fir PVDF-Membran

0,025 M Tris-HCI, 10 % Ethanol vergillt, pH 9,4

+ Western Blot Kathodenpuffer fiir PVDF-Membran

0,025 M Tris-HCI, 0,04 M Aminocaproat, 10 % Spiritus, pH 9,4
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+ TBS (Tris buffered saline)-Puffer (1x), aus 10x Stock
10 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, pH 8,0
+ TBS-T-Puffer (1x)
TBS-Puffer + 0,1 % Tween20, pH 8,0
+ AP Puffer (alkalische Phosphatase Puffer) fir NBT/ BCIP (1x)
100 mM Tris-HCI, 100 mM NaCl, 1 mM MgCl,, pH 9,5
+ AK-Losung (1x)
TBS-Puffer + 0,25 % Tween20, 1 % BSA, 0,02 % Natriumazid
+ Farbelosung Western Blot
10 ml AP-Puffer, 30 pl BCIP-L6sung (50 mg/ml in 100 % DMF) und 40 pl NBT-Losung
(75 mg/ml in 70 % DMF)

Nuklease-Assay

Um die Reaktionsbedingungen der Endonuklease-Assays einzustellen, wurden folgende
Puffer/Losungen verwendet:
+ Reaktionspuffer pmHJ (als 5x Stock verwendet)
125mM Tris-HCl pH 7,0
+ Reaktionsbedingungen fiir Endonuklease-Assays an der pmH)J
25 mM Tris-HCI pH 7,0, 100 mM NaCl, 2 mM MgCl,, 1,2 mM DTT, 0,1 mg/ml BSA, 0,02 %
Tween20, 20 % Glycerin
+ Reaktionspuffer GEN1 (als 5x Stock verwendet)
125 mM HEPES-NaOH, pH 8,0
+ Reaktionspuffer SEND1 (als 5x Stock verwendet)
125 mM HEPES-NaOH, pH 7,0
+ 1M NaCl Stock, steril filtriert
+ Standardreaktionsbedingungen fiir Endonuklease-Assays
25 mM HEPES-KOH, 5 mM Tris-HCI, 2 mM MgCl,, 1,05 mM DTT, 0,1 mg/ml BSA, 0,005 %
Tween20, 5 % Glycerin, pH 8,0
+ zusatzlich 50 mM NacCl fur AtGEN1 und AS-Austauschvarianten
+ zusatzlich 100 mM NaCl fiir AtSEND1 und AS-Austauschvrianten

Weitere Losungen, die fiir die Nuklease-Assays verwendet wurden:
+ Proteinase K Stock
20 mg/ml Proteinase K in Proteinase K Lagerlésung
+ Proteinase K Lagerlosung
89 mM Tris-HCl, 1 mM CacCl,, pH 8,0
+ Native Stopplosung (3x Stock)
50 mM EDTA, 0,6 % SDS, 20 % Glycerin, 0,1 % Xylenxyanol FF, 0,1 % Bromphenolblau
Die native Stopplosung wurde fiir jeden Assay nach Bedarf mit Proteinase K Stock
(20 mg/ml) auf eine Endkozentration von 0,95 mg/ml ergénzt.
+ Denaturierende Stopplosung (2x Stock)
89 mM Tris-HCl, 7 M Harnstoff, 12 % Ficoll, 0,8 % SDS, 0,02 % Xylenxyanol FF, 0,01 %
Bromphenolblau, 1 mg/ml Proteinase K, pH 8,0
Bei der Herstellung der denaturierenden Stoppldsung wurden alle Komponenten fir
50 ml Endvolumen eingesetzt, jedoch lediglich bis 47,5 ml mit ddH,0 aufgefiillt. Die
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restlichen 5 % (v/v) wurden fir jeden Assay nach Bedarf mit frisch aufgetautem
Proteinase K Stock (20 mg/ml) vervollstandigt.

2.1.6 Verbrauchsmaterial

Affinitatsmaterial:

+ HisTrap FF crude Saulen (1 ml) — GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg
+ Strep-Tactin®-Superflow® Sdulenmaterial — IBA GmbH, Géttingen

Gelfiltrationsmaterial:

+ lllustra NAP™-5 S3ulen — GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg
+ MicroSpin™ G-25 Columns — GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg
+ PD10 Saulen, Sephadex G25-M — GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg

Weitere:

+ Cellulose-Acetat Filter (0,45 um Porengrof3e) — Sartorius AG, Géttingen

+ Micro Bio-Spin® Chromatography Column — BioRad Laboratories, Miinchen

+ D-Tube™ Dialyzer Midi, MWCO 3,5 kDa — Merck KGaA, Darmstadt

+ Einmal-Spritzenfilter GF/PET-Membran (0,45 uM PorengréRe) — Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
+ Multiply® Pro 0,2 ml PCR EinzelgefaRe — SARSTEDT AG & Co., Niimbrecht

+ PolyPrep® Chromatography Columns (0,8 x 4 cm) — BioRad Laboratories, Miinchen

+ Roti®-PVDF Membran — Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

+ Zellophanmembran, 35 x 45 cm — biostep GmbH, Jahnsdorf

+ Zellophanfolie 24 x 24 cm bzw. 14 x 14 cm — Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

2.1.7 Ausgewadhlte Gerite und Software

Gerate:

+ Avanti J-30l — Beckman Coulter GmbH, Krefeld

+ BAS-Kassetten 2040 — FUJIFILM Japan, Tokyo, Japan

+ Chromatographiekiihlschrank Forma FRCR5004V — Thermo Fisher Scientific, Asheville, USA
+ CR 35 Bio - raytest Isotopenmessgeraete GmbH, Straubenhardt

+ Dark Reader DR46B Transilluminator — Clare Chemical Research, Inc., Dolores, USA

+ Geltrockner, Phero-Temp 60 — Biotec-Fischer, Reiskirchen

+ Imaging Plates, 20 x 40 cm und 43 x 40 cm — FUJIFILM Japan, Tokyo, Japan

# Liquid Scintillation Analyzer Tri-Carb 2100 TR — Packard Instrument Company, Meriden, USA
+ Mikrotek ScanMaker i900 — Microtek, Hsinchu, Taiwan

+ Model EP-1 EconoPump — BioRad Laboratories, Miinchen

+ Niederdruck-Flissigchromatographie-System BiolLogic LP — BioRad Laboratories, Miinchen
+ PerfectBlue Doppelgelsystem Twin EXW S — Peqglab Biotechnologie GmbH, Erlangen

+ Roller Mixer SRT1 Stuart Scientific — Bibby Sterilin Ltd, Staffordshire

+ Sequenziergelglasplatten, GIBCO BRL S2, 39,4 cm x 33,3 cm, 41,9 cm x 33,3 cm — Biometra GmbH,
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Gottingen
+ Sequenziergelkammer GIBCO BRL S2 — Biometra GmbH, Géttingen
+ Sequenziergelkamm mit 32 Taschen 0,4 mm — Biometra GmbH, Géttingen
+ Sonopuls Ultraschall-Homogenisator HD 2070 — BANDELIN electronic GmbH & Co. KG, Berlin
+ Spacer-Set 0,4 mm — Biometra GmbH, G&ttingen
+ Taumelschittler Rocky — R&S Laborfachhandel, Miinchen
+ TE77XP Semidry Blotter — Hoefer Inc., Holliston, USA
+ Thermo Cooler — Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf
+ Thermomixer compact — Eppendorf AG, Hamburg
+ Thermo Shaker TS-100 — Lab4you GmbH, Berlin
+ ThermoStat Plus — Eppendorf AG, Hamburg
+ T personal PCR— Biometra GmbH, Géttingen
+ UV/VISible Spectrometer Ultrospec 1000 — Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden
+ Whatman Multigel-Long — Biometra GmbH, Gottingen
+ Vortex-Zentrifuge — Neolab, Heidelberg

Software:

+ AIDA Image Analyzer 4.50 — raytest Isotopenmessgeraete GmbH, Straubenhardt

+ Imagel, Version1.44p — Wayne Reasband, National Institute of Health USA,
Freeware: http://imagej.nih.gov/ij

+ LP Data View™ Version 1.01, Bio Logic — BioRad Laboratories, Miinchen

+ pipett, Version 1.0.2009.03.10 — Amerigomedia, Thomas Gottfried

2.2 Methoden

2.2.1 Bestimmung der Genstrukturen und Klonierung

2.2.1.1 Bioinformatische Analysen

Informationen und genomische Sequenzen zu A. thaliana-Genen stammen von The Arabidopsis
Information Resource (TAIR - www.arabidopsis.org), Sequenzinformationen zu den Homologen in

anderen Pflanzen stammen aus der Phytozome-Datenbank (Version 9.1,
http://www.phytozome.net/) und wurden teilweise manuell korrigiert. BLAST-Analysen (Basic Local

Alignment Search Tool) wurden auf den Seiten des National Center for Biotechnology Information
(NCBI,  http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) und dem DOE Joint Genome Institute (IGl,
http://www.jgi.doe.gov/) durchgefiihrt. Fiir die manuelle Verbesserung der codierenden Sequenzen

und die Bestimmung der Homologien wurden paarweise Alignments mit dem Programm MegAlign
nach dem Lipman-Pearson-Algorithmus mit den Standardeinstellungen (Ktuple = 2, gap penalty = 4,
gap length penalty = 12) durchgefiihrt.

Multisequenzalignments wurden mit dem MUSCLE-Algorithmus (Multiple Sequence Comparison by
Log- Expectation, Edgar, 2004) auf http://www.ebi.ac.uk/ mit den dortigen Standardeinstellungen
durchgefiihrt. Die Berechnung des Stammbaumes aus diesen Alignments erfolgte mit dem Programm
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MEGA 5.2 nach der Minimum Evolution-Methode mit dem Close-Neighbor-Interchange-Algorithmus
(search level 2). Die Phylogenie wurde Uber die Bootstrap-Methode mit 1000 Replikaten getestet.

Fiir die Doméanenanalyse wurden der SMART-Webserver (Simple Modular Architecture Research Tool,
http://smart.embl-heidelberg.de/) und ScanProsite (http://www.expasy.org/) verwendet. Fiur die

Untersuchungen der chromo-like Domane wurden dariiber hinaus Modellierungen der
dreidimensionalen Struktur mit Phyre2 (Kelley und Sternberg, 2009) und SWISS-MODEL (Arnold et
al., 2006; Kiefer et al., 2009) durchgefihrt.

2.2.1.2 Bestimmung der cDNAs

Fir die Bestimmung der genauen cDNA-Sequenzen von AtGEN1 (Genlokus: At1g01880) und AtSEND1
(Genlokus: At3g48900) wurden in einem ersten Schritt die genomischen Sequenzen in Hinblick auf
benachbarte Gene und auf potentielle alternative ORF-Grenzen untersucht. Daraufhin wurden die in
Tabelle 2.2 aufgefiihrten Primer designt und mit diesen Gesamt-cDNA auf das Vorhandensein der
jeweiligen Sequenzen hin untersucht. Fir diese Gesamt-cDNA wurde Gesamt-RNA mit dem RNeasy
Plant Mini Kit (Qiagen) aus ca. zwei Wochen alten Arabidopsis thaliana-Keimlingen (Okotyp
Columbia) gewonnen und mit dem RevertAidTM First Strand cDNA Synthesis Kit und dem OligodT-
Primer nach Herstellerangaben in DNA umgeschrieben.

Fiir die genaue Bestimmung der cDNA-Sequenzen wurden die full length cDNAs von AtGEN1 (Primer
»MB-GEN fw 2“ und ,,MB-GEN 4 rv“) und AtSEND1 (Primer ,MB-Send fw 2“ und ,,MB-Send 3 rv“)
mittels der Phusion-DNA-Polymerase amplifiziert. Nach einem Zwischenklonierungsschritt in pGEM-T
Easy zur Vermehrung wurden die ORFs inklusive Teilen der 5°- und 3’"UTRs sequenziert (GATC Biotech
AG, Konstanz).

2.2.1.3 Klonierung der Expressionskonstrukte

Rekombinantes AtGEN1 bzw. AtSEND1 und deren AS-Austauschvarianten wurden zundchst mit N-
terminalem His-Tag und C-terminalem Strepll-Tag kloniert, wobei beide Tags tber einen PreScission
Proteaseverdau abtrennbar sein sollten. Hierzu musste der Vektor pETDuet-1-Strepll um die
PreScission Protease Erkennungssequenzen (PCS = PreScission protease cleavage site) erganzt
werden, welches mit einer zweiteiligen Klonierung erreicht wurde.

Hierfir wurden zwei Linker aus 5‘-phosphorilierten Oligonukleotiden (Tabelle 2.3) annealt. In
Zusammenarbeit mit Frau Julia Gebhardt wurde der PCS-2-Linker Uber die Kpnl-Schnittstelle in die
MCS2 des pETDuet-1-Strepll kloniert (Gebhardt, 2010). Zusatzlich wurde Uber den Linker die
Erkennungssequenz fiir Agel direkt 3 der PCS neu hinzugefligt. Das resultierende Plasmid wurde
pETDuet-1-Strepll-PS-C benannt und liefert fur sich die Moglichkeit, spezifisch nur den C-terminalen
Strepll-Tag des rekombinanten Proteins abzuspalten, was beispielsweise fir die spezifische Elution
im Lauf einer Aufreinigung genutzt werden konnte.

In die MCS1 des pETDuet-1-Strepll-PS-C wurde (ber die BamHI-Schnittstelle der PCS-1-Linker
kloniert, womit gleichzeitig die Schnittstelle flir das Restriktionsenzym Nhel eingebracht wurde. Der
neue Vektor wurde pETDuet-1-Strepll-PS benannt (Vektorkarte in Abbildung 9.1).

Ausgehend von den im pGEM-T Easy-Vektor vorliegenden cDNA-Sequenzen wurden die AtGEN1- und
AtSEND1-ORFs iiber PCR mit Uberhidngen versehen, welche die Erkennungssequenzen fiir die
Restriktionsenzyme BamHI und Kpnl enthielten. Die hierfiir und alle weiteren Klonierungsarbeiten
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verwendeten Primer sind in Tabelle 2.3 zusammengefasst. Uber die angefiigten Restriktions-
schnittstellen wurden die ZielORFs in frame mit beiden PCS und Tags in den Vektor pETDuet-1-
Strepll-PS kloniert.

Die AS-Austauschvarianten AtGEN1 D163A (und analog fiir AtSEND1 D165A) wurden (iber Overlap-
Extension-PCR mit der jeweiligen cDNA in pGEM-T-Easy als Templates erzeugt.

Da sich die rekombinanten Proteine mit N-terminalem Tag im Rahmen der von mir betreuten
Bachelorarbeit von Herrn Dominik Graf als inaktiv herausstellten (Graf, 2010), wurden neue
Expressionskonstrukte kloniert. Diese sollten die in Abbildung 2.1 gezeigte Organisation der
rekombinanten Proteine mit natirlichem N-Terminus und C-terminaler PCS+His-Tag+Strepll-Tag
aufweisen.

HhH2

XPG N XPG | CDLV Tags 10x vergroRert

a0 TR I |
PR VAR VARV L 1

N — * AtGEN1 I—
599 609 617 627

|
J 5 609 617 627
D75A D1 63A
E140A/E142A
HhH2
ot
XPG N XPG | CDLV _ Tags 10x vergréRert

|
PRV L 1

N — wsenot ) res
600 610 618 628

| | | |
‘ L 600 610 618 628
D76A D165A
E142A/E144A
PCS PreScission Protease Erkennungssequenz . HIS-Tag StreplIEESIEIREY]
SN XPG-N: N-terminale XPG Doméne wm HhH2: helix-hairpin-helix Domane
. XPG-1: interne XPG Doméne /munune CDLV: Chromo domain-like-Variante

Abbildung 2.1: Ubersicht und Aufbau der verwendeten rekombinanten Proteine

Gezeigt ist sowohl die Domanenstruktur von AtGEN1 und AtSEND1 inklusive der neu identifizierten Chromo domain-
like-Variante (CDLV, siehe Kapitel 3.1.3), als auch der Aufbau der fiir die Charakterisierung verwendeten
rekombinanten Proteine. Die Proteine beginnen mit ihrem natlrlichen Methionin und sind am N-Terminus
unverandert. C-Terminal wurden fiir die Aufreinigung ber Ni-IMAC und Streptactin-Affinitatschromatographie je ein
His- und Strepll-Tag angehdngt, welche Uber die Erkennungssequenz der PreScission Protease (PCS = PreScission
protease cleavage site) abspaltbar sind. Tags und PCS sind im Gegensatz zu AtGEN1, AtSEND1 und ihren Doménen zur
besseren Sichtbarkeit zehnfach vergréRert dargestellt. D75A, E140A/E142A, D163A, D76A, E142A/E144A und D165A
markieren die Position der vorgenommenen Aminosdure Austausche in AtGEN1 bzw. AtSEND1.
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Daflir wurde ein, die fiir den His-Tag codierende Sequenz tragender, Linker Uber die Agel-
Schnittstelle in den Vektor pETDuet-1-Strepll-PS-C einkloniert. Der resultierende Vektor pETDuet-1-
HisStrepll-PS-C (Vektorkarte in Abbildung 9.2) bildete die Basis aller fir die Charakterisierung
verwendeten Konstrukte in dieser Arbeit.

AtGEN1 D75A, AtGEN1 E140A/E142A, AtSEND1 D76A und AtSEND1 E142A/E144A wurden mit den
anfanglich klonierten Expressionskonstrukten ohne AS-Austausch als Template (ber Overlap-
Extension-PCR erzeugt. Alle ORFs wirden Uber Ncol und Kpnl in den Vektor pETDuet-1-HisStrepll-
PS-C kloniert.

2.2.2 Herstellung der rekombinanten Proteine fiir die Charakterisierung

2.2.2.1 Expression

Fir die heterogene Expression der rekombinanten Proteine in E. coli wurden je 100 ul
hitzeschockkompetente ER2566 Zellen mit je 1 pl Expressionskonstrukt-Miniprep und 1 ul des
Chaperonplasmids pTf16 (Takara) cotransformiert und auf LB-Ampicillin/Chloramphenicol-Platten
(100 pg/ml Ampicillin, 50 pg/ml Chloramphenicol) ausplattiert. Von den Uber Nacht bei 37 °C
gewachsenen Kolonien wurden je 10 Kolonien/ml verwendet, um die Vorkulturen (LB-Medium plus
75 pg/ml Carbenicillin und 34 pg/ml Chloramphenicol) anzuimpfen. Diese wurden wiederum uber
Nacht bei 37 °C und 200 rpm inkubiert.

Vor Animpfen der Hauptkulturen mit 1/10 Volumen Vorkultur (Endvolumen der Hauptkultur 550 ml),
wurde das Hauptkulturmedium mit 0,5 mg/ml L-Arabinose zur Induktion der Chaperonexpression
versetzt. Auf eine Zugabe von Antibiotika zu den Hauptkulturen wurde verzichtet.

Nach Animpfen der Hauptkulturen wurden diese bei 28 °C und 200 rpm inkubiert und die ODggy
Uberwacht, bis diese einen Wert von ca. 0,7 erreicht hatte. Dann wurde die Temperatur (iber einen
Zeitraum von 30 min auf 16 °C gesenkt. Anschlieend erfolgte die Expressionsinduktion der
rekombinanten Proteine durch Zugabe von 0,2 mM IPTG. Die Expression erfolgte fir 3 h bei 16 °C
und 200 rpm.

Nach Ablauf der Expressionszeit wurden die Zellen durch Zentrifugation fiir 10 min bei 6000 g und
4 °C geerntet. Dabei wurden alle Hauptkulturen eines Proteins gleichmaRig auf die Pellets verteilt,
um die Vergleichbarkeit der einzelnen Pellets zu gewahrleisten. Je 1100 ml Kultur ergaben dabei ein
Pellet mit den folgenden Nassgewichten: 3,2 g (AtGEN1), 3,5 g (AtGEN1 D75A), 2,6 g (AtSEND1) und
3,1 g (AtSEND1 D76A).

2.2.2.2 Aufreinigung und Lagerung

Die Aufreinigung des rekombinanten AtGEN1, AtSEND1 und der AS-Austauschvarianten erfolgte tGber
eine Doppelaufreinigung aus Streptactin-Affinitatschromatographie und Nickel Immobilized Metal
lon Affinity Chromatography (Ni-IMAC).

Alle Schritte wurden entweder auf Eis oder bei 4-10°C im Chromatographiekiihlschrank
durchgefihrt.

1. Aufreinigung: Streptactin-Affinitatschromatographie
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Fir die Streptactin-Aufreinigung wurden je Konstrukt drei Gravitationssdaulen verwendet, die um

Kreuzkontaminationen zu vermeiden, nur fir die gleichen Konstrukte wiederverwendet wurden. Das

Saulenbettvolumen betrug je 1 ml (= 2 ml 50 %-Suspension).

Zellaufschluss und Vorbereitung der Ladefraktion

1.

Fir jede Aufreinigung wurden je zwei Pellets auf Eis aufgetaut, in einem Gesamtvolumen von
75 ml P500GF S resuspendiert und gleichmaRig auf drei Ansatze verteilt.

Je Ansatz wurden 250 pl Lysozym Stock (10 mg/ml, frisch angesetzt in PS00GF S) zugegeben.
Es folgten 30 min Inkubation in Eis auf dem Taumelschittler

Die Zellen wurden tber Ultraschall aufgeschlossen: 6 Zyklen (Leistung 53 %, Duty Cycle 5,0 %,
10 sec) mit jeweils 1 min Abkihlphase auf Eis

Losliche und unlésliche Fraktion wurden (ber Zentrifugation fir 30 min bei 40.000 g, 4 °C
getrennt.

Der Uberstand wurde durch Einmal-Spritzenfilter GF/PET-Membran filtriert und mit 1 pg/ml
Avidin (1 mg/ml Stock) versetzt.

Saulenvorbereitung

Wahrenddessen wurden die Saulen mit jeweils 20 ml P500GF S dquilibriert. Dabei wurde Ulber

einen Silikonschlauch (Innendurchmesser 1,6 mm) und eine Schlauchklemme die Flussrate auf

15— 17 Tropfen/min eingestellt. (= ca. 1 ml/min)

Chromatographie und Saulenregeneration

1.

4.
5.

Die fertigen Ladefraktion wurden auf die aquilibrierten Saulen geladen und der Durchfluss
aufgefangen.
Es wurde drei Mal mit je 4,6 ml P500GF S gewaschen.
Die Elution erfolgte nach folgendem Schema:
- 1x 780 pl P500GF SE (entspricht dem Totvolumen von Sdule und Schlauch) = Egyepl
- 1x 3 ml PS00GF SE = Egyrep2
- 1x 1 ml PS00GF SE= Ecyrep3
Die Sdulen wurden mit je 12 ml P500GF SE nachgespiilt.
Die Saulenregeneration und -konservierung erfolgte mit je 25 ml P500GF SR.

Ladefraktion fiir Ni-IMAC

1.
2.

Die Elutionsfraktionen Esyep2 aller drei Sdulen wurden vereint.
Fir die Ni-IMAC wurde der Pool auf 20 mM Imidazol (mit 2 M Stock) eingestellt.

2. Aufreinigung: Nickel Immobilized Metal lon Affinity Chromatography (Ni-IMAC)

Fiir jedes rekombinante Protein wurde eine eigene HisTrap FF crude Sadule verwendet, wiederum um

Kreuzkontaminationen zu vermeiden.

Sadulenvorbereitung:

Die Proteine mit AS-Austausch wurden an der Biologic LP Anlage, AtGEN1 und AtSEND1 wurden
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dazu parallel bis einschlieBlich des Waschens an der Peristaltikpumpe prozessiert. Die Elution
erfolgte dann an der Biologic LP Anlage. Sofern nicht anders angegeben, lag die Flussrate bei
1 ml/min.

1. Spilen der Sdulen mit 20 ml ddH,0

Entfernen der Nickel-lonen von der Sdule mit 10 ml Stripping Puffer

Spuilen der Saulen mit ddH,0 bis die Leitfahigkeit Null erreicht hatte

Beladung der Saulen mit 0,5 ml 0,1 M NiSO,

Spulen der Sdulen mit ddH,0 bis die Leitfahigkeit Null erreicht hatte

Spuilen der Saulen mit 10 ml P500Ni20

Spulen der Sdulen mit 10 ml P500Ni400

Aquilibrieren der Saulen mit 10 ml P500Ni20

PNV hrWwN

Chromatographie:

1. Laden der Ni-IMAC-Ladefraktion mit einer Flussrate von 0,25 ml/min, Auffangen des
Durchflusses

2. Waschen: - 1x 45 ml P500Ni20 + 0,1 % Triton
- 1x 15 ml PS00Ni20
3. Elution: - 15 ml 47 % P500Ni400/53 % P500Ni20 (= 198,6 mM Imidazol), Auffangen in

1 ml-Fraktionen
- 10 ml P500Ni400, Auffangen in 1 ml-Fraktionen
4. Saulenregeneration und -konservierung: - 1x 20 ml P500Ni400
- 1x 20 ml ddH,0
- 1x 20 ml 20 % EtOH

Umpuffern und Lagerung

Der Proteingehalt der Ni-IMAC-Elutionsfraktionen Nr. 2 bis 8 wurden (iber den Bradford-Assay im
Mikromalistab (45 pl Elutionsfraktion + 955 ul Bradford-Mastermix (= 200 pl Bradford-Reagenz +
755 ul ddH,0)) bestimmt. Die vier Elutionsfraktionen mit dem hochsten Proteingehalt wurden
vereint und liber eine PD-10 Saule umgepuffert in P500GF S.

1. Aquilibrieren der Siule mit 20 ml PSOOGF S

2. Laden von 2,5 ml vereinte Elutionsfraktionen

3. Elution mit 3,5 ml P500GF S
Die aufgereinigten rekombinanten Proteine wurden nach dem Umpuffern mit dem gleichen Volumen
100 % Glycerin gemischt (daraus resultierende Lagerbedingung: 50 mM Tris-HCl, 250 mM NaCl, 50 %
Glycerin, 0,5 mM DTT, 0,05 % Tween20, pH 8,0) und bis zur Aliquotierung bei -20 °C gelagert.
Die fertigen Proteinpraparationen wurden in Multiply® Pro 0,2 ml PCR EinzelgefdalBen zu Volumina
von 10, 20 und 40 pl aliquotiert und bei -80 °C gelagert.
Von jeder Aufreinigung wurde P500GF S +G fiir spatere Enzymverdiinnungen aliquotiert.

2.2.2.3 Proteindetektion: SDS-PAGE und Western Blots

Die Auftrennung der Proteine in dieser Arbeit erfolgte liber SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese
nach Laemmli, 1970. Dabei wurden 10 % Acrylamid-Gele verwendet, zu deren Sammelgelen (5 %
Acrylamid) eine geringe Menge Bromphenolblau gegeben wurde, um die Taschen besser sichtbar zu
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machen. Die Gellaufe der 1,5 mm dicken Gele erfolgten im PerfectBlue Doppelgelsystem Twin ExW S
von Peglab Biotechnologie GmbH. Es wurde standardmaRig ein Kamm mit 36 Taschen verwendet.
Das Standardladevolumen betrug 30 pl fertige Probe (15 ul 2x Laemmli-Ladepuffer plus 15 pl zu
analysierende Probe). Die Proben wurden direkt vor dem Gellauf fiir 5 min bei 95 °C denaturiert.

Coomassie-Brilliant-Blue-Kolloidalfarbung

Zur Kolloidalfarbung nach Neuhoff et al., 1988 wurden die Polyacrylamidgele in der Coomassie-
Farbelosung (siehe Abschnitt 2.1.5) Gber Nacht auf dem Taumelschiittler inkubiert. AnschlieRend
wurde bis zum gewilinschten Entfarbungsgrad des Hintergrunds mit dH,O gewaschen und die
Gelbilder mittels eines Microtek ScanMaker i900 dokumentiert.

Semi-Dry-Western Blot und Immunodetektion

Es wurde eine Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membran (Carl Roth GmbH + Co. KG) verwendet, welche
vor der Benutzung zur Uberwindung ihrer Hydrophobizitat mit vergélltem Ethanol inkubiert wurde.
AnschlieBend wurde sie kurz mit ddH,0 gewaschen und fiir finf Minuten in Anodenpuffer I
aquilibriert. Das Polyacrylamidgel wurde unmittelbar nach Beendigung des Gellaufs mindestens 10
min in Kathodenpuffer fir PVDF-Membran inkubiert. AnschlieBend wurde der Blotstapel gemaR
Abbildung 2.2 aufgebaut. Geblottet wurde fiir 2 h bei einer Stromstarke (in mA), die dem 0,8-fachen
der Membranflache (in cm?) entsprach. Zur Fixierung der Proteine auf der Membran wurde diese
Uber Nacht bei Raumtemperatur getrocknet.

Flr die Immunodetektion wurde die Membran zuerst mit vergélltem Ethanol benetzt, dreimal 5 min
auf dem Rollenschittler mit 40 ml 1xTBS gewaschen, fir 10 min mit Avidin (1 pg/ml in 1xTBS)
blockiert und anschlieBend fiir 1 h mit Blockierlésung inkubiert. Danach wurde dreimal mit je 40 ml
1xTBS-T* gewaschen. AnschlieRend erfolgte die einstiindige Inkubation mit Primarantikérperlosung,
welche im Falle der Entwicklung nach dem His-Tag den His-Tag® Monoclonal Antibody in einer
1:1333 Verdinnung enthielt, bzw. im Falle der Entwicklung nach dem Strep-Tag Il das Strep-Tactin®
AP Conjugate ( 1:4000 verdiinnt).

In letzterem Fall wurde die restliche Antikdrperlosung durch zweimaliges Waschen mit 20 ml
1xXTBS-T* und weiterem zweimaligem Waschen mit je 20 ml 1xTBS entfernt.

. ] ]7 3 Blotpapiere in Kathodenpuffer

. SDS-PAGE Gel

‘ 1 —— PVDF-Membran
' » —— 1 Blotpapier in Anodenpuffer I

}\ 2 Blotpapiere in Anodenpuffer |
- @ Anode

Abbildung 2.2: Aufbau des Semi-Dry-Western Blot-Stapels
Die Blotpapiere wurden im jeweiligen Puffer getrankt, das Gel wurde mindestens 10 min in
Kathodenpuffer aquilibriert.

Kathode
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Im Falle der Entwicklung nach dem His-Tag folgte auf den Primarantikorper erneutes dreimaliges
Waschen mit je 40 ml 1x TBS-T* und eine 45minitige Inkubation mit Sekundarantikérperlosung
(Goat Anti-Mouse Alkaline Phosphatase Conjugate (1:10000)). Erst danach wurde wie bereits
beschrieben je zwei Mal mit 1xTBS-T* und 1xTBS gewaschen.

Die Farbereaktion wurde im Dunkeln durch einfaches UbergieRen der Membran mit frisch
angesetzter Farbel6sung gestartet. Zum Abstoppen wurde die Membran ausgiebig mit ddH,0
gespllt. Nach Trocknung bei RT wurden die Blots zur Dokumentation eingescannt und dunkel
gelagert.

2.2.2.4 Proteinquantifizierung

Die Aliquots der umgepufferten und mit Glycerin gemischten Elutionsfraktionen der
Proteinaufreinigung wurden fiir die Quantifizierung der Proteinmenge/-konzentration iber eine BSA-
Eichreihe verwendet. Dazu wurden auf einem 10 % SDS-PAGE-Gel verschiedene Mengen BSA-
Eichstandard sowie Proteinproben nebeneinander aufgetragen. Zur Quantifizierung wurde eine
Eichgerade aus den Integralen der Graustufeneinheiten (bestimmt mit dem Freeware-Programm
Imagel) erstellt und anhand dieser die Proteinkonzentration fiir die aufgereinigten rekombinanten
Proteine errechnet.

2.2.3 Endonuklease-Assays

Die Charakterisierung von AtGEN1 und AtSEND1 beruhte hauptsachlich auf Endonuklease-Assays mit
oligonukleotidbasierenden Modellsubstraten, welche in vivo Strukturen im in vitro-System
nachahmen. Dabei wird ein bestimmtes Substrat, welches eine radioaktive Markierung an einem der
Oligonukleotide tragt, unter definierten Bedingungen mit der entsprechenden Nuklease inkubiert
und die Reaktion nach einer definierten Zeit abgestoppt. Die Detektion der Reaktionsprodukte
erfolgt autoradiographisch nach gelelektrophoretischer Auftrennung der Produkte.

2.2.3.1 Herstellung 32P-markierter Substrate und Quantifizierung

Eine vollstandige Modell-HJ setzte sich aus vier Oligonukleotiden zusammen, von denen jeweils nur
eines mit *’P radioaktiv markiert wurde. Von jeder HJ wurden 4 Varianten hergestellt, die sich darin
unterschieden, welcher Strang das 5-*?P trug (1* bis 4*). Die einzige Ausnahme hiervon stellte die
pmHJ dar, da diese lediglich als Substrat fiir das Screening auf Aktivitat verwendet wurde. Hier
wurden nur jeweils die Strange 1 und 2 markiert.

Fir die Replikationsgabelsubstrate wurden die parentalen Strange radioaktiv markiert: entweder
Strang 1 (1*) oder Strang 2 (2*).

Die vier 5'-Flapsubstrate wurden so aufgebaut, dass die Anordnung der einzelnen (Teil-)Stréange der
Anordnung in der X0-HJ entsprach (Tabelle 2.5).

Bei den getesteten genickten Duplices entsprach das 60 nt Oligonukleotid Strang 4 der X26-HJ.
Nahere Details zur Zusammensetzung Modell-DNA-Substrate sind Tabelle 2.5 zu entnehmen.
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Tabelle 2.5: Herstellung der oligonukleotidbasierenden Modellstrukturen
Fett gedruckte Oligonukleotidnamen zeigen die Oligonukleotide an, von welchen immer jeweils eines am 5‘-Ende
durch ein radioaktives *P markiert wurde. Die Verhiltnisse sind molare Verhiltnisse. Alle mit “Gelextr.”
gekennzeichneten Substrate wurden lber Gelextraktion aufgereinigt.

Holliday Junctions (HJ)
Annealing A: X26-1 + X26-4 (1:1)

Annealing A und Annealing B
vereint,

Annealing B: X26-2 + X26-3 (1: 1) ) 30 min Inkubation bei 37 °C, Gelextr.
5 min 95 °C, Abkihlen auf RT 30 min Inkubation bei RT
Annealing A: X26-1 + X26-4 (1 : 1) Annealing A und Annealing B
. vereint,
Annealing B: X26-25 + X26-3S (1 : 1) ) el A ;
5 min 95 °C, Abkihlen auf RT 30 min Inkubation bei RT
Annealing A: X0-1p-1 + X0-Ip-4 (1: 1) Annealing A und Annealing B
. vereint,
Annealing B: X0-1p-2 + X0-1p-3 (1: 1) ) 30 min Inkubation bei 37 °C, S
5 min 95 °C, Abkihlen auf RT 30 min Inkubation bei RT
X26-1 + X26-2 + X26-3a30 + X26-3b30-P + X26-4 5 min 95 °C,
. Gelextr.
markiertes Oligonukleotid 1 : 4 unmarkierte Oligonukleotide | Abkihlen auf RT
X26-1 + X26-2 + X26-3a32 + X26-3b28-P + X26-4 5 min 95 °C,
. Gelextr.
markiertes Oligonukleotid 1 : 4 unmarkierte Oligonukleotide | Abkihlen auf RT
Annealing A: X0-1 + X02 (1: 1) Annealing A und Annealing B
. vereint,
a5 2GH s - 204A i e 2 ) 30 min Inkubation bei 37 °C,
5 min 95 °C, Abkihlen auf RT 30 min Inkubation bei RT
Replikationsgabeln (RF)
RF1 Annealing A: X26-1 + X26-4b32-P (1:1) Annealing A und Annealing B
32/32 . vereint,
Annealing B: X26-2 + X26-3a32 (1:1) ) 30 min Inkubation bei 37 °C, Gelextr.
5 min 95 °C, Abkihlen auf RT 30 min Inkubation bei RT
RF2 Annealing A: X26-1 + X26-4-3'31-P (1: 1) Annealing A und Annealing B
31/32 . vereint,
Annealing B: X26-2 + X26-3a32 (1:1) ) 30 min Inkubation bei 37 °C, Gelextr.
5 min 95 °C, Abkihlen auf RT 30 min Inkubation bei RT
RF3 Annealing A: X26-1 + X26-4b27-P (1:1) Annealing A und Annealing B
27/30 . vereint,
Annealing B: X26-2 + X26-3a30(1:1) ) 30 min Inkubation bei 37 °C, Gelextr.
5 min 95 °C, Abkihlen auf RT 30 min Inkubation bei RT
X0-5‘-Flaps und X0-3‘-Flap
SEFET RS XO-1p-1 + XO0-1p-2 + X0-1p-3a30 (1 : 4 : 4)
IEEETPA X0-1p-2 + X0-Ip-3 + XO-Ip-4a30 (1 : 4 : 4) _ )
5 min 95 °C, Abkuhlen auf RT Gelextr.
IEEETEN X0-1p-3 + XO-Ip-4 + XO-Ip-1a30 (1 : 4 : 4)
BRI X0-1p-4 + X0-Ip-1 + X0-1p-2a30 (1: 4 : 4)
EZGET™ X0-1p-1 + XO-Ip-4 + X0-1p-3b30 (1: 4:4) | 5min 95 °C, Abkiihlen auf RT Gelextr.

Genickte Duplices

TEWEN X26_ 1-30 + X26-3b30-P + X26-4 (1:1:1)
TEVENR X26_ 1-31+X26-3b30-P +X26-4 (1:1:1)
TEPIPEY X26_ 1-32 + X26-3b28-P +X26-4 (1:1:1)
TEEIPEY X26_ 1-33 + X26-3b28-P +X26-4 (1:1:1)

5 min 95 °C, Abkuhlen auf RT
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Radioaktive Markierung

Fur die radioaktive Markierung der einzelnen Oligonukleotide wurde [y->2P] ATP mit 6000 Ci/mmol,
was 66 % Markierungsrate entspricht, verwendet. Zu einem pmol zu markierendem Oligonukleotid
wurden 0,2 — 0,6 pmol radioaktives [y->*P] ATP zugesetzt. Der Markierungsansatz wurde fiir 60 min
bei 37 °C mit 0,4 U/ul T4 Polynukleotid Kinase inkubiert. In dieser Zeit katalysiert die T4 Polynukleotid
Kinase die Ubertragungsreaktion des y-Phosphats des [y->*P] ATP auf den 5‘-Hydroxylterminus des
Oligonukleotids. Die Reaktion wurde durch Hitzeinaktivierung bei 67 °C fiir 25 min abgestoppt.

Um die Oligonukleotide (markierte und unmarkierte) vom Reaktionsprodukt ADP und
tiberschiissigem, nicht umgesetztem [y->*P] ATP abzutrennen, wurden alle Markierungsansitze tiber
zwei  aufeinanderfolgende  MicroSpin™  G-25  Gelfiltrationssaulen  (Vorbereitung  nach
Herstellerangaben, Elution jeweils 2 min bei 4000 rpm in einer Neolab Tischzentrifuge mit Vortexer)
aufgereinigt. Fiir die Berechnung der Markierungsrate und die weitere Substratherstellung wurde
eine  Elutionseffizienz von 90% je  G25-Sdule angenommen. Somit war eine
Gesamtwiederfindungsrate von 81 % anzunehmen. Zudem wurde die Volumenzunahme durch die
Gelfiltration fiir die Weiterprozessierung berlicksichtigt. Die Aktivitdt in Zerfallen pro Minute (DPM)
wurde im Liquid Scintillation Counter (LSC) gemessen (1 ul Eluat auf 4 ml LSC-Cocktail).

Fir das Annealing der vollstandigen Substrate in einem Ein-Annealing-Protokoll oder von
Teilstrukturen im Zwei-Schritt-Protokoll wurden markierte und unmarkierte Oligonukleotide
(Verhaltnisse siehe Tabelle 2.5) in 1x PNK-Puffer fiir 5 min bei 95 °C denaturiert und liber 2 — 3 h auf
Raumtemperatur abgekihlt. Beim Zwei-Schritt-Protokoll wurden die Teilstrukturen aus dem ersten
Annealing zu einem zweiten Annealing vereint und zuerst fiir 30 min bei 37 °C inkubiert, gefolgt von
30 min bei Raumtemperatur (Gari et al., 2008). Von Substraten, die keiner Gelextraktion unterzogen
wurden (siehe Tabelle 2.5), wurde anschlieBend in Triplikaten die DPM/ul im LSC gemessen.

Gelextraktion

Alle Substrate, deren genaues Schnittmuster bestimmt werden sollte, und alle Modelljunctions, bei
deren Herstellung ein Uberschuss an unmarkierten Oligonukleotiden eingesetzt wurde, wurden {iber
Extraktion aus 10 % TBE-Polyacrylamidgelen aufgereinigt. Die Elution aus den ausgestanzten
Gelstlicken erfolgte in gekiihltem 0,5 x TBMgCl, mit D-Tube™ Dialyzern fiir 4h bei 100 V. Nach Ablauf
dieser Zeit wurde die Polaritat der Laufkammer umgekehrt und fiir 2 min 200 V angelegt, um die
eluierte DNA von der Dialysemembran zu l6sen. Anschliefend wurde das Eluat durch Auf- und
Abpipettieren gemischt und dabei insbesondere auch die Membran abgesplt, um Verluste weiter zu
minimieren. Nach Uberfiihrung in ein frisches Eppendorf ReaktionsgefaR wurde die Aktivitdt in DPM
von je 1 plim LSC gemessen.

Quantifizierung der fertigen DNA-Substrate

Fiir die Bestimmung der Substratkonzentration werden folgende GrofRen verwendet:

- Die Aktivitat A [Ci oder Becquerel] von z.B. 1 pl des fertigen (aufgereinigten) DNA-Substrats.
Dabei ist 1 Bq = 1 Zerfall/Sekunde = 2,7027 ¢ 107" Ci. Somit beschreibt die Aktivitit die
mittlere Anzahl an Atomkernen, die pro Sekunde zerfallt.

- Die spezifische Aktivitdt Age, [Ci/mmol] des markierten und von tiberschissigem [y-32P] ATP
befreiten Oligonukleotids. Dabei beschreibt A, die Anzahl an Zerfdllen pro Zeiteinheit,
bezogen auf die Stoffmenge.
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Die spezifische Aktivitat des Oligonukleotids ist der Quotient der Aktivitat A und der Stoffmenge N
und kann berechnet werden Uber die allgemeine Formel:

A

Aspez = T (I)

Zum Zeitpunkt tq (mit ty in Tagen), nach Markierung und Aufreinigung tGber zwei MicroSpin™ G-25
Columns, entspricht dies mit der oben beschriebenen Elutionseffizienz der Gelfiltration:

A(to)
N(to)

(mit Aq(ty) = Aktivitdt pro 1ul * Volumen nach 2x G25, N(t;) = 0,81 * Stoffmenge des
eingesetzten Oligonukleotids)

Aspez(to) = B€i$pi6I 1

Wird das markierte Oligonukleotid noch am gleichen Tag nur Uber Schritte, bei denen die
Wiederfindungsrate bzw. die Verdlinnung bekannt sind, weiterprozessiert, kann die Konzentration
einfach errechnet werden (Konzentration = berechnete Stoffmenge / berechnetes bzw. bestimmtes
Volumen). Kann man die Stoffmenge nicht einfach berechnen, z.B. weil man eine Gelextraktion
angeschlossen hat und die Wiederfindungsrate nicht kennt, kann die Konzentration des Substrats
c(ty) nach Messung der Aktivitdt in der Probe nach z.B. dem Aufreinigungsschritt (A,(to))
entsprechend Formel (1) berechnet werden:

c(to) = M (mit V = fiir die LSC-Messung eingesetztes Volumen) (1

Aspe(to)

Da weitere Prozessierungssschritte nicht immer am gleichen Tag erfolgen und mit den jeweiligen
Substraten Versuche ({ber einen langeren Zeitraum durchgefiihrt werden, muss man die
Substratkonzentration fiir jeden Zeitpunkt neu berechnen kénnen. Nur so ldsst sich gewahrleisten,
dass die einzelnen Versuche vergleichbar ablaufen.
Zur Bestimmung der Substratkonzentration zu einem spateren Zeitpunkt t; bestimmt man die
spezifische Aktivitat zu diesem Zeitpunkt Ay, (t;). Um diese zu errechnen, braucht man zuerst die
Markierungsrate, welche fiir den Tag der Markierung (also zum Zeitpunkt t;) ausgehend von der
spezifischen Aktivitat am Tag der Markierung Aspe,(to) berechnet wird.

Berechnung der Markierungsrate ausgehend von der spezifischen Aktivitat

Die Formel
A=M\e N* bzw.  A(t) = A N*(t) (1

beschreibt die Proportionalitdt der gemessenen Aktivitdt A zur Menge an radioaktiver Materie N*
(hier: radioaktives ATP) mit dem Proportionalitdtsfaktor A. Dieser berechnet sich aus der
Halbwertszeit Ty, (= In2/A), welche fiir 32p 14,3 Tage bzw. 1,23 « 10° Sekunden betragt.

A=(In2)/14,3d=0,0485 (IV)
bzw. A=(In2)/Ty,(>P) =(In2) /(1,23 * 10° sec) (IV.1)

Als Beispiel fiir die Berechnung der Markierungsrate soll 1 mmol des fiir die Markierungen
verwendeten [y-*>P] ATP dienen. Zum Kalibrierdatum besaf dieses eine spezifische Aktivitdt von
6000 Ci/mmol. Demnach hatte ein mmol dieses y-32P zum Kalibrierdatum eine Aktivitét A von 6000 Ci.
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Setzt man dies zusammen mit (IV.1) in (lll) ein, erhdlt man:

6000 Ci=(In2)/ 1,23 » 10° sec « N* wobei 1 Ci=3,7 - 10" Bg
N* = (6000 Ci » 3,7 » 10° Bq/Ci) / (In2 / 1,23 * 10° sec)
N* = 3,939 ¢ 10%° Beispiel 2

Das heiRt, zum Kalibrierdatum t,, waren 3,939 ¢ 10%° Molekiile ATP radioaktiv. Die Gesamtmenge an
ATP betrug 1 mmol, also Ny= 107 o (6,022 ¢ 10%) = 6,022 * 10%°. Daraus ergibt sich eine
Markierungsrate M von:

M = N*/ Ng = 3,939 « 10°/ (6,022 » 10*°) = 0,654 (V1)

Dies bedeutet, dass zum Kalibrierdatum 65,4 % der ATP-Molekiile ein radioaktives *P an der V-
Position tragen und die restlichen 34,6 % nicht radioaktiv sind. Deshalb kann bei einer Markierung
mit diesem [y-?P] ATP zum Kalibrierdatum selbst unter Optimalbedingungen die maximale
Markierungsrate 65,4 % nicht Gberschreiten.

Berechnung der spezifischen Aktivitat zu einem spateren Zeitpunkt t

Im Falle eines markierten Oligonukleotids flir die Substratherstellung erhalt man die Markierungsrate
am Tag der Markierung M(t,) Giber Umformen der (lll) und Einsetzen in (VI).

M(to) = NT\:O) _ A(;C\?Z/A Vil)

Uber (V1) lasst sich damit N*(t,) berechnen. Unter der Annahme, dass der radioaktive Zerfall der
[y-azP] ATP-Molekiile diese zwar zerstort, aber keine benachbarten Molekiile beeinflusst, also die
Zahl der unmarkierten ATP-Molekiile N(to) in der Lésung Uber die Zeit konstant bleibt, ist es
wiederum moglich, N(t) (die Gesamtmenge an ATP zum Zeitpunkt t) zu berechnen Uber:

N(t) = N(to) - N*(to) + N*(to) » " (VIII)
Die Aktivitat zu einem bestimmten Zeitpunkt t erhalt man liber das Zerfallsgesetz

Alt) = Alto) » e (1X)
Setzt man (VIII) und (IX) in (1) ein, erhalt man die spezifische Aktivitat zum Zeitpunkt t:

AW Altg) e e
Aspez(t) = N(t) = N(to) _ N*(to) A N*(to) R e(-k ot) (X)

Dies kann am Beispiel des [y-*>P] ATP mit 6000 Ci/mmol und einer Markierungsrate von 65,7 % (also
0,654 mmol markiertes und 0,346 mmol unmarkiertes ATP) zum Kalibrierdatum veranschaulicht
werden. Nach einer Halbwertszeit von 14,3 Tagen ergibt sich eine spezifische Aktivitdit von:

6000 C[ -] (- 0,0485 » 14,3)

Aspes(14,3) = .
ver{14,3) 1 mmol - 0,654 mmol + 0,654 mmol e e %04+ 143)
2999 Ci 4457 Ci/ / Beispiel 3
oY= ——— i/ mmo eispie
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Analog kénnen diese Berechnungen auf ein beliebiges *’P-markiertes Oligonukleotid angewandt
werden. Sie ermoglichen es, die Substratkonzentration auch dann zu berechnen, wenn der Tag der
Markierung (to) und der Tag der endgiiltigen Aufreinigung und Aktivitatsbestimmung im LSC (t;) nicht
identisch sind. Dies war der Fall fur alle in dieser Arbeit Gber Gelextraktion aufgereinigten DNA-
Substrate. Statt (Il) gilt dann

Alt1)/V(t1)

c(ty) = As,peT (X1)

mit A(t,) = gemessene Aktivitat und V(t,) = fir die LSC-Messung eingesetztes
Volumen

wobei Aqye,(t;1) Uber (X) neu berechnet werden muss:

Alty) _ Altg) e e

As ez(tl) =
’ Nt Nitg)- N'(to) + N'(to) = "5

Beispiel 4

Letztendlich kann somit die Substratkonzentration zu jedem beliebigen Zeitpunkt t, berechnet
werden. Dafir wird (II) verwendet, falls Markierung und Fertigstellung des Substrats am gleichen Tag
abgeschlossen waren. (XI) findet Anwendung, falls Markierung und Aufreinigung des Substrats an
verschiedenen Tagen stattfanden.

In beiden Fillen muss die Volumenaktivitdt A(t,)/V nach dem Zerfallsgesetz,

A(t)/V = Afty) o el 7y (XI1)

sowie die spezifische Aktivitat zum beliebigen Zeitpunkt t, Ag.e,(t2) nach (X) neu berechnet werden.

2.2.3.2 Durchfiihrung der Endonuklease-Assays

Die Endonuklease-Assays zur Charakterisierung von AtGEN1 und AtSEND1 wurden in PCR-Platten
unter an die jeweiligen Enzyme angepassten Reaktionsbedingungen durchgefiihrt. Dabei unterschied
sich die NaCl-Konzentration zwischen AtGEN1 (50 mM) und AtSEND1 (100 mM). Die restlichen
Komponenten waren fiir beide Enzyme identisch: 25 mM HEPES-KOH, pH 8,0, 5 mM Tris-HCI, 2 mM
MgCl,, 1,05 mM DTT, 0,1 mg/ml BSA, 0,005 % Tween20 und 5 % Glycerin. Das Tris-HCl und das
Tween20 stammen aus dem Eintrag durch den Enzymlagerpuffer. Die Eintrage von MgCl, und DTT
Uber die Substratlésung und NaCl (ber den Enzymlagerpuffer konnten mit den
Reaktionspufferkomponenten verrechnet werden. Assayansdtze mit ({ber Gelextraktion
aufgereinigten Substraten enthielten zusatzlich noch 5,56-8,9 mM Borsaure aus der Gelextraktion.
StandardmaBig wurden alle Substrate in der Endkonzentration 1,5 nM und Enzym in einer
Endkonzentration von 30 nM eingesetzt. Ein Assayansatz (20 ul Gesamtvolumen) bestand in der
Regel aus 10 % (v/v) = 2 pl Enzymlésung und 18 ul Mastermix, Gber welchen die oben beschriebenen
Reaktionsbedingungen eingestellt wurden. Enzymverdiinnungen und Pufferkontrollen wurden
grundsatzlich mit PS00GF S+G angesetzt, welcher aus derselben Aufreinigung stammte, wie die
verwendeten Proteinaliquots. Fiir die Zeitkinetikexperimente wurde ein Assayansatz auf die Anzahl
der Zeitwerte plus eins hochskaliert, zu den jeweiligen Zeitpunkten ein Reaktionsvolumen
entnommen und zu vorgelegter Stopplosung gegeben.
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Die Proben wurden unter Kiihlung in PCR-Platten vorgelegt, der vorgekiihlte Mastermix zugegeben
und die Reaktion durch Uberfilhrung auf den vorgeheizten Heizblock gestartet. StandardmaiRig
wurden die Assays fiir 30 min bei 37 °C auf dem Heizblock inkubiert. Dabei wurden die Gefdlle mit
Silikonmatten oder PCR-Deckelketten verschlossen, um die Verdunstung zu minimieren.

Die Termination der Reaktion wurde durch proteolytischen Abbau der Enzyme durch 0,5 mg/ml
Proteinase K erreicht. Dabei wurde die Proteinase K als 20 mg/ml Stocklosung entweder zu nativer
oder denaturierender Stopplésung gegeben, welche gleichzeitig als Ladepuffer fir die
Gelelektrophorese fungierten. Nach 15mindtiger Inkubation bei 37 °C wurden Proben fiir die native
TBE-PAGE entweder sofort auf die Gele geladen oder bei 4 °C bis zur Verwendung gelagert.
Denaturierende Proben wurden direkt nach dem Proteinase K-Verdau auf einen vorgeheizten
Heizblock mit 95 °C Gberfihrt und dort fiir 10 min hitzedenaturiert. AnschlieRend wurden die Proben
auf einem -20 °C gekiihlten Plexiglasblock flir 1 — 2 min abgekihlt und dann kurz anzentrifugiert, um
das Kondenswasser aus den Deckeln nicht zu verlieren und so die Volumina gleich zu halten. Um der
hohen Viskositdt der denaturierten Proben durch den hohen Ficolll und Ureagehalt
entgegenzuwirken, wurden die Proben vor dem Laden fiir einige Sekunden auf 50 — 60 °C erhitzt.

Alle Proben wurden direkt vor dem Laden auf die Gele mit der Mehrkanalpipette noch einmal
grindlich gemischt.

Fiir die Religationsexperimente mit der X26-2S wurden die Assays wie beschrieben bis zur
Termination der Reaktion durchgefiihrt. Anstatt die Reaktion jedoch durch Zugabe von Proteinase K
in nativer oder denaturierender Stopplésung zu stoppen, wurden 20 pl-Aliquots von jedem
Reaktionsansatz zu vorgelegter T4 DNA Ligase (1000 U/ul, Endkonzentration 40 U/ul) gegeben,
gemischt und fir 30 min bei RT inkubiert. Dann wurde die Ligasereaktion (und auch die
Resolvasereaktion) durch Zugabe des gleichen Volumens denaturierender Stopplosung mit
Proteinase K (Endkonzentration in der Stoppldsung: 1 mg/ml) und 15mindtiger Inkubation bei 37°C
terminiert. Das weitere Vorgehen entsprach dem Standardvorgehen der Endonuklease-Assays.

2.2.3.3 Gelextraktion nativer Produktstrukturen und Schnittlangenbestimmung

Zur Bestimmung, welche Schnitte in Strang 1 der genickten HJs welche nativen Produkte (genickter
Duplex oder kurzer Duplex) erzeugen, wurden Reaktionsansadtze mit einem Reaktionsvolumen von 80
pl (von 20 ul hochskaliert) unter Standardreaktionsbedingungen inkubiert, mit Proteinase K in nativer
Stopplosung abgestoppt und vollstdandig auf vorgekiihlte native 12 % TBE-PAGE-Gele geladen. Nach
Elektrophorese fiir 80 min bei 250V und 4 °C wurden die Gele ausgebaut, flir 1,5 h auf Imaging
Plates exponiert und anschlieBend die den genickten und kurzen Duplices entsprechenden Banden
mit einer Flache von 0,5 x 2 cm ausgestanzt.

Die Gelstlicke wurden in einem 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefall mit 100 ul ddH,0 mit Eppipistillen
gemorsert. AnschlieRend wurden weitere 100 ul ddH,0 zugegeben (Endvolumen 200 pl/1 cm?) und
die DNA unter nicht mehr nativen Bedingungen bei 72 °C auf dem Schiittler (600 rpm) fiir 2x 30 min
und 1x 45 min inkubiert. Nach den beiden 30 min-Intervallen wurden die Proben scharf
anzentrifugiert (20.000g, 2 min), die Uberstande in einem frischen 1,5 ml ReaktionsgefaR gesammelt
und die Gelmasse mit 200 pl frischem ddH,0 gemischt. Nach den abschliellenden 45 min Inkubation
wurden Flissigkeit und gemorsertes Gel mit einer Zellkulturspitze in eine Micro Bio-Spin®
Chromatography Column (berfiihrt und dort mit den Uberstinden der ersten beiden
Inkubationszeiten vereint.
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Durch Zentrifugation (30 — 60 sek, 500 rpm, Hettich Universal 30 RF, Rotor 1412) in einem 2 ml
ReaktionsgefaR wurde die geloste DNA von den Geltrimmern getrennt. Zur Aufkonzentrierung der
extrahierten DNA wurde diese mit Natriumacetat und Ethanol gefdllt. Dazu wurde 3 M
Natriumacetat-Losung (pH 5,2) auf die Endkonzentration 0,3 M zugegeben und kurz gevortext. Nach
Zugabe von 1 ul Fallungszusatz PelletPaint wurde erneut kurz gevortext und dann mit 1,75 Volumina
eiskaltem 100 % EtOH,¢ins: aufgefillt. Nach erneutem Mischen wurde die Fallung (iber Nacht fir ca.
18 h bei -20°C durchgefiihrt.

Am néachsten Tag wurden die Fallungsansdtze fur 15 min bei 15.000g, 4°C zentrifugiert, der
Uberstand verworfen und die Pellets mit 70 % EtOH,eins: gewaschen. Der Alkohol wurde sorgfiltig
abgenommen und die Pellets fir 15 min bei Raumtemperatur getrocknet, bevor sie in je 10 ul
denaturierendem Ladepuffer (1x) aufgenommen wurden. Vor der Beladung des Sequenziergels
wurden die Proben 20 min bei 97°C denaturiert. Die Abweichung vom Standardvorgehen begriindet
sich in der schlechten Passform der 2 ml ReaktionsgefdaBe im verwendeten Heizblock.

2.2.3.4 TBE-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE), TBE-Urea-PAGE

Die Aufreinigung und Qualitatskontrolle der hergestellten DNA-Substrate, sowie die Auftrennung der
Assayproben erfolgte Uber native bzw. denaturierende TBE-Polyacrylamidgele und anschlieRender
Autoradiographie mittels Imaging Plates und dem CR 35 Bio. Typische Gelkompositionen und deren
Elektrophoresebedingungen sind in Tabelle 2.6 zusammengefasst. Fiir die Schnittpositions-
bestimmungen wurde die Sequenziergelkammer GIBCO BRL S2 mit 0,4 mm dicken Spacern und
einem 32er Rechteckkamm verwendet. Fiir alle anderen Elektrophoresen wurde das Whatman
Multigel-Long System von Biometra verwendet. Fir die Sequenziergele wurden die langen
Glasplatten mit Bindesilan beschichtet, um das Abrutschen des diinnen Gels zu verhindern, wahrend
die kurzen Glasplatten mit Repelsilan behandelt wurden, damit sich die Glasplatte nach dem Gellauf
ablésen liel, ohne das Gel zu beschadigen. Das Gel wurde mit Zellophanfolie abgedeckt und dann fir
70 min bei 80 °C und 300 mbar Unterdruck getrocknet, bevor die Imaging Plate aufgelegt wurde.

Tabelle 2.6: Typische Elektrophoresebedingungen
! Wihrend die Whatman-Elektrophoresekammern aktiv gekiihlt oder beheizt wurden, verfiigt die GIBCO BRL S2-
Sequenziergelapparatur ber keine aktive Temperaturregulation, weshalb die Temperatur ausschlieBlich Gber die
Abwdrme der angelegten Leistung erzeugt wurde und somit stark von der Umgebungstemperatur abhing.

konstante Spannung bzw.
Gelzusammensetzung R R R Temperatur

Whatman 70 min 250V 4°C
12 %-7 M-Urea-TBE-PAGE Whatman 50 min 250V 55 °C
Whatman 95 min 350V 55 °C
13 %-7 M Urea-TBE-PAGE Sequenziergel 2-3h 2500 W 40 - 55 °C*

2.2.3.4.1 Analyse von Nukleaseprodukten iiber native und denaturierende PAGE

Die Detektion von Substrat und nukleolytischen Reaktionsprodukten Uber Gelelektrophorese und
Autoradiographie bietet zwei grundlegend unterschiedliche Méglichkeiten. Uber native Gele bleiben
hohere Strukturen wie das Substrat selbst, aber auch Nukleaseprodukte, erhalten und werden
anhand ihrer strukturellen Eigenschaften aufgetrennt. Denaturierende Gele dagegen I|6sen
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vorhandene Strukturen, nicht nur die héheren Strukturen der aus mehreren Oligonukleotiden
bestehenden Substrate und Nukleaseprodukte, sondern auch sequenzbedingte Sekundarstrukturen
der Oligonukleotide auf. Darum ist bei der denaturierenden PAGE fiir die elektrophoretische
Mobilitat die Lange des Oligonukleotids das entscheidende Kriterium.

Im Folgenden wird am Beispiel einer HJ ndher erlautert, welche Aussagen native und denaturierende
Gelelektrophorese jeweils erméglichen und warum jede Methode fiir sich nur ein unvollstandiges
Bild liefert. Abbildung 2.3A zeigt schematisch, dass eine Unterbrechung im Zucker-Phosphat-Riickgrat
(= Einzelstrangbruch oder Nick) eines Stranges allein nicht ausreicht um das Laufverhalten so weit zu
andern, dass sich eine genickte HJ in den verwendeten Gelsystemen von der intakten,
ungeschnittenen HJ trennen liefe. Demnach missen mindestens zwei Strange geschnitten werden,
wodurch ein Teil der HJ abgetrennt wird, damit man auflosbare Strukturen erhilt.

Schnitte in zwei von vier Strangen kénnen entweder in gegenliberliegenden oder in benachbarten
Strangen positioniert sein. Fir eine HJ-Resolvase gilt, dass die Schnitte symmetrisch orientiert sein
missen, d.h. unter anderem in gegeniberliegenden Strangen liegen. Dabei sind, wie in Abbildung
2.3A ersichtlich, zwei Schnittrichtungen an der Modell-HJ denkbar: Strang 1 und Strang 3 (1 / 3) oder
Strang 2 und Strang 4 (2/4). Fur die Aufldsung einer HJ zu Resolvaseprodukten (= genickten
Duplices) ist es egal, welcher Strang markiert ist. Die Produkte beider Schnittrichtungen lassen sich
mit nur einer einzigen Markierung im nativen Gel erkennen, jedoch nicht voneinander
unterscheiden. Setzt eine Nuklease eine HJ durch Schnitte in exakt zwei benachbarten Strangen um,
entstehen Replikationsgabel-dhnliche Strukturen und kurze Duplices. Fir diesen Fall Iasst sich genau
bestimmen, welche Strange geschnitten werden, wenn man die vier moglichen Substratvarianten mit
jeweils einem anderen markierten Oligonukleotid vergleicht. In Abbildung 2.3A ist dies exemplarisch
fiir zwei der vier moglichen Kombinationen dargestellt. Es zeigt sich in diesem Beispiel, dass der kurze
Duplex spezifisch fiir den 5'-markierten Strang ist, wahrend die Replikationsgabel-Struktur lber die
anderen drei Markierungen detektierbar ist.

Enzyme, die eine HJ in drei der vier Strange schneiden, erzeugen einen genickten und zwei kurze
Duplices als Produkte. Uber die verschiedenen Markierungen lasst sich jedoch immer nur ein Produkt
detektieren. Abbildung 2.3A unten zeigt diesen Fall exemplarisch fir Schnitte in den Stréangen 1, 3
und 4. Die 5-Markierungen der Oligonukleotide 1 und 4 zeigen jeweils einen der kurzen Duplices,
wahrend die Markierungen der Strange 2 und 3 den gleichen genickten Duplex sichtbar machen.
Uber native Elektrophorese ist es selbst im Idealfall nur schwer méglich, verlassliche Aussagen iber
die Schnitthaufigkeit in einem Strang zu erhalten. Hierfiir eignen sich denaturierende Gele besser. Sie
ermoglichen es, einzelne Strange fir sich zu betrachten, unabhangig davon, ob die anderen Strange
umgesetzt wurden (Abbildung 2.3B). Dariiber hinaus ist es nur mit denaturierenden (Sequenzier-)
Gelen moglich, die genaue Schnittposition innerhalb der Oligonukleotidsequenz anhand der
laingenbasierenden, basengenauen Auftrennung zu bestimmen. Uber die parallele Betrachtung der
gleichen HJ mit jeweils einem markierten Strang lasst sich ein komplettes Schnittmuster erstellen. Im
Falle z.B. einer HJ-Resolvase-Aktivitdt sollte dies in Bezug auf Schnittpositionen, Haufigkeit der
einzelnen Schnitte und damit auch Gesamtschnitteffizienz eines Stranges immer symmetrisch zum
Junction-Mittelpunkt sein.

Denaturierende Gele allein lassen jedoch keine verldsslichen Aussagen (ber die Art und Weise zu,
wie das Schnittmuster zustande kommt. Selbst ein absolut punktsymmetrisches Schnittmuster
bedeutet nicht zwangsldufig eine (alleinige) HJ-Resolvase-Aktivitdt, da die Verteilung der Schnitte
nichts liber die zeitliche Beziehung aussagt, in der sie entstehen. Es ist z.B. denkbar, dass zwar die
Schnittpositionen in den gegeniberliegenden Strangen identisch sind, aber auf den ersten Schnitt
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Abbildung 2.3: Prinzip von nativer gegeniiber denaturierender PAGE — mogliche Aussagen

Punkte am Ende eines DNA-Einzelstrangs (Linie) markieren das radioaktive 5:3%p, gestrichelte Linien symbolisieren
Produktstrukturen, welche keine radioaktive Markierung tragen und darum im Autoradiogramm nicht sichtbar sind.
Dennoch sind sie im Reaktionsansatz und in der Gelspur vorhanden, weshalb sie hier der Vollstandigkeit halber
gezeigt werden. A: Gezeigt ist eine Ubersicht (iber Schnittprodukte von einem bis drei Schnitten in einem
Substratmolekiil, das Laufverhalten im PAGE-Gel und ihre Detektierbarkeit im Autoradiogramm. Es wird zur
Vereinfachung angenommen, dass jeder der Schnitte in 100 % der angezeigten Oligonukleotide erfolgt. Wahrend
Schnitte in einem Strang der HJ zu einer nicht unterscheidbaren genickten HJ fihrt, erzeugen zwei
gegenliberliegende Schnitte genickte Duplices, welche unabhdngig von der Schnittrichtung im Gel erkennbar sind.
Der Fall von Schnitten in zwei benachbarten Strangen ist hier exemplarisch fir zwei der 4 moglichen Kombinationen
dargestellt. Es entstehen kurze Duplex- und replikationsgabel-ahnliche Produkte, wobei Giber den kurzen Duplex die
Position der Schnitte bestimmt werden kann. Fir Schnitte in drei Strdngen ist exemplarisch eine von vier
Moglichkeiten gezeigt. Es entstehen zwei kurze und ein genickter Duplex. Die Verteilung der Produkte im
Autoradiogramm ldsst eine Bestimmung der geschnitten Strange zu, wenn alle vier moglichen 5‘-Markierungen
verglichen werden. B: Im denaturierenden TBE-Urea-Gel sind nur Schnitte im markierten Strang selbst detektierbar
und es liefert fur sich genommen keine Aussage, aus welcher (Teil-)Struktur die Schnittprodukte stammen. Mit
denaturierenden Sequenziergelen und GréRenmarkern lasst sich aber die genaue Lange der Schnittprodukte
bestimmen.
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nicht der zweite im gegeniberliegenden Strang folgt, sondern in einem der beiden benachbarten
Strange. Dies wirde zur Abspaltung eines Arms der HJ flhren. Kurzer Duplex und eine
replikationsgabelartige Rest-Junction wirden entstehen, wahrend eine HJ-Resolvase-Aktivitat
ausschlieBlich genickte Duplices erzeugen wiirde.

An diesem Beispiel ist ersichtlich, dass fiir die detaillierte Analyse des Schnittverhaltens von
Nukleasen an komplexen Substraten die gemeinsame Betrachtung von nativen und denaturierenden
Gelen sinnvoll und notwendig ist.

2.2.3.5 Auswertung der Autoradiogramme

Nach Exposition der Imaging Plates fur unterschiedliche Zeiten (abhangig von der spezifischen
Markierungsrate der Substrate, der eingesetzten Konzentration und dem Umsatz durch die
Nukleasen) wurden diese mit dem CR 35 Bio ausgelesen.

Alle Autoradiogramme wurden mit der AIDA Image Analyzer Software in der Version 4.50
quantifiziert. Daflir wurde die Methode ,, 1D Densitometrie” verwendet. Bei dieser wurde in einem
ersten Schritt eine Laufspur (lane) des Autoradiogramms definiert, fiir welche von der Software die
Verteilung der Signalintensitdt in Quantum level (QL, Graustufeneinheiten) bestimmt wurde. Die
Breite der lane wurde abhédngig von der Breite der Signale in der jeweiligen Laufspur gewahlt, so dass
die Signale vollstandig erfasst wurden. Innerhalb der lane wurden dann peaks definiert, welche den
distinkten Banden im Autoradiogramm entsprachen. Jedes eindeutig als Bande erkennbare Signal
wurde als eigener peak definiert, wobei keine Uberlappungen zugelassen wurden.

Um den Hintergrund zu minimieren, welcher sich unweigerlich wahrend der Exposition durch die
Hintergrundstrahlung akkumuliert, wurde eine Nulllinie definiert. Diese wurde soweit mdglich
anhand der Signalintensitat ober- und unterhalb der Gelspur festgelegt. Auf eine dynamische
Anpassung der Nulllinie wurde verzichtet, da dies auf Grund der Verteilung der Radioaktivitat
innerhalb der Gelspur zu starken Verzerrungen der Verhéltnisse gefiihrt und deutlich starkere
Umsatze vorgetduscht hatte.

Die quantifizierten Daten wurden als Tabellen exportiert und in Microsoft Excel weiter verarbeitet.
Zuerst erfolgte eine Normierung aller Signale auf die Gesamtsignalstirke (Ttl) in QL einer
Pufferkontrolle des entsprechenden Substrats. Danach wurden fir jeweils alle Produktpeaks die QL
der Pufferkontrolle von den QL der Enzymproben subtrahiert. Falls es dabei zu negativen Werten
kam, wurden diese gleich Null gesetzt. Gleichzeitig wurde die Summe aller Produktpeaks der
Pufferkontrolle von der (normierten) Gesamtsignalintensitat (Ttl) und der Summe aller Produktpeaks
jeder lane abgezogen. Ausgehend von diesen normierten und pufferkorrigierten Werten wurden
dann die einzelnen peaks als Prozent Summe aus Substratpeak und aller Produktpeaks (% Sum of
Regions) dargestellt. Dabei wird der Hintergrund zwischen den DNA-Banden nicht bericksichtigt.
Somit lieR sich fir jedes Produkt bzw. fir jede Produktklasse (= mehrere nicht im gewahlten
Gelsystem aufzutrennende Produkte) der Anteil an der Gesamt-DNA-Menge bestimmen, also wie viel
des Substrats von der Nuklease zu dem jeweiligen Produkt umgesetzt wurde.

Fir die Identifikation schwacher Banden wurde eine gammaverstarkte, also logarithmische, Ansicht
verwendet, bei welcher schwache Signale stdrker hervorgehoben werden als starke Signale. Dies
flhrte dazu, dass in den Diagrammen der Quantifizierungen auch Signale gezeigt sind, welche in den
linearen Abbildungen der Autoradiogramme nicht sichtbar sind. Bei allen gezeigten
Autoradiogrammen handelt es sich um die lineare Darstellung. Abweichungen werden explizit
deklariert.
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3. Ergebnisse

3.1 Bioinformatische Analysen der pflanzlichen HJ-
Resolvasen

3.1.1 Zwei Homologe der HJ-Resolvasen in hoheren Pflanzen

Wie in anderen Organismen wurden in der Vergangenheit auch in A. thaliana neben AtUVH3, AtFEN1
und AtEXO1, den Vertretern der Klassen 1-3, Homologe der Klasse 4 der Rad2/XPG-Familie gefunden
(Furukawa et al., 2003; Moritoh et al., 2005). AtGEN1 (At1g01880) teilt mit der Einzelstrang-
Endonuklease OsSEND-1, dem Begriinder der Klasse 4, eine Ahnlichkeit von 33 % im N-terminalen
Bereich. Zu OsGEN-L, einem zweiten Vertreter der Klasse 4 in Reis, weist AtGEN1 47 % Ahnlichkeit
Uber die gesamte Lange auf und ist auf Sequenzebene naher verwandt als dessen Paralog OsSEND-1
(vgl. Abbildung 3.1A). Ausgehend von diesen drei Proteinsequenzen wurde mittels der TAIR-
Datenbank und TBLASTP-Analysen ein weiteres putatives Rad2/XPG-Klasse 4-Mitglied in A. thaliana
bestatigt, dessen N-Terminus in der Vergangenheit bereits als Klasse 4 Homolog zu OsSEND-1
vorgeschlagen worden war (Furukawa et al., 2003). Das vorhergesagte Genprodukt des
identifizierten Lokus At3g48900 wurde auf Grund der deutlich hoheren Homologie zu OsSEND-1
(51 % Ahnlichkeit) als zu AtGEN1 (34 % Ahnlichkeit) AtSEND1 benannt. Damit sind die Orthologe
beider Arten jeweils deutlich dhnlicher, als ihre jeweiligen Paraloge (Abbildung 3.1A).

Durch Untersuchung der in der Phytozome-Datenbank hinterlegten Proteinfamilien und manuelle
BLAST-Suchen im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden Orthologe zu sowohl AtGEN1/OsGEN-L,
als auch AtSEND1/OsSEND-1 von 32 untersuchten Pflanzen zugeordnet, wéahrend finf
Pflanzengenome lediglich ein Homolog zu AtGEN1/OsGEN-L aufwiesen. In Abbildung 3.1B ist ein
Stammbaum mit exemplarisch ausgewahlten Arten dargestellt, zusammen mit den bereits
charakterisierten Klasse 4-Proteinen aus Mensch, Backerhefe, Fruchtfliege und Fadenwurm. Zur
genaueren Einordnung der Verwandtschaftsverhiltnisse sind auch die Rad2/XPG-Klassen 1 bis 3 mit
jeweils drei Vertretern abgebildet. Sowohl GEN1 bildet einen eigenen separaten Ast im Stammbaum,
als auch SEND1, welche sich beide von den Klassen 2 und 3 abgrenzen. Die SEND1-Orthologe sind
homologer zu den Vertretern der Klasse 1, als zu den GEN1-Homologen. Auffallig ist, dass sowohl
DmGEN1 und HsGEN1 in einem gemeinsamen Unterzweig neben dem der pflanzlichen GEN1-
Orthologen gruppieren, wahrend ScYenl und CeGEN-1 nur wenig Sequenzhomologie zu den (ibrigen
Rad2/XPG-Nukleasen besitzen. Der Vergleich der GEN1- mit den SEND1-Homologen der Pflanzen
zeigt, dass im Blasenmiitzenmoss Physcomitrella patens und im Moosfarn Selaginella moellendorfii
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wie bei den Tieren und Pilzen ein GEN1-Ortholog gefunden wurde, jedoch keine Homolog zu
AtSEND1. Demnach besitzen die hoheren Pflanzen der Tracheophyta je zwei Paraloge der Klasse 4,
wahrend die Tiere und Pilze dhnlich den Prokaryoten, Phagen und Archaebakterien (in der Regel) nur
je eine HJ-Resolvase codieren. Dies spricht fir ein friihes Duplikationsereignis in der Evolution der
hoheren Pflanzen, kurz nach der Abspaltung der Moose und Farne, wonach die beiden duplizierten
Gene starker divergierten als die Orthologe zwischen den Arten.

Die Assoziierung der charakterisierten HJ-Resolvase HSGEN1 im Stammbaum mit den AtGENI1-
Orthologen, legt nahe, dass es sich auch bei den pflanzlichen Proteinen um Resolvasen handeln
konnte, auch wenn fir das am nachsten mit HsSGEN1 verwandte Protein, DMGEN, an einer Modell-HJ
keine HJ-Resolvaseaktivitdt gezeigt wurde. Um zu bestimmen, ob zum einen At1g01880 (AtGEN1)
eine pflanzliche HJ-Resolvase codiert und zum anderen zu klaren, welche Funktion das nahe
verwandte AtSEND1 spielt, wurden beide Proteine fir die biochemische Charakterisierung
ausgewahlt.

E] 76 CsiGEN1
L — 39 E PtGEN1
02 & CsGEN1
633 aa [S161 | — TcGEN1

47 % 80
AtGEN1 <—— OsGEN-L VVGEN1
100 AtGEN1

ZmGEN1
35}

WE OsGEN-L
SmGEN1

255 aa 454 - PpGEN1

I DmGEN
gb——— HsGEN1

AtSEND1<——> OsSEND-1 100 ZmSEND1
51 % 38} OsSEND-1

4rtaa = AtSEND1
CsSEND1
CsiSEND1
TcSEND1
16 VVSEND1
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52 PtSEND1

Klasse 4

|
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=3 ScRAD2
52_| ScEXO1
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AtEXO1
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Abbildung 3.1: Bioinformatische Analysen zur Sequenzhomologie

A: Sequenzhomologie zwischen AtGEN1, AtSEND1, OsGEN-L und OsSEND-1. Angegeben sind jeweils die Prozent
Ahnlichkeit in paarweisen Alignments. Die Lingen der alinierten N-terminalen Bereiche sind angegeben. B:
Stammbaum exemplarischer Vertreter aller vier Klassen der Rad2/XPG-Familie (errechnet nach der Minimum
Evolution-Methode). Lila markiert die GEN1-Orthologe, griin markiert die SEND1-Orthologe. Die lila bzw. grin
hinterlegten Bereiche markieren die pflanzlichen Proteine. AtMUS81 wurde als outgroup definiert. Die Zahlen an den
Verzweiungspunkten entsprechend dem Ergebnis der Bootstrap-Analyse. At = Arabidopsis thaliana, Csi = Citrus
sinensis, Cs = Cucumis sativus, Hs = Homo sapiens, Os = Oryza sativa, Pp = Physcomitrella patens, Pt = Populus
trichocarpa, Sc = Saccharomyces cerevisiae, Sm = Selaginella moellendorffii, Tc = Theobroma cacao, Vv = Vitis vinifera,
Zm = Zea mays
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3.1.2 Verifizierung der cDNA-Sequenzen von AtGEN1 und AtSEND1

Da der genomische Kontext mit dem vollstandig sequenzierten A. thaliana-Genom in der TAIR-
Datenbank (Version 10) hinterlegt war, wurden die cDNAs von AtGEN1 und AtSEND1 zunachst
bioinformatisch eingegrenzt.

Im Fall von At1g01880 (AtGEN1) befindet sich 284 bp upstream des putativen Start-ATG ein weiterer
ORF (At1g01890), welcher fiir eine tRNA (Anticodon CTT = Lysin) codiert. Das Triplet in frame direkt
vor dem putativen Start-ATG ist zudem ein Stoppcodon. In den 284 bp zwischen At1g01880 und
At1g01890 sind drei weitere Methionine codiert, jedoch existieren keine méglichen Intron/Exon-
Grenzen, was liber PCR bestatigt wurde (Abbildung 3.2). Demnach ist davon auszugehen, dass es sich
bei dem auf TAIR annotierten ORF-Beginn um das reale Start-ATG handelt. Das von TAIR
vorgeschlagene ORF-Ende ist aus analogen Argumenten der wahrscheinlichste Kandidat: 100 bp bzw.
275 bp downstream liegen die codierenden Bereiche fiir eine weitere tRNA (At1g01870) und eine
Dimethyladenosin-Transferase (At1g01860). Im intergenischen Bereich sind keine weiteren
potentiellen Stoppcodons und Intron/Exon-Grenzen vorhanden.

Flr At3g48900 (AtSEND1) sind die ORF-Grenzen aus bioinformatische Sicht weniger klar. Ein 189 bp
upstream lokalisiertes ATG konnte als alternativer ORF-Start zum annotierten ATG dienen: Es liegt
weit genug vom nachsten Gen (At3g48890) entfernt und kdnnte Teil eines 25 bp Exons sein, fir
dessen Splicing passende Intron/Exon-Grenzen vorhanden waren.

Uber die in Abbildung 3.2 schematisch zusammengefassten PCR-Reaktionen mit OligodT-Gesamt
cDNA als Template und gDNA als Kontrolle wurde bestétigt, dass die auf TAIR annotierten Start- und
Stoppcodons tatsachlich den Grenzen der ORFs von AtGEN1 und AtSEND1 entsprechen. Die
anschlieRende Klonierung und Sequenzierung zeigte, dass die cDNA-Sequenzen von AtGEN1 und
AtSEND1 mit den ORF-Vorhersagen der TAIR-Datenbank identisch sind.

At1901890
ATG ATG TAG At1g01870
3 fw 4 At1g01860
fM fﬂ l-——————————___‘__I ) 3'UTR
1= = At1g01880 - =1 —
Trv S 3
v rv
PCR-Produkte fw 3 i ~a 3y
e e ThG At3g48920
At3g48890 g
’ fw 1 w 2 fw 3 . rmmmm————m o f__|§ 3'UTR
= At3g48900 — =Ex
Trv 3rv
fw1 for =< } rv .y 5
W rv W rv
PCR-Produkte fw 3 ir

Abbildung 3.2: Bestimmung der ORF-Grenzen

Gezeigt ist eine schematische, nicht malstabsgetreue Darstellung der Gengrenzen von AtGEN1 (At1g01880, griin)
und AtSEND1 (At3g48900, lila) mit den Bindestellen der verschiedenen benutzten Primer (Sequenzen in Tabelle 2.2).
Jeweils unterhalb sind die verschiedenen Primerkombinationen und ihre PCR-Produkte an cDNA dargestellt:
gepunktete Linie = kein PCR-Produkt, hellgraue Linie = wenig PCR-Produkt, schwarze Linie = deutliches PCR-Produkt,
fw = Vorwartsprimer, rv = Rickwartsprimer. Dabei steht ein griines fw 1 fir den Primer MB-GEN1 fw 1, ein lilanes
fwl fir den Primer MB-Send fw 1.
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3.1.3 Die Chromo domain-like-Variante ist in beiden Orthologen
konserviert

Fir AtSEND1 sind in der TAIR-Datenbank zwei Eintrdage einer Chromo domain-like
(InterPro:IPR016197) bzw. Chromo domain (InterPro:IPR000953) hinterlegt, wahrend dies fiir AtGEN1
nicht der Fall ist. Die Analysen aller ndher charakterisierten Mitglieder der Klasse 4 der Rad2/XPG-
Familie (Ubersicht in Abbildung 3.4) mit dem SMART-Webserver ergaben keine weiteren Treffer.
Uber ScanProsite konnte in OsSEND-1 der gleiche Treffer wie fiir AtSEND1 (CHROMO_2, PS50013;
Chromo and chromo shadow domain) identifiziert werden, jedoch mit niedriger Konfidenz. Fir die
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LIGFERGLEASKILGATDSSGHLMFLMKWKGSDHADLXPAKLAHTRCEQVVLQFXEERLTWHTGSGN_
AtSEND1 374 - 438 Y S ]
KPOMPEKCPVSEIIKTRKVQGRECFEVSWNDLEGLESS IVPADLVERACPEKIIEFKE
B1 B2 B3 al Moz
AtGEN1 417 - 526 N I |
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B1 B2 B3 al N2y | | 3
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GSRNSNQLQPIRIVKTRIRNGVHCFEIEWEKP TIEEESLFEAAYPEIVAVYQKQKLETIKGKK
1 2 \;33\ at ) N2 NN
422-EHYAMEDKQHGEFALL-437 |
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Abbildung 3.3: Die Chromo domain-like-Variante (CDLV)

Manuelles Alignment der Chromo-Dominen von DmPc und DmHP1a (CD, ‘Eissenberg, 2001), Chromo Shadow-
Domanen (CSD) von DmHP1a und DmHP1b und entsprechender Sequenzabschnitte von AtSEND1, AtGEN1, HsGEN1
und ScYenl. Vertikale Striche zeigen dem Consensus entsprechende AS-Positionen an, geteilte vertikale Striche
symbolisieren der CSD entsprechende AS an dieser Position. Orange hinterlegte AS stellen konservierte, fiir die
Faltung der Domine wichtige AS dar (*Mendez et al., 2011). Der griine Pfeil markiert das fur die CSD
charakteristische V44 (Aasland und Stewart, 1995), welches in den Klasse 4-Homologen nicht konserviert ist.
Ausgefiillte Balken Uber der Sequenz symbolisieren bekannte Sekundarstrukturen, schraffierte Balken unterhalb
stellen auf Sequenzhomologie basierende Vorhersagen der Sekundarstruktur dar (o = a-Helix, B = B-Faltblatt). Die
grauen, geklammerten Sequenzabschnitte entsprechen Insertionen in der Chromo domain-like-Variante (CDLV), die
nur in den GEN1-Homologen vorkommen.
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Chromo-Domane ist unter PS00598 eine Consensus-Sequenz hinterlegt, welche in Abbildung 3.3
dargestellt ist. Anhand dieser und der urspriinglich charakterisierten Chromo- (CD) und Chromo
shadow-Domanen (CSD) aus D. melanogaster (Eissenberg, 2001; Mendez et al., 2011) wurden
AtGEN1, HsGEN1, ScYenl und die restlichen Vertreter der Klasse 4 (iber manuelle Alignments und
Sekundarstrukturvorhersagen, die sich aus Modellierungen der dreidimensionalen Struktur ableiten,
auf das Vorhandensein dhnlicher Sequenzabschnitte hin untersucht. Dies ist exemplarisch in
Abbildung 3.3 dargestellt.

Wie gezeigt, bestehen bereits deutliche Unterschiede zwischen den CDs und CSDs der Drosophila-
Proteine. Dennoch lassen sich die meisten konservierten Positionen mit dem Consensus in Einklang
bringen. Selbiges ist fir AtSEND1 und OsSEND-1 (nicht gezeigt) moglich, welche die groRte Anzahl an
Consensus-konformen AS-Positionen aufweisen. Die GEN1-Homologe der Tiere und Pflanzen zeigen
weniger Consensus-konforme AS-Positionen, die dreidimensionale Modellierung lasst aber wie fir
AtSEND1 und OsSEND-1 auf eine Sekundarstruktur aus B-Faltblattern gefolgt von zwei a-Helices
entsprechend der CSD schlieRen. Dagegen ist das CSD-spezifische Valin an Position 44 (griiner Pfeil in
Abbildung 3.3, Aasland und Stewart, 1995) weder in den SEND1- noch den GEN1-Homologen
vorhanden. In den GEN1-Homologen sind dagegen T44 und E46, die charakteristisch fiir die Sequenz
der CD sind, konserviert. Zusatzlich weisen die GEN1-Homologe eine, je nach Organismus
unterschiedlich lange, Insertion in der Mitte der Domane auf, welche laut den Modellierungen keinen
Einfluss auf die vorhergesagte Sekundarstruktur auslibt. Auf Grund dieser Abweichungen der
Primarstruktur von sowohl der CD- als auch CSD-Sequenzen aus Drosophila ist keine Zuordnung zu
CD oder CSD moglich. Stattdessen wurde von mir die Bezeichnung Chromo domain-like-Variante
(CDLV) gewahlt.

Fiir ScYenl konnten vier Consensus-konforme AS identifiziert worden, welche, wie in den Ubrigen
GEN1-Homologen, kurz vor der ebenfalls vorhanden Insertion im Bereich des zweiten B-Faltblatts
lokalisiert sind. Dariiber hinaus kdnnen keine weiteren Ahnlichkeiten festgestellt werden, weshalb

Holliday Junction Resolvasen

HsGEN1 1S 908 aa
DmGEN 8 - = 726 aa
CeGEN-1 mmmwm 1S 434 aa
ScYen1 . . SIS 759 aa
OSGEN-L mmmwms " SIS 629 aa
OSSEND-1 MW 641 aa
AtGEN1 8 . " 599 aa
AtSEND1 mmmwms 600 aa

. : - - halivohairnin.heli 5 Al in vitro HJ-Resolvase-
@ XPG-N: N-terminale XPG Domane == HhH2: helix-hairpin-helix Doméne IS akivitat gezeigt

XPG-I: interne XPG Doméne === Chromo domain-like-Variante (CDLV) Insertion in der CDLV

Abbildung 3.4: Die Chromo domain-like-Variante der Klasse 4 (Resolvasen)
Ubersicht tiber die Domé&nenstruktur der charakterisierten Vertreter der Rad2/XPG-Klasse 4
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anzunehmen ist, dass ScYenl keine CDLV besitzt. Im Fall von CeGEN1 begriindet sich das Fehlen der
Domane aller Wahrscheinlichkeit nach durch die verkiirzte AS-Sequenz des C. elegans Proteins,
welche in dem Bereich endet, wo die CDLV anhand der Homologie zu erwarten wére.

Flr die Gbrigen Klasse 4-Vertreter konnte gezeigt werden, dass sowohl die SEND1-, als auch die
GEN1-Homologe eine, wenn auch unterschiedliche, CDLV besitzen, was in Abbildung 3.4
zusammengefasst ist. Alignments von GEN1- und SEND1-Homologen der in der Phytozome-
Datenbank hinterlegten Pflanzen zeigen dariber hinaus, dass die betreffenden Sequenzabschnitte in
allen Pflanzen gut konserviert sind.

3.2 Klonierte Konstrukte, Expression, Aufreinigung

Flr die in vitro Charakterisierung wurden Expressionskonstrukte fir rekombinante Proteine von full
length AtGEN1 und AtSEND1 kloniert, die dem in Abbildung 2.1 abgebildeten Schema entsprechen.
Zur Expression der Konstrukte wurde der Bakterienstamm ER2566 ausgewdhlt, welcher eine
Coexpression von Chaperonen als Faltungshelfer ermoglicht. Es wurden finf verschiedene
Chaperonkombinationen (Tabelle 2.1) unter verschiedenen Bedingungen getestet. Dabei stellte sich
die Coexpression des Chaperons Trigger factor (Tif) mit dem in Kapitel 2.2.2.1 beschriebenen
Protokoll als die Variante mit der héchsten Ausbeute an full length Protein in der 16slichen Fraktion
heraus (nicht gezeigt).

Die Uber Streptactin-Affinitatschromatographie und Ni-IMAC doppelt aufgereinigten rekombinanten
Proteine wurden Uber kolloidal Coomassie-gefarbte SDS-PAGE-Gele (Abbildung 3.5) und Western
Blots gegen die C-terminalen His- bzw. Strepll-Tags (nicht gezeigt) auf ihre Reinheit und Identitat
Gberprift und im Vergleich mit einer BSA-Eichgerade quantifiziert.

Anhand der lila markierten Laufspuren in Abbildung 3.5 ist ersichtlich, dass rekombinantes AtGEN1
und seine AS-Austauschvarianten im 10% SDS-PAGE-Gel langsamer migrieren als zu erwarten. Die

< Abbildung 3.5: Aufgereinigte rekombinante
Mgl M of .
‘t:v. ,{o 'io ‘gg Proteine
AN Q QO Gezeigt ist der Aufreinigungserfolg fir AtGEN1,
QAN N N Q i . )
NXNQ Q9O N AtSEND1, und je zwei AS-Austauschvarianten.
(Z,} 5@ 5 $ Q’,} Rekombinantes AtSEND1 (72 kDa, griiner Pfeil)
4,_,53“‘_'—‘ QO 9 QO lauft im 10 %-SDS-PAGE-Gel (hier kolloidal
ng[ 20 80[140|200|260“M Coomassie-gefarbt gezeigt) knapp oberhalb der
; ; kDa 70 kDa Markerbande, wahrend rekombinantes
: ’ %gg AtGEN1 (71 kDa, lila Pfeil) deutlich oberhalb der
120 70 kDa- und AtSEND1-Bande lduft. Links ist eine
100 Eichgerade von BSA bekannter Mengen
§8< aufgetragen. M = PageRuler Unstained Protein
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theoretische Molekiilmasse von rekombinantem AtGEN1, im Folgenden nur noch AtGEN1 genannt,
betragt 70,98 kDa (inklusive der PCS und der Tags), wohingegen die apparente Molekiilmasse sich im
Bereich von 75 bis 80 kDa bewegt. Damit migriert AtGEN1 langsamer als rekombinantes AtSEND1,
welches in guter Entsprechung zu seiner theoretischen Molekiilmasse von 71,97 kDa knapp oberhalb
der 70 kDa-Bande des Markers liegt.

3.2.1 Aktivitatsnachweise und Negativkontrollen

AtGEN1 und AtSEND1 zeigen nukleolytische Umsatze einer Modell-HJ

Um die hergestellten rekombinanten Proteine nach Expression und Aufreinigung auf ihre Aktivitat zu
Uberprifen, wurden Aliquots der jeweiligen Hauptelutionsfraktionen nach der Streptactin-
Affinitdtschromatographie mit der partiell mobilen Holliday Junction (pmHJ) unter den in Kapitel
2.1.5 angegebenen Reaktionsbedingungen fiir die pmHJ inkubiert. Sowohl AtGEN1 als auch AtSEND1
zeigen eine konzentrationsabhangige nukleolytische Aktivitdt, welche in einem charakteristischen
Spektrum an Produkten resultiert, welches sowohl Gemeinsamkeiten als auch Unterschiede zwischen
den beiden Proteinen aufweist. Beide Proteine erzeugen an Strang 1 bevorzugt
Nebenschnittprodukte, die langer sind als die Hauptschnittprodukte, wahrend es an Strang 2
umgekehrt ist. Im Gegensatz zu AtSEND1 ist fir AtGEN1 eine deutliche Praferenz fiir die Spaltung von
Strang 1 zu erkennen, wahrend AtSEND1 bevorzugt an Strang 2 aktiv ist.

Nicht alle Austausche konservierter AS fithren zum vollstandigen Aktivitatsverlust

Um flr die Aktivitats-Assays eine bessere Negativkontrolle zu haben, als die in Abbildung 3.6
ebenfalls gezeigte Mock-Kontrolle, wurden verschiedene AS-Austauschvarianten von AtGEN1 und
AtSEND1 hergestellt und an der pmHJ auf Aktivitat getestet. Dazu wurde eine Auswahl der in Tabelle
4.1 aufgefiihrten, innerhalb der Rad2/XPG-Familie konservierten Aminosduren gegen Alanin
ausgetauscht. Sowohl AtGEN1 D163A als auch AtSEND1 D165A (D181A in HsFEN1) zeigen eine, im
Fall von AtSEND1 D165A deutliche, Restaktivitdt an der pmHJ mit den gleichen Bevorzugungen fiir
einen der beiden Strange wie die unverdnderten Proteine. Um diese Restaktivitdt ndher zu
charakterisieren, wurden beide AS-Austauschvarianten in den weiteren Experimenten an HJs parallel
zu den WT-Proteinen getestet. In den Abbildungen 3.22, 9.5 und 9.9 ist ersichtlich, dass die schwache
Restaktivitdat an zwei weiteren Modell-HJs und den XO-basierenden 5‘-Flaps die gleichen
Hauptschnittpositionen in den jeweiligen Strangen aufweist wie AtGEN1 bzw. AtSEND1. Die Spezifitat
der Nebenschnitte wird teilweise durch den AS-Austausch verandert, wie an der konzentrierteren
Produktverteilung von AtSEND1 D165A an der pmHJ zu erkennen (Abbildung 3.6). Daraus kann
gefolgert werden, dass sowohl Schnitteffizienz als auch die Spezifitat der Schnitte beeinflusst werden
kann.

Die AS-Austausche D75A und E140A/E142A in AtGEN1 und ihre Entsprechungen in AtSEND1 (D76A,
E142A/E144A) zeigen keine detektierbare Aktivitdt an der pmHJ. Somit fihren diese Austausche zu
einem Verlust der Nukleaseaktivitdt. AtGEN1 D75A und AtSEND1 D76A wurden fir die folgenden
Experimente als Negativkontrolle ausgewahlt, da fiir die entsprechenden AS in HsSFEN1 gezeigt
wurde, dass dieser Austausch die Fahigkeit zur Substratbindung nur um den Faktor 2 beeintrachtigt,
wahrend der E158A-Austausch in HSFEN1 zum vélligen Verlust der Substratbindung fihrt (Shen et al.,
1997). Demnach geniigten die Proteinvarianten AtGEN1 E140A/E142A und AtSEND1 E142A/E144A
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nicht den Anspriichen an eine moglichst vergleichbare Negativkontrolle fir eventuelle nach der
Aufreinigung noch vorhandene E. coli-Kontaminationen.
Aus Griinden der Ubersichtlichkeit wurde auf die Darstellung der Negativkontrollen bei jedem
einzelnen Versuch verzichtet. Stattdessen sind die Kontrollen in Abbildung 9.3 und Abbildung 9.4 als
Ubersicht aller getesteten Substrate zusammengefasst.

E140A/ E142A/
E144A

AtGEN1 | D75A D165A | Mock

E142A D163A | AtSEND1 | D76A

1:2 11:10[ 1:2 i1:10| 1:2 11:10

1:2 11:101:30 1:2 11:1011:30| 1:2 i1:10| | 1:2 i1:10| 1:2 11:10| 1:2 11:10

— e ... cesssssscann e
P|:.... » Tl [
r
pmHJ

1:2 11:1011:30| 1:2 i1:10[ 1:2 i1:10| 1:2 i1:10/| 1:2 11:1011:30| 1:2 i1:10/| 1:2 i1:10| 1:2 11:10[ 1:2 1:10
— uMN'-OcoMMLm.

‘TIIIE - _1z

Abbildung 3.6: Aktivitdtsnachweis von AtGEN1 und AtSEND1 an der pmH)J

Nachweis der Aktivitdt von AtGEN1 und AtSEND1 bzw. der Test auf Aktivitdtsverlust durch die vorgenommenen
AS-Austausche an der partiell mobilen Modell HJ (pmHJ). Getestet wurden je 8 pl Elutionsfraktion Eg.,2 nach der
Streptactin-Affinitdtschromatographie in den angegebenen Verdinnungen (ausgehend von vergleichbaren
Konzentrationen). Es zeigen sich fir AtGEN1 und AtSEND1 konzentrationsabhangige Aktivitaten an beiden Armen
der pmHJ, wobei AtGEN1 bevorzugt den markierten Strang 1 schneidet (1*), AtSEND1 ist dagegen an Strang 2 (2*)
aktiver. Deutlich erkennbar ist die Aktivitat von AtSEND1 D165A an Strang 2 der pmHJ und schwécher an Strang 1.
AtGEN1 D163A zeigt eine sehr schwache Restaktivitdit an Strang 1. Die AS-Austauschvarianten AtGEN1 D75A,
E140A/E142A und ihre Entsprechungen in AtSEND1 zeigen keinerlei Aktivitdt an der pmHJ. Fir die Mock-Proben
wurden ER2566-Zellen mit dem Leervektor pETDuetl-HisStrepll-PS-C und pTfl6 cotransformiert und wahrend
Expression und Aufreinigung identisch zu den restlichen Ansatzen behandelt. Gezeigt ist das Autoradiogramm nach
elektrophoretischer Auftrennung der Signale durch denaturierende 12 %-7 M-Urea-TBE-PAGE. P = spezifische
Nukleaseprodukte

3.3 Substratspezifitat von AtGEN1 und AtSEND1

Genickte Duplices und 3‘-Flaps sind keine Substrate fiir AtGEN1 und AtSEND1

Resolvasen prozessieren Modell-HJs durch symmetrische Schnitte zu genickten Duplices (nD). Weder
AtGEN1 noch AtSEND1 konnen Duplices mit einem Nick in der Mitte eines Stranges oder zwei
Nukleotide 3 davon umsetzen (Abbildung 3.7). Auch nD-Substrate mit einem U(berstehenden 3‘-
Nukleotid stimulieren keine nukleolytische Spaltung des vollstandigen, komplementaren Stranges.
Das gleiche gilt fir den teilweise ungepaarten Strang eines 3‘-Flap-Substrates. Auch dieses wird
weder von AtGEN1 noch AtSEND1 im markierten Strang geschnitten (siehe Abbildung 3.9).
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Abbildung 3.7: Genickte Duplices (nD) sind keine Substrate fiir AtGEN1 und AtSEND1

Gezeigt ist das Autoradiogramm einer denaturierenden 20 %-7 M-Urea-TBE-PAGE von Triplikaten von AtGEN1 bzw.
AtSEND1 an vier verschiedenen genickten Duplices. Weder AtGEN1 noch AtSEND1 zeigen detektierbaren Umsatz und
unterscheiden sich nicht von der Pufferkontrolle. Das markierte Oligonukleotid (orange, Punkt am Ende markiert das
5-*P) ist in allen Substraten das gleiche. M = Marker aus markierten Oligonukleotiden definierter Linge in 2 nt-
Schritten unterhalb von 40 nt.

AtGEN1 und AtSEND1 schneiden komplexere Strukturen mit leicht unterschiedlicher Praferenz

Sowohl AtGEN1 als auch AtSEND1 zeigen an einem Spektrum verzweigter DNA-Strukturen
nukleolytische Aktivitat, jedoch mit unterschiedlichen Praferenzen bezlglich der am besten
umgesetzten Struktur(en) (Abbildung 3.8). Es wurden eine HJ mit 26 bp Homologiebereich im
Zentrum der Junction (X26), auf den gleichen Sequenzen basierende genickte HJs (nX-30 und nX-32),
eine Replikationsgabel (RF1) und genickte Duplices getestet. Weitere getestete Substrate waren eine
statische HJ (X0) und ein 5‘-Flap auf Basis der X0.

Die statische X0-HJ wird im Gegensatz zu genickten Duplices und dem 3‘-Flap mit einem
Maximalumsatz nach 60 min von 86 % (AtGEN1) bzw. 72 % (AtSEND1) aufgeldst, wobei im Fall von
AtSEND1 noch kein Plateau erreicht ist. Das gleiche gilt bei AtSEND1 auch fiir die weiteren getesteten
Substrate, von denen lediglich die Replikationsgabel (RF1) keinen deutlichen Umsatzanstieg zwischen
30 und 60 min verzeichnet. Nach der X0 ist die X26-HJ mit homologem Kernbereich das am
zweitschwachsten umgesetzte verzweigte Substrat. Im Fall von 30 nM AtGEN1 bleibt der
Maximalumsatz ca. 6 % hinter dem der restlichen Strukturen zuriick und die Kurve steigt wie bei
AtSEND1 deutlich langsamer an.

AtGEN1 zeigt an den anderen Substraten unter den getesteten Bedingungen keine weiteren
Unterschiede. Sowohl die genickten HJs nX-30 und nX-32, als auch die Replikationsgabel RF1 und der
5‘-Flap sind bereits nach 7,5 min in Anwesenheit von 30 nM AtGEN1 komplett umgesetzt. Das rechte
Diagramm in Abbildung 3.8A zeigt die Zeitkinetik fiir diese vier Strukturen im Vergleich mit der X26
noch einmal mit 1,5 nM AtGEN1. Auch hier zeigen sich keine deutlichen Unterschiede zwischen nHls,
RF1 und 5‘-Flap, wohingegen deren Bevorzugung gegeniiber der X26 deutlich ist.

AtSEND1 dagegen zeigt eine feinere Abstufung. Beide nHJs werden gleich schnell und im gleichen
Umfang aufgelost, wobei die Steigung der Kurven es moglich erscheinen lasst, dass die intakte X26
bei langerer Inkubation zum gleichen Umfang umgesetzt werden kdénnte. Der 5'-Flap wird dagegen zu
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Beginn langsamer umgesetzt, nach 60 min ist aber der gleiche Maximalumsatz erreicht, wie die RF1
(Abbildung 3.8B), welche das bevorzugte Substrat von AtSEND1 unter den verwendeten
Reaktionsbedingungen darstellt.

Beide Proteine besitzen somit die Fahigkeit ein relativ breites Spektrum verzweigter DNA-Strukturen
zu schneiden. lhre jeweiligen, leicht unterschiedlichen Praferenzen lassen sich zusammenfassen zu:

5-Flap = genickte mobile HJ = Replikationsgabel > mobile HJ > statische HJ

Replikationsgabel > 5‘-Flap > genickte mobile HJ > mobile HJ > statische HJ
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Abbildung 3.8: Umsatz verschiedener verzweigter DNA-Strukturen liber Zeit

A, links: Gesamtumsatz (Quantifizierung Gber native Gele) verschiedener DNA-Junctions durch 30 nM AtGEN1. Der
Umsatz an den genickten HJs (nX-30 und nX-32), dem 5‘-Flap und der RF erreichen bereits nach 5 min Vollumsatz,
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wahrend die X26 und X0 hinter diesem zurlickbleiben. Der einzelne Zeitwert fiir den nD bei 30 min zeigt keinen
Umsatz durch AtGEN1 an. A, rechts: Um eine Aussage Uber mogliche Unterschiede zwischen nHJs, 5‘-Flap und RF
machen zu kdénnen, wurden diese Substrate mit der X26 als Vergleich mit 1,5 nM AtGEN1 erneut getestet. Es zeigt
sich, dass alle vier Strukturen gleich effizient von AtGEN1 umgesetzt werden. B: Analog zu A mit 30 nM AtSEND1. Es
zeigen sich deutlichere Unterschiede im Umsatz als fliir AtGEN1. Die RF stellt das bevorzuge Substrat dar, dicht
gefolgt vom 5°-Flap. Die nHJs werden besser umgesetzt als die X26, wahrend die X0 am langsamsten aufgeldst wird.

3.4 Einfach verzweigte Junctions: 5- und 3‘-Flap

Der Vergleich mit anderen verzweigten DNA-Strukturen im vorangegangenen Kapitel ergab, dass 5°-
Flaps auf Basis der statischen X0-HJ ein bevorzugtes Substrat sowohl fir AtGEN1 als auch AtSEND1
darstellen. Zur genaueren Charakterisierung der nukleolytischen Aktivitdt beider Enzyme wurden
diese an vier verschiedenen 5'- und einem 3‘-Flapsubstrat im Hinblick auf ihre Schnittmuster
und -effizienzen untersucht. Dabei wurde fiir jeden 5'-Flap ein anderer Strang der X0-HJ als
5-Uberhang verwendet um den Sequenzkontext entsprechend der vier Strdnge der HJ zu variieren.
Die Schnittmusterbestimmung erfolgte (iber Sequenziergele (Abbildung 9.5) und ist schematisch in
(Abbildung 3.9A) zusammengefasst.

AtGEN1 und AtSEND1 zeigen an allen 5‘-Flap-Substraten eine eindeutige Praferenz fir die
Schnittposition ein Nukleotid 3‘ des ss/dsDNA-Ubergangs. AtSEND1 erzeugt am 5'-Flap2 einen
zusatzlichen Schnitt zwei Nukleotide 3‘ des JP (Abbildung 3.9A rechts, rote Pfeile). Dieser kommt
jedoch nur 0,13x so haufig vor wie der Hauptschnitt 1 nt 3 des JP. Somit zeigen AtGEN1 und
AtSEND1 eine Aktivitat an 5'-Flap-Substraten, die den FEN1-Flapendonukleasen entspricht.

Der Vergleich der vier, aus unterschiedlichen Oligonukleotiden zusammengesetzten, 5'-Flaps zeigt,
dass AtGEN1 den 5'-Flap3 mit 45 % Gesamtumsatz (bestimmt lber native Gele) deutlich schlechter
umsetzt als die Ubrigen drei Substrate, die zwischen 87,4 % und 92,4 % Gesamtumsatz aufweisen
(Abbildung 3.9B). AtSEND1 zeigt geringere Unterschiede in den Gesamtumsatzen (minimal 84,7 % bis
maximal 93,6 %) jedoch ist der 5‘-Flap2, an welchem AtSEND1 die zuséatzliche Schnittposition 2 nt 3°
des JP aufweist, das am schlechtesten umgesetzte Substrat. Betrachtet man die Schnitthaufigkeiten
nur fur den Hauptschnitt 1 nt 3‘ des JP (anhand der PfeilgréRe in Abbildung 3.9A) wird der
Unterschied auch fiir AtSEND1 deutlicher, jedoch nicht so ausgepragt wie flir AtGEN1. Abbildung
3.9B zeigt den Sequenzkontext fir je sechs Positionen 5 und 3 des JP, die Hauptschnittposition liegt
genau rechts neben den fett gedruckten Basen. Es lasst sich keine offensichtliche Korrelation
zwischen Sequenzkontext und Schnitthdufigkeit erkennen, dennoch ist der Einfluss der
Oligonukleotidsequenz ein moglicher Grund fiir die unterschiedlichen Aktivitdten an den strukturell
gleichen Substraten.

Dass die Struktur einen Ubergeordneten Einfluss auf die Aktivitat beider Proteine ausibt, ist am 3'-
Flap-Substrat ersichtlich. Obwohl es die gleiche Sequenz am ss/dsDNA-Ubergang des markierten
Oligonukleotids aufweist, wie der 5‘-Flapl, wird es von AtGEN1 und AtSEND1 nicht geschnitten
(Abbildung 3.9C).
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Abbildung 3.9: Aktivitat an 5‘- und 3‘-Flap-Substraten

A: schematische Zusammenfassung des Schnittmusters von AtGEN1 (links) und AtSEND1 (rechts) an vier
verschiedenen 5‘-Flap-Substraten (dunkelblau: 5‘-Flapl, rot: 5-Flap2, hellblau: 5‘-Flap3, orange: 5‘-Flap4). Die
GroRen der Pfeile sind proportional zum Anteil des jeweiligen Schnittprodukts am Gesamtsubstrat. Gezeigt ist der
Bereich 15 Nukleotide um den JP, die Striche an den Enden symbolisieren weitere 14 Nukleotide. Alle Substrate
wurden am 5‘-Ende des Uberhangs mit 32P markiert, symbolisiert durch *. B: Gesamtumsatz der 5‘-Flaps durch
AtGEN1 und AtSEND1 im Vergleich. Die Quantifizierung erfolgte an Autoradiogrammen nativer Gele. In der Mitte ist
der Sequenzkontext in 5‘-3‘-Richtung von 12 Positionen um den ss/dsDNA-Ubergang (JP) fiir die jeweiligen
5-Flaps1 — 4 gezeigt. Der Pfeil markiert die Hauptschnittposition 1 nt 3‘ des JP C: AtGEN1 und AtSEND1 zeigen keine
Aktivitat an 3‘-Flapl, welcher den gleichen markierten Strang trdgt wie der 5'-Flapl. Gezeigt sind Ausschnitte aus
dem Autoradiogramm einer denaturierenden 20 %-7 M-Urea-TBE-PAGE. 60, 40 und 30 geben die Liange der
Markeroligonukleotide in nt an.

3.5 Zweifach verzweigte Junctions: X26-RFs

Da AtGEN1 und AtSEND1 Replikationsgabeln nachahmende Strukturen zu ihren bevorzugten
Substraten zahlen, stellt sich die Frage nach den genauen Eigenschaften dieser Aktivitat. Zu diesem
Zweck wurden drei oligonukleotidbasierende Replikationsgabel RF1 — RF3, basierend auf der Sequenz
der X26-HJ, mit unterschiedlich positioniertem JP und verschiedenen Einzelstrangliicken in der
Entsprechung des Folgestrangs getestet. Die Unterschiede werden an der schematischen Darstellung
in Abbildung 3.10 deutlich. Die genaue Komposition der RFs wurde dabei durch Ergebnisse an den
genickten X26-HJs, welche in Kapitel 3.6 dargestellt werden, bestimmt. Zudem tragt das
Oligonukleotid, dessen 5-Ende am JP liegt, ein endstandiges Phosphat, um eine natiirliche Topologie
des JP nachzuahmen.

Auffillig ist die Tatsache, dass beide Proteine nur Strang 1 (blau) aller drei RFs mit einer Haufigkeit
von ca. 80 % schneiden, aber keinerlei Aktivitdt an Strang 2 (rot) aufweisen (Abbildung 3.10 und
Abbildung 3.11). Dies lasst vermuten, dass entweder nur die Folgestrangmatrize einer RF als
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Abbildung 3.10: Schnittmusterbestimmung an X26-RFs, Sequenziergel

Autoradiogramm des Sequenziergels zur Schnittmusterbestimmung von AtGEN1 und AtSEND1 an 3 verschiedenen
X26-basierenden RF-Substraten. Es wurde immer jeweils ein Strang pro RF am 5‘Ende radioaktiv markiert
(symbolisiert durch die Punkte; 1* = Strang 1 £ Matrizenstrang der Folgestrangsynthese, 2* = Strang 2 =

Matrizenstrang der Leitstrangsynthese). Alle Proteinproben wurden als Duplikate geladen. M = Laufweite von
Markeroligonukleotiden definierter Lange. Die Markerbanden selbst sind in der hier gezeigten linearen Darstellung
auf Grund ihrer schwachen Markierung nicht sichtbar.

Nukleasesubstrat von AtGEN1 und AtSEND1 dient oder der Strang 2 keine fiir eine Schnittaktivitat
glnstige Sequenz beinhaltet. Gegen letzteres spricht jedoch, dass die intakte X26-HJ, die auf dem
gleichen Sequenzkontext basiert, in Strang 2 gespalten wird (siehe Abbildung 3.22).

Flr alle drei RFs wird angenommen, dass der Verzweigungspunkt durch vollstandige Hybridisierung
der beiden kiirzeren Oligonukleotide mit ihrem 60 nt Gegenoligonukleotid bestimmt wird und somit
RF1 und RF2 einen einzelnen 28 bp Arm und zwei gespreizte 32 bp Arme aufweisen, obwohl sie einen
zentralen homologen Kernbereich von 26 nt besitzen. Analog sollte die RF3 drei gleich lange Arme
von je 30 bp aufweisen, wie in der schematischen Strichgrafik in Abbildung 3.10 gezeigt. Unter dieser
Annahme besitzt die RF2 eine Einzelstrangliicke direkt am JP von einem Nukleotid im Folgestrang, die
RF3 eine Gap von 3 nt im Folgestrang.

AtGEN1 erzeugt an RF1 und RF2 ein identisches Schnittmuster mit einem Hauptschnittprodukt von
32 nt Lange und je zwei schwachen Nebenschnitten an Position 31 und 33 (Abbildung 3.10 und
Abbildung 3.11A). Der 1 nt Gap scheint demnach keinen Einfluss auf die Aktivitdt von AtGEN1 an
dieser RF zu nehmen. Die RF3 mit 30 bp Armen wird zu gleichen Teilen zwischen den Nukleotiden 29
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und 30 sowie 30 und 31 gespalten (Schnittprodukte von 30 nt und 31 nt). Somit spaltet AtGEN1 alle
drei RFs exakt im JP mit einem zusatzlichen Schnitt in der RF3 ein Nukleotid 3‘ des JP.

Wie AtGEN1 zeigt AtSEND1 unter den Assaybedingungen einen Gesamtumsatz aller drei RFs von
knapp liber 80 % (Abbildung 3.11B). AtSEND1 erzeugt an allen drei Substraten drei Schnittprodukte
mit einem zentralen Hauptschnitt und zwei Nebenschnitten (1 nt langer bzw. kiirzer), vergleichbar
mit der Aktivitdat von AtGEN1 an den RFs 1 und 2. Dabei zeigt das Hauptprodukt von 33 nt an RF1 und
RF2 eine bevorzugte Schnittstelle ein Nukleotid 3‘ des JP an, wahrend an der RF3 der Hauptschnitt
exakt im JP selbst gesetzt wird.

Eine schematische Zusammenfassung der Schnittmuster von AtGEN1 und AtSEND1 ist in Abbildung
9.6 dargestellt und die hier prasentierten Ergebnisse werden in den Kapiteln 3.6.3 und 4.4 mit denen
der genickten HJs in Zusammenhang gebracht.

>
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Abbildung 3.11: Schnittmusterbestimmung an X26-RFs, Quantifizierung

Quantifizierung der einzelnen Schnittprodukte von AtGEN1 (A) und AtSEND1 (B) an den X26-RF-Substraten.
Schwache Signale, die in den Diagrammen sichtbar sind, nicht jedoch in Abbildung 3.10, liegen unterhalb der
Detektionsgrenze der linearen Darstellung und sind nur durch Gammaverstarkung zu identifizieren. T = Summe der
Anteile aller Produkte am Gesamtsignal [%]
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3.6 AtGEN1 und AtSEND1 an genickten Holliday Junctions

Genickte HJs sind neben den bereits beschriebenen 5‘-Flaps und Replikationsgabeln bevorzugte
Substrate von AtGEN1 und AtSEND1. Zudem stellen sie, nachdem zuerst einfach verzweigte Substrate
(Flaps und RFs) getestet wurden, einen weiteren Schritt in Richtung der komplexeren, vollstandigen
4-Wege-Kreuzungen dar. Die Aktivitdt an nHJs im Vergleich zur intakten HJ ermoglicht zudem
Aussagen Uber den Schnittmechanismus der potentiellen Resolvasen (vgl. Kapitel 1.3.1.4.1).

In dieser Arbeit wurden zwei nHJs getestet. Beide basieren auf der teilweise migrierbaren X26-HJ und
unterscheiden sich von dieser lediglich durch den unterschiedlich positionierten Nick in Strang 3. Um
die genickten Modell-HJs moglichst gut den natirlichen Gegebenheiten anzunahern, trugen die
Oligonukleotide, welche die zweite Halfte des Stranges 3 bildeten (Oligonukleotide ,3b“), ein 5'-
Phosphat. Somit konnte die natiirliche Topologie des Nicks mit einem 3‘-OH und 5‘-Phosphat, wie
nach dem Nicking durch eine Endonuklease vorhanden, nachgeahmt werden. Die Auswahl der
Positionen der Nicks basiert auf Ergebnissen an der intakten X26 (Kapitel 3.8) und wird in Kapitel
3.6.3 nadher erlautert werden.

3.6.1 Die nX-30: eine nH] mit zentralem Nick

Aktivitat von AtGEN1 und AtSEND1 an Strang 1 der nX-30

AtGEN1 und AtSEND1 prozessieren die nX-30-HJ mit einem Nick in der Mitte des Strangs 3 lber
nukleolytische Spaltung der Strdange 1 und 4, wobei Strang 1 der gegeniiberliegende, antiparallele
Strang zu Strang 3 ist. Die Schnitthdufigkeit ist flir beide Proteine jeweils in Strang 1 héher (85 % bzw.
75 %) als in Strang 4, welcher von AtGEN1 zu 50 % gespalten wird und von AtSEND1 zu 25 %
(Abbildung 3.12B). Diese Bevorzugung passt zu den Erwartungen an eine Resolvase, welche die nHJ
durch einen symmetrisch orientierten Schnitt gegeniber dem Nick auflosen sollte, erfiillt dieses
Kriterium jedoch nicht vollstiandig. Die Bestimmung der Produktlangen zeichnet ein
widerspriichliches Bild. AtGEN1 setzt zwei Hauptschnitte nach Nukleotid 30 und 31 in Strang 1
(Abbildung 3.12A, Spuren 2 und 3), wobei das 31 nt-Produkt mit 51,4 % des Gesamtprodukts das
haufigere ist und das 30 nt-Produkt noch 28,2 % des Gesamtprodukts ausmacht (Abbildung 3.12B,
links). Somit liegt der Hauptschnitt durch AtGEN1 genau 1 Nukleotid in 3‘-Richtung versetzt zum Nick
in Strang 3, wahrend die Position exakt gegenliber auch, aber schwacher gespalten wird.

Im Fall von AtSENDL1 ist die Situation eine andere. AtSEND1 zeigt eine deutliche Praferenz fiir den
Schnitt exakt gegenliber dem Nick und erzeugt mit 60,4 % an der Summe der Produkte bevorzugt ein
30 nt-Schnittprodukt von Strang 1 (Abbildung 3.12A, Spuren 4 und 5, Abbildung 3.12B, rechts). Die
von AtGEN1 bevorzugte Position ein Nukleotid 3‘ davon wird auch von AtSEND1 gespalten, jedoch
mit 23,4 % des Gesamtprodukts nur ca. ein Drittel so hadufig. Somit lasst sich fir AtSEND1 eine
Aktivitat festhalten, die in der Wahl der Schnittposition einer HJ-Resolvase entspricht.

Die Spaltung von Strang 4 der nX-30 fiihrt zu Nicht-Resolvaseprodukten

Die Aktivitat beider Enzyme an Strang 4 gibt Grund zur genaueren Betrachtung des Schnittmusters,
welches in Abbildung 3.13 zusammengefasst ist. Im Vergleich von AtGEN1 zu AtSEND1 fallt auf, dass
zwar die Schnitteffizienz in Strang 4 deutlich unterschiedlich ist, jedoch die Positionen der
nukleolytischen Spaltung die gleichen sind, ebenso wie die Praferenz fiir Position 33. Die Aktivitdaten
von AtGEN1 und AtSEND1 im Strang 4 fiihrt zur Bildung von Produkten, die nicht einer
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Abbildung 3.12: Schnittmusterbestimmung an der nX-30
A: Autoradiogramm des Sequenziergels zur Schnittmusterbestimmung von AtGEN1 und AtSEND1 an der nX-30. Es

wurde immer jeweils ein Strang pro RF am 5‘-Ende radioaktiv markiert (symbolisiert durch die Punkte). M =
Laufweite von Markeroligonukleotiden definierter Ldnge. Die Markerbanden selbst sind in der hier gezeigten
linearen Darstellung auf Grund ihrer schwachen Markierung nicht sichtbar. B: Quantifizierung der einzelnen
Schnittprodukte von AtGEN1 und AtSEND1 an den Strangen 1 und 4 der nX-30. Es werden nur die Schnittprodukte
zwischen 18 und 37 nt gezeigt. Der vollstandige Datensatz inklusive der Strdnge 2 und 4 ist in Abbildung 9.7 zu
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finden. Der hellgraue Pfeil in den Diagrammen zeigt die Position gegeniber dem Nick an. T = Summe aller Produkte
am Gesamtsignal [%)].
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Abbildung 3.13: Schnittmuster der nX-30

Gezeigt ist der migrierbare Kernbereich der nX-30 plus ein Nukleotid des heterologen Bereichs. Lila Pfeile
symbolisieren die Schnittpositionen von AtGEN1, griine Pfeile die von AtSEND1. Die GréRe der Pfeile entspricht dem
Anteil des Produkts am Gesamtsignal, also der Gesamtmenge an DNA (Substrat und Produkte, Werte in den
Diagrammen in Abbildung 3.12B). Es werden nur Schnittpositionen gezeigt, die mehr als 5 % am Gesamtprodukt des
jeweiligen Stranges ausmachen. Die Position des Nicks im JP wird durch den grauen Pfeil angezeigt und die
angrenzenden Basen sind klein geschrieben.

HJ-Resolvaseaktivitat entsprechen, namentlich kurzen Duplices und RF-Zwischenstrukturen. Die
Analyse der Schnittprodukte im nativen Gel (Abbildung 3.14) zeigt, dass beide Enzyme an den 1*-
und 4*-markierten nX-30-HJs sowohl Resolvaseprodukte (nD) als auch Nicht-Resolvaseprodukte (kD =
ein vollstandiger abgespaltener dsDNA-Arm der HJ) erzeugen. Dabei erzeugt AtGEN1 nD und kD
ungefahr im Verhiltnis 1:1, wihrend AtSEND1 ein Verhiltnis von 3/4 zu 1/4 zeigt. Uber die 2*-
Markierung lassen sich fiir beide Proteine nur Produkte detektieren, die dem nD entsprechen. Mit
der 3*-Markierung erzeugt AtSEND1 ebenfalls nur nD-Produkte, wahrend mit AtGEN1 zusatzlich eine
minimale Menge an RF-Intermediat detektierbar ist.
Anhand dieser Daten stellen sich zwei Fragen:
1. Ist diese Aktivitat an der nX-30 ein Einzelfall oder Idsst es sich mit anderen HJs reproduzieren?
2. Wie hdangen Schnittmuster und native Produktstrukturen zusammen?
Fiir die Antwort auf Frage 1 sei auf die Kapitel 3.6.2 und 3.7 verwiesen, in denen die Aktivitdat von
AtGEN1 und AtSEND1 an der nX-32 und der statischen X0 analysiert wird.
Um zu kldren, welche Schnittprodukte von Strang 1 der nX-30 in welcher nativen Produktstruktur
wiederzufinden sind, wurde das in Abbildung 3.15A schematisch zusammengefasste Experiment
durchgefiihrt. Die Spuren 7 — 12 in Abbildung 3.15B zeigen, dass im Fall von AtSEND1 die Verteilung
der Schnittprodukte fir Resolvaseprodukte (nD) und Nicht-Resolvaseprodukte (kD) identisch sind.
Sowohl bei der Auflésung zu nD als auch zu kD durch AtSEND1 erfolgen die Schnitte hauptsachlich an
Position 30 (ersichtlich am starken Signal der 30 nt-Produktbande) und nur untergeordnet an
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Abbildung 3.14: AtGEN1 und AtSEND1 an nX-30 — native Produktstrukturen

A: Gezeigt sind exemplarische Spuren von Reaktionsprodukten von AtGEN1 und AtSEND1 an der nX-30, jeweils an
einem der vier Strdnge markiert (symbolisiert durch die Punkte). Native 12 % TBE-PAGE, M = native
Markerstrukturen. Horizontale Linien zeigen die Laufhéhe der rechts dargestellten Strukturen an (von oben nach
unten: RF, nD, kD, 30 nt ssDNA). Die mit * markierten horizontalen Linien zeigen die Laufhohe von 5‘-Flap-Strukturen
an. Die Markerspuren sind gammaverstarkt dargestellt (Faktor 2,3 in AIDA), da die sehr schwachen Signale anders
nicht sichtbar sind. Alle anderen Spuren sind linear dargestellt. B: Quantifizierung der nativen Produktstrukturen
nach Umsatz der vier verschieden markierten nX-30-HJs durch AtGEN1 (oben) bzw. AtSEND1 (unten). Die
Gesamthohe der Saulen entspricht dem Anteil der Summe aller Produkte an der Gesamt-DNA je Ansatz [%].

Position 31. Dies entspricht der in Abbildung 3.12B gezeigten Verteilung. Fiir AtGEN1 zeigt sich
dagegen ein differenziertes Bild. Wahrend die genickten Duplices nahezu ausschlieBlich tiber Schnitte
durch AtGEN1 an Position 31 im Strang 1 (31 nt-Produkt) entstehen (Abbildung 3.15B, Spuren 1 —6),
finden sich sowohl Produkte von 31 nt als auch 30 nt Lange beim kurzen Duplex. Das bedeutet, dass
der Schnitt exakt gegeniiber dem Nick nicht wie erwartet mit einer Resolvaseaktivitat korreliert,
sondern stattdessen ausschlieRlich zu einem Produkt fiihrt, welches einem einzelnen Arm der HJ
entspricht. Damit ein solches Produkt entstehen kann, muss entweder der erste Schnitt in Strang 1
erfolgen, was zu einem nD-Produkt fiihrt, und dieses dann durch einen weiteren Schnitt in Strang 4 in
zwei kurze Duplices zerteilt werden. Alternativ kann der erste Schnitt in Strang 4 erfolgen, was in der
Bildung eines RF-Intermediats resultiert, von dem dann durch den zweiten Schnitt in Strang 1 ein
zweiter kurzer Duplex abgespalten wird. In jedem Fall missen zwei Schnitte in benachbarten
Strangen erfolgen. Die Tatsache, dass, wie in Kapitel 3.3 gezeigt, genickte Duplices nicht als Substrat
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Abbildung 3.15: Identitédt des 30 nt-Schnittprodukts

A: schematischer Ablauf des Experiments: Nach Inkubation der HJ mit Enzym wurden die Produkte (nD und kD) vom
Substrat Uber native TBE-PAGE getrennt. Die Banden der Produkte wurden aus dem Gel ausgeschnitten und getrennt
durch Morsern und Inkubation bei 72°C unter Schiitteln in ddH,O eluiert. Die eluierte DNA wurde gefallt, in
denaturierendem Ladepuffer aufgenommen und Uber ein Sequenziergel nach der GroRe der Schnittprodukte des
markierten Strangs aufgetrennt. Somit lieB sich bestimmen, welche Schnitte in Strang 1 der jeweiligen nHJ zu welcher
nativen Struktur fihrten. B: Ausschnitt des Sequenziergels zur GroRenbestimmung der Schnittprodukte in Strang 1 an
der nX-30 durch AtGEN1 und AtSEND1. Es wurden Triplikate geladen. C: Wie B, aber fiir die nX-32 (siehe Kapitel
3.6.2) und Duplikate gezeigt. nD = genickter Duplex, kD = kurzer Duplex, M = Laufweite von Markeroligonukleotiden
definierter Lange.

flr AtGEN1 und AtSEND1 geeignet sind, schlieRt die erstgenannte Moglichkeit aus. Demnach mussen
die kurzen Duplices mit der 1*-Markierung tber ein RF-Intermediat entstehen.

3.6.2 Die nX-32: eine zweite migrierbare nH]J

Als zweite genickte HJ wurde die nX-32 getestet, bei welcher der Nick im Vergleich zur nX-30 um zwei
Nukleotide in Richtung des 3‘-Endes von Strang 3 verschoben ist.

Beide Proteine zeigen an Strang 2 der nX-32 im Sequenziergel keinen detektierbaren Umsatz
(Abbildung 3.16A). Ebenso setzten beide Proteine ihre Schnitte mit 85 % (AtGEN1) und 68 %
(AtSEND1) bevorzugt in Strang 1 im antiparallelen Strang gegentiber dem Nick, wahrend die Aktivitat
an Strang 4 deutlich geringer ausfallt. Auch fiir die nX-32 wurden, wie in Abbildung 3.15 beschrieben,
die beiden nativen Produktklassen (kurzer und langer Duplex) Uber Gelextraktion auf das
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Vorhandensein spezifischer Schnittprodukte hin untersucht. Sowohl AtGEN1 als auch AtSEND1
erzeugen jeweils fiir beide Produktklassen ein gleiches Schnittmuster (Abbildung 3.15C).

AtGEN1 zeigt stirkeren HJ-Resolvasecharakter an nX-32

AtGEN1 zeigt an der nX-32 ein im Vergleich zur nX-30 stark konzentriertes Schnittmuster (Abbildung
3.16 und Abbildung 3.17): ein einziges, starkes Signal auf Héhe von 32 nt (Abbildung 3.16A, Spuren 2
und 3) sticht mit 68,8 % Anteil am Gesamtprodukt deutlich aus den Signalen der Nebenschnitte
hervor, welche nur auf 12,3 % (33 nt) bzw. 9,2 % (31 nt) kommen (Abbildung 3.16B). Somit schneidet
AtGEN1, die nX-32 mit hoher Effizienz (85,8 % Gesamtumsatz) in Strang 1 bevorzugt genau
gegeniber dem Nick, wahrend die aberrante Aktivitat an Strang 4 im Vergleich zur nX-30 unterdriickt
zu sein scheint. Die entsprechende Aktivitat an Strang 4 der nX-32 spaltet nur ca. 35 % des Substrats,
wdahrend an der nX-30 dieser Anteil bei 50 % lag (vgl. Abbildung 3.12B und Abbildung 3.16B, jeweils
das linke Diagramm). Auffallig ist auch, dass die Schnittpositionen von AtGEN1 in Strang 4
gleichmaRiger verteilt sind als an der nX-30 beobachtet, was fir eine relativ unspezifische Aktivitat
spricht. Die einzige Position, die in Strang 4 bevorzugt geschnitten wird, ist die Position 28 (Abbildung
3.16B).

Die Betrachtung der Produktstrukturen im nativen Gel zeigt flir AtGEN1 einen geringeren Anteil von
kD (Nicht-Resolvaseprodukt) am Gesamtprodukt von maximal 1/3 an der 4*-markierten nX-32. An
der 1*-markierten nX-32 ist der Anteil mit ca. 1/5 noch einmal deutlich geringer. An der nX-30 waren
es zum Vergleich ca. 50 % mit beiden Markierungen. Mit diesen Eigenschaften entspricht die Aktivitat
von AtGEN1 an der nX-32 eher der einer HJ-Resolvase als an der nX-30.

AtSEND1 zeigt Resolvasecharakter an nX-32

Der Nick der nX-32 bewirkt, dass AtSEND1 in Strang 1 ein breiteres Schnittmuster zeigt als an der
nX-30. Das 33 nt-Produkt kennzeichnet mit 44,4% des Gesamtschnittprodukts eine leichte
Bevorzugung gegenliber der Spaltung an Position 32 (26,3 % der Summe der Produkte). Das dritte, im
Autoradiogramm hervortretende Signal (Abbildung 3.16A Spuren 4 und 5) lduft auf Hohe von 34 nt.
Somit setzt AtSEND1 seinen Schnitt am haufigsten vom Nick aus gesehen 1 nt nach 3’ verschoben,
gefolgt von der Schnittposition genau gegenliber dem Nick. Insgesamt spaltet AtSEND1 68 % aller
Substratmolekiile in Strang 1, wahrend 25 % (wie bei der nX-30) in Strang 4 geschnitten werden.
Dabei ist der Hauptschnitt an Position 29 weniger betont, dhnlich wie fir AtGEN1 der Fall (Abbildung
3.16B).

Im nativen Gel bleibt die Verteilung von kD und nD fiir alle Markierungen gleich wie bei der zuvor
getesteten nX-30: 1/4 zu 3/4 mit den Markierungen 1* und 4* sowie kaum (siehe unten) oder kein
kD mit den 2*- und 3*-Markierungen (vgl. Abbildung 3.12B und Abbildung 3.16B, jeweils das rechte
Diagramm).

Zusammengenommen entspricht zwar die Bevorzugung von AtSEND1 fiir den Strang gegeniiber dem
Nick der Aktivitat einer HJ-Resolvase, jedoch liegt die Hauptschnittposition um 1 nt nach 3’
verschoben. Dass dies dennoch im Einklang mit einer HJ-Resolvasefunktion gebracht werden kann,
wird in Kapitel 4.5.1.4 diskutiert.
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Anteil an Gesamt-DNA [%]

Abbildung 3.16: Schnittmusterbestimmung an der nX-32
A: Autoradiogramm des Sequenziergels zur Schnittmusterbestimmung von AtGEN1 und AtSEND1 an der nX-32. Es

wurde immer jeweils ein Strang pro RF am 5‘-Ende radioaktiv markiert (symbolisiert durch die Punkte). M = Laufweite
von Markeroligonukleotiden definierter Liange. Die Markerbanden selbst sind in der hier gezeigten linearen
Darstellung auf Grund ihrer schwachen Markierung nicht sichtbar. B: Quantifizierung der einzelnen Schnittprodukte
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von AtGEN1 und AtSEND1 an den Strdangen 1 und 4 der nX-32. Es werden nur die Schnittprodukte zwischen 18 und
37 nt gezeigt. Der vollstdndige Datensatz inklusive der Strange 2 und 4 ist in Abbildung 9.8 zu finden. Der hellgraue
Pfeil in den Diagrammen zeigt die Position an, die gegeniber dem Nick liegt. T = Summe aller Produkte am
Gesamtsignal [%].
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Abbildung 3.17: Schnittmuster der nX-32

Gezeigt ist der migrierbare Kernbereich der nX-32 plus ein Nukleotid des heterologen Bereichs. Lila Pfeile
symbolisieren die Schnittpositionen von AtGEN1, griine Pfeile die von AtSEND1. Die GroRe der Pfeile entspricht dem
Anteil des Produkts am Gesamtsignal, also der Gesamtmenge an DNA (Substrat und Produkte, Werte in den
Diagrammen in Abbildung 3.16B). Es werden nur Schnittpositionen gezeigt, die mehr als 5 % am Gesamtprodukt des
jeweiligen Stranges ausmachen. Die Position des Nicks zwischen Nukleotid 32 und 33 wird durch den grauen Pfeil
angezeigt und die angrenzenden Basen sind klein geschrieben.

Die Entstehung von ca. 9 % (AtGEN1) bzw. ca. 5 % kurzem Duplex (AtSEND1) an der 3*-markierten
nX-32 deutet auf eine schwache nukleolytische Aktivitdit an Strang 2 hin, welche in den
denaturierenden Gelen nicht detektiert wurde (vgl. Abbildung 3.16). Durch diese Aktivitat wiirde Arm
3 von der nHJ abgespalten werden und es bliebe ein RF-Intermediat zurlick. Dieses wiederum
koénnte, analog zu den getesteten X26-RFs durch nukleolytische Spaltung in der Folgestrangmatrize
(Strang 4) zur Entstehung des 4*-markierten kD-Produkts beitragen. Gleichzeitig konnte darliber die
breitere Verteilung der Schnittpositionen von AtGEN1 in Strang 4 erklart werden.
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Abbildung 3.18: AtGEN1 und AtSEND1 an nX-32 - native Produktstrukturen

A: Gezeigt sind exemplarische Spuren von Reaktionsprodukten von AtGEN1 und AtSEND1 an der nX-32, jeweils an
einem der vier Strange markiert (symbolisiert durch die Punkte). Native 12 % TBE-PAGE, M = native
Markerstrukturen. Horizontale Linien zeigen die Laufhéhe der rechts dargestellten Strukturen an (von oben nach
unten: RF, nD, kD). Mit * markierte horizontale Linien zeigen die Laufhohe von 5'-Flap und 30 nt-ssDNA-
Oligonukleotid an. Die Markerspuren sind gammaverstarkt dargestellt (Faktor 2,3 in AIDA), da die sehr schwachen
Signale anders nicht sichtbar sind. Alle anderen Spuren sind linear dargestellt. B: Quantifizierung der nativen
Produktstrukturen nach Umsatz der vier verschieden markierten nX-32-HJs durch AtGEN1 (oben) bzw. AtSEND1
(unten). Die Gesamthohe der Sadulen entspricht dem Anteil der Summe aller Produkte an der Gesamt-DNA je Ansatz
[%].

3.6.3 Auflosung genickter HJs iiber ein RF-Intermediat

Die Daten zum Schnittmuster und den nativen Produktstrukturen an den nHJs und RF-Substraten
liefern deutliche Hinweise darauf, dass sowohl AtGEN1 als auch AtSEND1 nHJs nicht ausschliefRlich
Uber Resolvaseaktivitat auflésen, sondern zusatzlich einen alternativen Mechanismus anwenden
koénnen. Dieser wird im Folgenden mit ReF-I fur replication fork intermediate bezeichnet werden.

Erfolgt ein Schnitt durch AtGEN1 oder AtSEND1 in Strang 1 oder allgemein im antiparallelen, dem
Nick gegenliberliegenden Strang einer nHJ, werden je nach Position des Schnittes zum Nick entweder
zwei genickte Duplices (= Resolvaseprodukte) oder ein gapped und ein flapped-Duplex erzeugt,
wobei sich diese drei Strukturen mit den hier verwendeten Gelsystemen nicht unterscheiden lassen.
Spalten AtGEN1 oder AtSEND1 dagegen das Zucker-Phosphat-Riickgrat eines Nachbarstrangs des
genickten Strangs nahe dem JP, wird dieser Arm durch den bereits vorhandenen Nick und den
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nukleolytischen Bruch vom Rest der nHJ getrennt. Ein kurzer Duplex entsteht, welcher nur eine
radioaktive Markierung an einem Oligonukleotid tragen kann. Die (ibrigbleibende, restliche nHJ
besteht aus zwei vollstandigen, teilweise gepaarten Strangen sowie zwei kurzen Oligonukleotiden
und entspricht einer Modellreplikationsgabel. Wie in Kapitel 3.5 gezeigt, werden solche
Replikationsgabeln von AtGEN1 und AtSEND1 durch Schnitte in der Folgestrangmatrize zu einem
kurzen und einem langen Duplex umgesetzt.

3.7 Die statische X0-H]J: Bestimmung der Schnittposition

Die statische X0-HJ, also eine Modell-HJ mit fixiertem JP, kann benutzt werden, um durch die Struktur
bedingte Praferenzen fiir eine oder mehrere Schnittpositionen in Relation zum Junction-Mittelpunkt
zu bestimmen. Sie ist aus anderen Oligonukleotiden aufgebaut als die X26-basierenden Substrate
und bietet somit einen unterschiedlichen Sequenzkontext.

Die Aktivitat von AtGEN1 entspricht groBteils dem ReF-I-Weg

Um einen ersten Eindruck von der Aktivitdt von AtGEN1 und AtSEND1 an diesem Substrat zu
erhalten, wurden die Nukleaseprodukte der X0 zunachst auf nativen Gelen untersucht. Wie bereits
bei der Bestimmung der Substratspezifitat gezeigt (Kapitel 3.3), [6st AtGEN1 innerhalb von 30 min
80 % des Substrats auf, wahrend AtSEND1 auf einen Gesamtumsatz von ca. 50 % kommt (Abbildung
3.19B). Der Vergleich der verschieden markierten X0-HJs im nativen Gel offenbart fiir AtGEN1 ein klar
definiertes Verteilungsmuster von nD, kD und RF-dhnlichem Produkt (Abbildung 3.19A, Spuren 9 —
12), welches sich wie fiir die nHJs zuvor beschrieben, lber eine ungleiche Verteilung der
Schnitteffizienzen auf die vier Strange der HJ erklaren lieBe. Die Markierungen der Strange 1 und 4
zeigen hauptsachlich nD-Produkt an, was einen weitestgehend unberiihrten Strang 4 nahelegt.
Gleichzeitig zeigen die Markierungen 2* und 3* durch die Giberwiegende Entstehung von kD-Produkt
eine haufige Abspaltung der HJ-Arme 2 und 3 an. Dazu sind Schnitte in Strang 1 und 2 bzw. 2 und 3
notig. Das Vorhandensein von RF-Strukturen mit den Markierungen 1%, 3* und 4* (Abbildung 3.19A,
Spuren 9, 11, 12), sowie deren Abwesenheit mit der 2*-Markierung lasst nur eine mogliche
Kombination von Oligonukleotiden in der RF-Struktur zu. Diese wiirde dann erreicht, wenn die
Hauptschnitte von AtGEN1 in den Strangen 1 und 2 liegen wiirden und somit vornehmlich der Arm 2
als kD-Produkt abgespalten wiirde. Ein nachfolgender Schnitt in Strang 3 des resultierenden RF-
Intermediats wiirde dann zur Entstehung der beobachteten Verteilung auf zwei kurze Duplices und
einen genickten Duplex flhren.

Die Schnittmusterbestimmung, schematisch in Abbildung 3.20 zusammengefasst, zeichnet ein zu
diesen Beobachtungen passendes Bild. Tatsachlich schneidet AtGEN1 die Strange 1 bis 3, wahrend
Strang 4 der X0 nur zu ca. 15 % umgesetzt wird. Die Strange 1 und 2 verzeichnen mit 89,6 % und
79,2 % die meisten Schnitte durch AtGEN1, Strang 3 wird dagegen mit 63,3 % weniger haufig
geschnitten. Somit erscheint es sehr wahrscheinlich, dass das oben beschriebene Modell fiir die
Abfolge der Schnitte korrekt ist und AtGEN1 die X0-HJ demnach entsprechend dem ReF-I-Modell
prozessiert.

AtSEND1 liefert ein weniger klar zu deutendes Bild. Wie AtGEN1 schneidet AtSEND1 bevorzugt die
Strange 1 bis 3 der X0-HJ (zwischen 39,8 % und 46,1 %), jedoch ist deren Bevorzugung gegeniber
Strang 4, welcher zu 25,2 % umgesetzt wird, im Vergleich zu AtGEN1, relativ gering. Der Anteil von
Nicht-Resolvaseprodukten am Gesamtumsatz ist bei drei von vier Markierungen mit maximal 20 %
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Abbildung 3.19: AtGEN1 und AtSEND1 an der statischen X0-HJ — native Produktstrukturen

A: Gezeigt sind exemplarische Spuren von Reaktionsprodukten von AtGEN1 und AtSEND1 an der statischen X0-HJ,
jeweils an einem der vier Strdnge markiert (symbolisiert durch die Punkte). Native 12 % TBE-PAGE, M = native
Markerstrukturen. Horizontale Linien zeigen die Laufhohe der rechts dargestellten Strukturen an (von oben nach
unten: RF, nD, kD, 30 nt ssDNA). Die mit * markierten horizontalen Linien zeigen die Laufhéhe von 5‘-Flap-Strukturen
an. Die Markerspuren sind gammaverstarkt dargestellt (Faktor 2,3 in AIDA), da die sehr schwachen Signale anders
nicht sichtbar sind. Alle anderen Spuren sind linear dargestellt. B: Quantifizierung der nativen Produktstrukturen
nach Umsatz der vier verschieden markierten X0-HJs durch AtGEN1 (oben) bzw. AtSEND1 (unten). Die Gesamth&he
der Saulen entspricht dem Anteil der Summe aller Produkte an der Gesamt-DNA je Ansatz [%].

relativ niedrig. Nur die 3*-markierte X0 zeigt eine Verteilung von ca. 1/3 kD zu 2/3 nD. Das niedrige
Level an RF-Intermediaten mit allen Markierungen korreliert dabei mit der bestimmten
Substratspezifitat.

AtSEND1 scheint anhand dieser Daten an der X0 weniger nach dem ReF-I-Modell zu agieren als
AtGEN1, sondern zu einem gréReren Anteil als Resolvase.

Die Schnittposition entspricht RuvC

Neben weiteren Daten zur Unterstlitzung des ReF-I-Mechanismus an HJs zeigen die Schnittmuster
von AtGEN1 und AtSEND1 an der X0 eindeutig, dass beide potentiellen HJ-Resolvasen das Zucker-
Phosphat-Riickgrat bevorzugt ein Nukleotid in 3‘-Richtung des JP spalten. Diese Schnittposition ist die
einzige, die in allen vier Strangen, also auch dem schlecht umgesetzten Strang 4, vorhanden ist und in
den Strangen 1 bis 3 deutlich Gberwiegt. Nebenschnitte geringerer Effizienz beschranken sich fast
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Abbildung 3.20: Schnittmuster der statischen X0-HJ

Gezeigt sind die 28 zentralen Basenpaare der statischen X0-HJ. Lila Pfeile symbolisieren die Schnittpositionen von
AtGEN1, griine Pfeile die von AtSEND1. Die GroRe der Pfeile entspricht dem Anteil des Produkts am Gesamtsignal,
also der Gesamtmenge an DNA (Substrat und Produkte). Es werden nur Schnittpositionen gezeigt, die mehr als 5 %
am Gesamtprodukt des jeweiligen Stranges ausmachen. Das zugrundeliegende Sequenziergel und die Diagramme der
Quantifizierung befinde sich im Anhang (Abbildung 9.9 und Abbildung 9.10)

ausschlieBlich auf den JP selbst und bis zu 3 nt 3‘ des JP. Somit platzieren beide Proteine ihre Schnitte
am oder nahe um den JP, was eine strukturspezifische Aktivitat weiter untermauert. Zudem
entspricht diese Praferenz nicht nur dem EcRuvC-Paradigma, sondern auch den Schnittstellen der
bisher charakterisierten eukaryotischen Resolvasen (Ip et al., 2008; Bailly et al., 2010).

3.8 AtGEN1 und AtSEND1 sind HJ-Resolvasen

Die X26-HJ ist wie die X0 eine intakte HJ bestehend aus vier ununterbrochenen Strangen. Im
Gegensatz zur X0 ist die X26 so designt, dass sie zur branch migration Gber einen 26 bp homologen
Kernbereich befdhigt ist. In Bezug auf den Sequenzkontext um den JP ist sie dadurch
punktsymmetrisch zum Mittelpunkt.

Wie in den vorangegangenen Kapiteln beschrieben, stellt die X26 ein besseres Substrat als die X0 flr
AtGEN1 und AtSEND1 dar, die nHJs, 5-Flaps und RFs werden jedoch deutlich besser umgesetzt. Dies
spiegelt sich in den vergleichsweise niedrigen Umséatzen von AtSEND1 an der X26 wider (Abbildung
3.21). Im Gegensatz zu den bisher getesteten HJ-Substraten sind die auflésenden Aktivitaten von
AtGEN1 und AtSEND1 an der X26 spezifisch fiir Resolvaseprodukte, wie die deutlichste Produktbande
auf Hohe des genickten Duplex im nativen Gel zeigt (Abbildung 3.21A). Das ebenfalls gebildete kD-
Produkt macht bei AtSEND1 nur ca. 9 % der Gesamtprodukte aus, bei AtGEN1 liegt das Niveau mit
13 -18 % etwas unter dem an der nX-32. Im Autoradiogramm ist in den AtGEN1-Spuren (9 —12)
zusatzlich ein Signal auf Hohe der RF-Intermediate zu sehen, welche in der Quantifizierung
(Abbildung 3.21B) im Pufferhintergrund verschwindet. AtSEND1 erzeugt dagegen keinen persistenten
Anteil an RF-Produkt.

Die Entstehung der kD- und RF-Nebenprodukte mit allen vier Markierungen spricht fir eine
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Abbildung 3.21: AtGEN1 und AtSEND1 an der migrierbaren X26-HJ — native Produktstrukturen

A: Gezeigt sind exemplarische Spuren von Reaktionsprodukten von AtGEN1 und AtSEND1 an der migrierbaren X26-
HJ, jeweils an einem der vier Strange markiert (symbolisiert durch die Punkte). Native 12 % TBE-PAGE, M = native
Markerstrukturen. Horizontale Linien zeigen die Laufhéhe der rechts dargestellten Strukturen an (von oben nach
unten: RF, nD, kD, 30 nt ssDNA). Die Markerspuren sind gammaverstarkt dargestellt (Faktor 2,3 in AIDA), da die sehr
schwachen Signale anders nicht sichtbar sind. Alle anderen Spuren sind linear dargestellt. B: Quantifizierung der
nativen Produktstrukturen nach Umsatz der vier verschieden markierten X26-HJs durch AtGEN1 (oben) bzw. AtSEND1
(unten). Die Gesamthohe der Saulen entspricht dem Anteil der Summe aller Produkte an der Gesamt-DNA je Ansatz
[%].

Nebenaktivitdt von AtGEN1 und AtSEND1 an der X26 entsprechend dem ReF-I-Mechanismus. Diese
ist allerdings quantitativ von deutlich geringerer Bedeutung als die Auflosung zu Duplex-Strukturen.
Die Frage, ob es sich bei diesen Duplices tatsdchlich um Resolvaseprodukte in Form genickter
Duplices handelt, kann anhand des Schnittmusters und einem Religationsexperiment beantwortet
werden.

3.8.1 Schnittmuster mit nahezu perfekter Symmetrie

Analog zu den bisher prasentierten Schnittmustern erfolgte dessen Bestimmung (iber
Sequenziergele. Dieses ist fir die X26 in Abbildung 3.22 gezeigt. AtGEN1 erzeugt an Strang 1 der X26
ein breites Muster an Produkten von 34 nt bis 22 nt, wobei die drei Produktbanden bei 32, 31 und
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Abbildung 3.22: Schnittstellenbestimmung an X26-HJ

Gezeigt ist das Autoradiogramm des Sequenziergels zur Schnittmusterbestimmung von AtGEN1 und AtSEND1 an der
migrierbaren X26-HJ. Es wurde immer jeweils ein Strang pro HJ am 5‘-Ende radioaktiv markiert (symbolisiert durch
die Punkte). M = Laufweite von Markeroligonukleotiden definierter Lange. Die Markerbanden selbst sind in der hier
gezeigten linearen Darstellung auf Grund ihrer schwachen Markierung nicht sichtbar.

27 nt als Hauptschnittprodukte besonders hervorstechen (Spuren 3 —5). Weiter hebt sich das 23 nt-
Produkt noch etwas von den (brigen Nebenschnitten ab, weshalb es ebenfalls zu den
Hauptschnittprodukten gezahlt wird. Die Produkte des 4er-Strangs (Spuren 21 —23) zeigen eine
identische Verteilung: auch hier sind die Hauptschnittprodukte 32, 31, 27 und 23 nt lang und die
Nebenschnitte verteilen sich auf den gleichen Langenbereich wie in Strang 1 (siehe auch Abbildung
9.11). An Strang 2 und 4 beschrankt sich die nukleolytische Aktivitdit von AtGEN1 groRtenteils
ebenfalls auf den Bereich von Positionen 34 bis 22 (vgl. 9 — 11 mit 15 —17). Allerdings zeigt sich hier
nur ein bevorzugter Hauptschnitt mit einem Produkt von 33 nt, wahrend die Positionen 28, 26 und
25 als starkste Nebenschnitte noch gut erkennbare Signale liefern. Das Schnittmuster beider Arme ist
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nahezu identisch. Die kiirzesten Schnittprodukte von 18 und 19 nt zeigen die einzige pragnante
Abweichung von dieser Symmetrie: Wahrend in Strang 2 das 18 nt-Signal das starkere der beiden ist,
Uberwiegt in Strang 4 das 19 nt-Produkt.

Bezogen auf die Summe aller Schnitte in einem Arm zeigt die Quantifizierung der Signale (siehe
Abbildung 9.11) fir AtGEN1 eine leichte Bevorzugung der Schnittrichtung 1/3 mit ca. 52 %
gegenuiber ca. 43 % in der Schnittrichtung 2 / 4. In der Summe entspricht dies dem im nativen Gel
beobachteten Gesamtumsatz. AtSEND1, welches auf dem Sequenziergel im Gegensatz zu AtGEN1
nur in Duplikaten gezeigt wird, unterscheidet nicht zwischen den beiden Schnittrichtungen, die
Haufigkeit der Schnitte liegt in allen vier Strangen dicht beisammen (um ca. 38 %).

Im Vergleich zu AtGEN1 fallt auf, dass AtSEND1 Schnitte an fast jeder Position innerhalb des
homologen Kernbereichs der X26 setzt: von 22 nt bis 44 nt sind schwache, symmetrisch
auftauchende Produkte in allen vier Strangen zu detektieren. Die einzigen Schnitte in Strang 1 und 3,
die Uber diesem Grundniveau liegen, erzeugen ein schwaches 31 nt-Neben- und ein einziges
Hauptschnittprodukt von 30 nt (Abbildung 3.22, Spuren 6, 7, 24 und 25). In Strang 2 und 4 verteilt
sich die Hauptaktivitat von AtSEND1 auf zwei Schnitte bei Position 33 und 32 (Spuren 12, 13, 18 und
19).

Die Position und Quantitdat der Schnitte sind fir beide Enzyme in Abbildung 3.23 an der
schematischen Darstellung des X26-Kernbereichs zusammengefasst. Die Punktsymmetrie zum
Junction-Mittelpunkt ist in dieser Darstellung noch offensichtlicher als im Autoradiogramm. Somit ist
die Voraussetzung fiir eine klassische HJ-Resolvaseaktivitat an der X26 sowohl fiir AtGEN1 als auch
AtSEND1 gegeben, da die Produkte mit hoher Wahrscheinlichkeit genickte, direkt ligierbare Duplices

darstellen.
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Abbildung 3.23: Schnittmuster der migrierbaren X26-HJ

Gezeigt ist der migrierbare Kernbereich der X26 plus ein Nukleotid des heterologen Bereichs. Lila Pfeile symbolisieren
die Schnittpositionen von AtGEN1, griine Pfeile die von AtSEND1. Die GroRRe der Pfeile entspricht dem Anteil des
Produkts am Gesamtsignal, also der Gesamtmenge an DNA (Substrat und Produkte, Werte in den Diagrammen in
Abbildung 9.11). Es werden nur Schnittpositionen gezeigt, die mehr als 5% am Gesamtprodukt des jeweiligen
Stranges ausmachen.
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3.8.2 Religierbare Produkte

Da die Symmetrie der Schnitte allein noch nicht ausreicht, um eine Resolvaseaktivitat zu zeigen,
wurden AtGEN1 und AtSEND1 auf die Religierbarkeit ihrer Produkte getestet. Dazu wurde ein Derivat
der X26-HJ verwendet, die asymmetrische X26-S. Bei dieser ist der dritte helikale Arm um sieben
Nukleotide kiirzer als die restlichen Arme. Dies wird durch eine Verkiirzung am 3‘- bzw. 5-Ende der
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Abbildung 3.24: Religierbare Resolvaseprodukte

A: Schematische Darstellung des Prinzips hinter dem Religationsexperiment. Die asymmetrische HJ X26-S besteht in
der gezeigten, zentrierten Darstellung aus drei helicalen Armen von je 30 bp und einem Arm von 23 bp. Der im
Gegensatz zur X26 auf 53 nt verkirzte Strang 2S tragt das 5‘32p. Somit lassen sich nur Schnitte in 2 / 4-Richtung
detektieren. Exemplarisch wird eine Resolution lber symmetrische Schnitte im Junction-Mittelpunkt gezeigt (blaue
Pfeile). Es entstehen zwei genickte Duplices, ein kiirzerer mit 53 nt und ein langerer von 60 nt mit zentralem Nick.
Durch Zugabe von T4 DNA Ligase werden die Zucker-Phosphat-Rickgrate verknipft und die Nicks geschlossen. Dabei
wird die markierte 5‘-Halfte von 2S (rot mit Punkt) mit der 3‘-Halfte von Strang 4 zu einem 60 nt Oligonukleotid
verknipft. Dieses ldsst sich Uber denaturierende Gelelektrophorese im Sequenziergel vom urspriinglichen, 53 nt
langen 2S unterscheiden. Diese Reaktion ist sepzifisch fiir symmetrische Schnitte nach Art einer Resolvase und kann
nicht zur Bildung des Ligationsprodukts fiihren, wenn die Schnitte zuvor nicht perfekt symmetrisch ausgerichtet
waren, sondern zu Duplices mit Flaps und Gaps flihrten. B: Sequenziergel des in A beschriebenen Experiments.
Rotorange Pfeile zeigen das neu entstandene Ligationsprodukten in den Spuren mit Ligase an. Kontrollen ohne
Ligase oder ohne Enzym und Ligase zeigen nur das Verdaumuster der X26-S, jedoch kein Ligationsprodukt.
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Strange 2 und 3 erreicht (Oligonukleotide X26-2S und X26-3S, Tabelle 2.4). Das Prinzip hinter dem
Religationsexperiment ist in Abbildung 3.24A exemplarisch fiir die Resolution exakt im Mittelpunkt
der Junction dargestellt. Die X26-S wird dazu am 5‘-Ende des verkiirzten Strang 2 markiert. Uber
symmetrische Schnitte in Richtung 2 /4 (blaue Pfeile) entstehen zwei genickte Duplices, einer mit
53 nt Gesamtlange und einer mit 60 nt Gesamtlange und zentralem Nick. Letzterer tragt die
radioaktive Markierung lber die 5°-Halfte des 2S-Oligonukleotids. Durch Zugabe einer Ligaseaktivitat
konnen die Nicks der Duplices wieder verschlossen werden, sofern keine Gaps oder Flaps vorliegen
und die Enden beiderseits des Nicks ein 3-OH bzw. 5‘-Phosphat tragen. Dies fihrt zur Verknipfung
der 30 nt langen, markierten 5‘-Halfte von 2S mit der ebenfalls 30 nt langen 3‘-Halfte von 4 zu einem
60 nt Ligationsprodukt. Uber denaturierende Lingenbestimmung im Sequenziergel kann das
Erscheinen dieses Ligationsprodukts oberhalb der 53 nt Substratbande detektiert werden.

Wie Abbildung 3.24B zeigt, taucht sowohl in Ansatzen mit AtGEN1 + Ligase (Spuren 2 und 3) als auch
AtSEND1 + Ligase (Spuren 6 und 7) das resolvasespezifische 60 nt Ligationsprodukt auf.
Kontrollansdtze ohne Ligase zeigen kein Signal bei 60 nt. Somit erzeugen beide pflanzlichen
Rad2/XPG-Homologe, AtGEN1 und AtSEND1, an der X26 religierbare Resolvaseprodukte Uber in
Position und Quantitat symmetrische Schnitte in zwei gegeniberliegenden Strangen der HJ.
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4. Diskussion

4.1 Bioinformatische Analysen der pflanzlichen HJ-
Resolvasen

4.1.1 Zwei Homologe potentieller HJ-Resolvasen in Pflanzen

Die Rad2/XPG-Nukleasefamilie oder auch FEN1-Superfamilie ist in allen Eukaryoten konserviert und
unterteilt sich in vier Unterklassen: die XPG-orthologen Endonukleasen der NER (Klasse 1), die Flap-
Endonukleasen der Replikation (FEN1, Klasse 2), die EXO1-Exonukleasen der MMR und HR (Klasse 3)
und schlieBlich die Klasse 4, welche unter anderem die HJ-Resolvasen der Eukaryoten umfasst.
Homologe aller Unterklassen sind in vielen Modellorganismen beschrieben. Auch in A. thaliana
wurden neben AtUVH3, AtFEN1 und AtEXO1, den Vertretern der Klassen 1-3, bereits frih
bioinformatisch putative Homologe der Klasse 4 identifiziert. Dabei handelt es sich zum einen um
AtSEND1, welches als eine aus den N-terminalen 337 AS bestehende Teilsequenz als Homolog zu
OsSEND-1 postuliert wurde (CAB87918, Furukawa et al., 2003). Das vollstindige Genmodell von
AtSEND1 ist inzwischen unter At3g48900 in der TAIR-Datenbank hinterlegt. Zum anderen ist AtGEN1,
auf dem Genlokus At1g01880, bereits 2005 anhand von Sequenzhomologie in die Gruppe um
OsSEND-1 und OsGEN-L eingeordnet worden (Moritoh et al., 2005). Moritoh et al., 2005
identifizierten dartiber hinaus auch Homologe zu OsGEN-L und AtGEN1 in weiteren Pflanzen und
zeigten so, dass die GEN1-Homologe in den héheren Pflanzen (und Saugern) konserviert scheinen.
Dies wurde in der vorliegenden Arbeit noch um weitere, inzwischen sequenzierte, Pflanzen erweitert.
Fiir die Homologe zu OsSEND-1 und AtSEND1 wurde die Konservierung innerhalb der Pflanzen noch
nicht weiter untersucht, es wurde jedoch bereits postuliert, dass es sich bei AtGEN1 und AtSEND1 um
aus einem Duplikationsereignis stammende Paraloge handeln kénnte (Hanada et al., 2011). Die
vorliegende Arbeit zeigt, dass auch die SEND1-Homologe in alle héheren Pflanzen konserviert sind
und sich gemeinsam in einer Klade anordnen, welche auf Sequenzebene niher mit den Rad2/XPG-
Homologen der Klasse 1 verwandt sind, als mit ihren paralogen Entsprechungen innerhalb eines
Organismus. Die GEN1-Homologe der Pflanzen bilden dagegen eine eigene Klade, welche als nachste
Verwandte mit DMGEN1 und HsGEN1 zwei tierische Vertreter aufweist. Dies legt die GEN1-Linie als
urspringlichen Vorfahren nahe, aus welchem SEND1 hervorging. Dieses Duplikationsereignis lasst
sich anhand des Stammbaums auf einen Zeitraum nach der Abspaltung der Moose und Moosfarne
eingrenzen, da sowohl P. patens als auch S. moellendorfii nur ein Klasse 4-Homolog besitzen, welches
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eindeutig der GEN1-Klade zuzuordnen ist. Die spater entstandenen Arten der Tracheophytae
besitzen dagegen (fast) alle sowohl GEN1 als auch SEND1.

Die Ausnahmen von dieser Regel sind drei Vertreter der Rosaceae (Rosengewiéchse), in deren
hinterlegten Genomen lediglich ein GEN1-Homolog gefunden wurde: Prunus persica (Pfirsich), Malus
domestica (Apfel) und Fragaria vesca (Erdbeere). Die am nachsten verwandte Art, Cucumis sativus
(Gurke) der Familie der Cucurbitaceae (Kiirbisgewachse) besitzt dagegen Gene fiir sowohl GEN1 als
auch SEND1. Eine mogliche Erklarung ware eine Eliminierung des SEND1-Gens nach der Abspaltung
der Rosaceae. Es ist jedoch wahrscheinlicher, dass der Grund fiir das Fehlen der SEND1-Homologe in
der erst kirzlich erfolgten Veroffentlichung der Genome begriindet ist und somit noch nicht alle
Gene erfasst wurden. Eine dhnliche Situation ist in Carica papaya, dem nachsten sequenzierten
Verwandten zu A. thaliana auRerhalb der Brassicaceae, der Fall: Die Recherche in der Proteinfamilien
der Phytozome-Datenbank ergab fiir C. papaya lediglich ein SEND1-Homolog, aber keinen Treffer
entsprechend GEN1. BLAST-Analysen zeigten, dass im hinterlegten Carica-Genom der C-Terminus
von CpGEN1 vorhanden ist, jedoch fiir den N-terminalen Bereich keine Sequenzen existieren.

Es ist also davon auszugehen, dass es nach der Abspaltung der Moosfarne zu einem
Duplikationsereignis von GEN1 zu GEN1 und SEND1 kam und dass somit die hoheren Pflanzen zwei
funktionelle Homologe der HJ-Resolvasen besitzen, was die weiteren Erkenntnisse dieser Arbeit
zeigen. Einige Phagen Gram-positiver Bakterien (Green et al., 2013), das Archaebakterium S.
solfataricus und die Hefe S. cerevisiae besitzen ebenfalls zwei funktionelle HJ-Resolvase-Gene. Dabei
ist jedoch anzumerken, dass im Fall von S. solfataricus eine virale Herkunft von SsoHje angenommen
wird (Middleton et al., 2004). Auch die zweite Hefe-Resolvase ScCcel ist auf Grund ihrer
mitochondriellen Lokalisation (Kleff et al., 1992) wahrscheinlich nicht aus einer Genduplikation
entstanden oder sie hat im spateren Verlauf der Evolution ein mitochondrielles Lokalisationssignal
erworben. A. thaliana ist damit der erste eukaryotische Organismus, fiir den eine Genduplikation zu
zwei HJ-Resolvasen beschrieben wurde.

4.1.2 chromo-like Domane

Die Chromo-Domane (CD) gehort zur Klasse der OB- (oligonucleotide and oligosaccharide binding)
folds der Einzelstrangbindedomanen. Man findet sie z.B. in sequenzunabhdngigen DNA-
Bindeproteinen, aber auch haufig in chromatinassozierenden Proteinen wie z.B. DmPc und
DmHP1A/B (Eissenberg, 2001). Letzteres begriindet ihre Benennung als chromatin organization
modifier (Paro und Hogness, 1991). Chromobox-Proteine, wie Proteine mit CDs auch genannt
werden, sind beteiligt am gene silencing aber auch an der Aktivierung von Genen und spielen unter
anderem eine Rolle in der Neuorganisation des Chromatins. Dabei wurde sowohl in vitro die
Fahigkeit zur Bindung nackter DNA und RNA gezeigt, als auch haufig die Interaktion mit Proteinen,
2.B. methylierten Seitenketten des Histons H3 (Akhtar et al., 2000; Zhao et al., 2000; Sun et al., 2008;
Mishima et al., 2013). Eine, durch AS-Austausche entstandene, Variante der CDs sind die Chromo
shadow-Domanen (CSD), welche haufig in Proteinen vorkommen, die zusatzlich eine N-terminale CD
tragen (Aasland und Stewart, 1995; Eissenberg, 2001). Sowohl fir die isolierte CSD als auch
vollstandige Proteine wurde eine Dimerisierung der bzw. liber die CSD gezeigt (Smothers und
Henikoff, 2000; Zhao et al., 2000). Dabei kann die Dimerisierung die Voraussetzung fir die
Interaktion mit anderen Proteinen darstellen (Mendez et al., 2011). Die Sekundarstrukturen von CD
und CSD sind sich sehr dhnlich: Wahrend die CD aus drei B-Faltblattern und einer a-Helix besteht,
folgen bei der CSD eine kurze und eine langer a-Helix auf die drei B-Faltblatter (Eissenberg, 2001).
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Dabei sind die B-Faltblatter an der Bindung von DNA und RNA, die C-terminalen a-Helices der CSD an
der Dimerisierung und Proteininteraktion beteiligt (Cowieson et al., 2000; Eissenberg, 2001).

Der Vergleich des als Chromo domain-like (InterPro:IPR0O16197) bzw. Chromo domain
(InterPro:IPRO00953) annotierten Bereichs in AtSEND1 mit seinen Homologen zeigt, dass dieser
Bereich sowohl fiir die SEND1-Homologe in allen Pflanzen gut konserviert ist, als auch fiir die GEN1-
Homologe, jedoch mit deutlich abweichender Sequenz (vgl. Abbildung 3.3). Beide Sequenzabschnitte
lassen sich in einem Kernbereich mit dem Chromo-Consensus in Einklang bringen. Dies gilt nicht nur
fir die pflanzlichen Klasse 4-Homologe mit O. sativa und A. thaliana als Beispiel, sondern auch fiir die
Klasse 4-Proteine in Mensch und Fliege. Jedoch ist anhand der dreidimensionalen Modellierungen
und der Eigenschaften der Primarstruktur unklar, ob dieser Chromo domain-like-Variante (CDLV)
benannte Sequenzabschnitt ndher mit der CD oder der CSD verwandt ist, was die Einschatzung einer
moglichen Funktion erschwert. Zudem tragen die CDLVs der GEN1-Homologe alle eine
unterschiedlich lange Insertion zwischen den als [B-Faltblatter zwei und drei vorhergesagten
Bereichen, deren Einfluss nicht abzuschitzen ist. Um die Funktionalitdit der CDLV und deren
eventuellen Rolle in den Funktionen von AtGEN1, AtSEND1 und ihren Homologen zu untersuchen
wird es notig sein, in vitro-Experimente durchzufiihren, welche die gezielte Deletion und Mutation
der CDLV umfassen. AuBerdem kdnnten weiterflihrend chimare Proteine oder die Expression und
Analyse der CDLV als isoliertes rekombinantes Peptid aufschlussreiche Daten liefern. Die Hypothese,
dass die CDLV eine Rolle in der Dimerisierung von AtGEN1 und AtSEND1 spielen kdnnte, begriindet
sich in den dreidimensionalen Modellierungen, die ndher an der Tertiarstruktur der CSD liegen, und
ist besonders reizvoll. Hier bietet die vorliegende Arbeit einen Ansatzpunkt fiir einen neuen Aspekt in
der Erforschung der Aktivitat der eukaryotischen HJ-Resolvasen.

4.2 Klonierte Konstrukte, Expression, Aufreinigung

Der Aufbau der rekombinanten Proteine von AtGEN1 und AtSEND1 spiegelt die verwendete
Aufreinigungsstrategie Uber Streptactin-Affinitatschromatographie und Ni-IMAC wieder. Die
zusatzliche Erkennungssequenz der PreScission Protease (PCS) sollte einen zusatzlichen Aspekt zur
Aufreinigung hinzufligen bzw. die Abspaltung der Tags ermdglichen, sollten sich diese als stérend
herausstellen (Arnau et al., 2006). Tatsachlich kann von einem stérenden Einfluss der Tags auf die
Aktivitdat der urspriinglichen Konstrukte mit N-terminalem His-Tag und PCS sowie C-terminalem
Strepll-Tag und der PCS (n-His-PCS-c-PCS-Strepll) ausgegangen werden, da diese unter dhnlichen
Reaktionsbedingungen, wie die in dieser Arbeit verwendeten, keine Aktivitdit an zwei Modell-HJs
zeigten (Graf, 2010). Die daraufhin konstruierten und fir die Charakterisierung verwendeten
rekombinanten Proteine mit natirlich belassenem N-Terminus (Abbildung 2.1) zeigten dagegen
bereits in frilhen Aufreinigungen eine robuste nukleolytische Aktivitdit an Modell-HJs. Die
Voraussetzung des natiirlichen N-Terminus fir die Aktivitat deutet auf eine gestorte Faltung des
Proteins wahrend der Expression hin, da die nachtragliche Abspaltung der Tags Uber die PreScission
Protease keine Aktivierung ermdoglichte (Graf, 2010). Analog wird die Aktivitdt von CeGEN-1 bereits
durch wenige saure AS oder Histidine am N-Terminus vollstandig gehemmt (A. P. Bailly, persodnliche
Mitteilung tber Frau Dr. Daniela Kobbe). Umgekehrt kann der Verlust N-terminaler AS ebenfalls zum
Aktivitatsverlust fiihren, wie fiir die ersten 16 AS der T7 Endo | gezeigt (Freeman et al., 2013).

Im Fall der verwendeten c-PCS-His-Strepll-Konstrukte erwies sich die Abspaltung der Tags als
unnotig, da auch die rekombinanten Proteine inklusive Tags eine robuste nukleolytische Aktivitat
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zeigten. Dies kann mit dem ungeordneten Charakter und somit erhohten Flexibilitdt der
ungeordneten C-terminalen Sequenzen beider Homologe zusammenhangen (Wright und Dyson,
1999). So wurde z.B. auch fiir HSGEN1 und CeGEN-1 gezeigt, dass bei C-terminalen Trunkierungen die
Aktivitdt erhalten bleibt (Ip et al., 2008; Bailly et al., 2010; Rass et al., 2010), was die Hypothese
unterstltzt, dass die rekombinanten Proteine unempfindlicher gegenlber C-terminalen
Veranderungen sind. Der ungeordnete Charakter des C-Terminus kdnnte auch ein Grund fir die
Laufanomalie von AtGEN1 in der SDS-PAGE sein, dhnlich wie fir OsGEN-L postuliert, welches
ebenfalls eine groBere apparente Molekiilmasse besitzt, als das theoretisch errechnete (Yang et al.,
2012).

4.2.1 Konservierte AS

Um sicherzustellen, dass die in dieser Arbeit beschriebenen Eigenschaften von AtGEN1 und AtSEND1
tatsachlich von den entsprechenden rekombinanten Proteinen herriihren, sollten AS-
Austauschvarianten zu jedem Zeitpunkt der Experimente parallel prozessiert werden. So kann
ausgeschlossen werden, dass die beobachteten Aktivitaten von eventuell mit aufgereinigten E. coli-
Kontaminationen stammen. Um dies zu gewahrleisten, missen die Negativkontrollen auRer der
Unfahigkeit zur nukleolytischen Spaltung moglichst identische Eigenschaften zu den unveranderten
Proteinen besitzen. In der Rad2/XPG-Nukleasefamilie sind sieben saure AS konserviert, deren
Beteiligung an der nukleolytischen Aktivitdt aus Untersuchungen an HsFEN1 gut charakterisiert ist
(Tabelle 4.1). Alle spielen eine Rolle bei der Koordinierung zweier zweiwertiger Metallionen. Dabei
koordinieren Asp34, Asp86, Glul58 und Glul60, teilweise indirekt Gber Wassermolekiile, das eine
Metallion und Glu160, Asp179, Asp181 direkt das zweite Metallion (Shen et al., 1997; Tsutakawa et
al.,, 2011). Kompetitionsstudien mit AS-Austauschvarianten von HsFEN1 zeigen weiter, dass die
genannten AS unterschiedlich stark zur Substratbindung beitragen. So zeigt z.B. der D181A-Austausch
DNA-Bindung auf WT-Niveau bei 800fach verminderter Nukleaseaktivitdt, wahrend E158A und
D179A zum vollstdndigen Verlust der Substratbindung fiihren (Shen et al., 1997; Tsutakawa et al.,
2011). Analog zum D181A-Austausch ist auch fiir die Resolvasen der Bakteriophagen T4 und T7
gezeigt worden, dass sich nukleolytische Aktivitat und Substratbindung getrennt voneinander
inhibieren lassen, was somit ein weiteres gemeinsames Merkmal der Resolvasen und
strukturspezifischen Nukleasen darstellen kénnte (Duckett et al., 1995; P6hler et al., 1996).

Im Hinblick auf den hohen Konservierungsgrad innerhalb der Rad2/XPG-Familie erschienen die
Entsprechungen zu HsFEN1 D181A in AtGEN1 (D163A) und AtSEND1 (D165A) als ideale Kandidaten
zur Verwendung als Negativkontrollen. D75A und D76A, die Entsprechungen zu D86A in HsFEN1
wurden als zweite Kandidaten ausgewadhlt, von denen nur eine leichte Beeintrachtigung der
Substratbindung zu erwarten war (Shen et al., 1997). Dariiber hinaus sollte der gleichzeitige
Austausch der Entsprechungen zu Glu158 und Glul60 in AtGEN1 (E140A/E142A) und AtSEND1
(E142A/E144A) neben dem Verlust der nukleolytischen Aktivitdit auch zur Unterdriickung der
Substratbindung fuhren.

In HSGEN1 fiihrt der Austausch der Position E157A wie die weiteren in Tabelle 4.1 gekennzeichneten
Austausche dazu, dass im Gegensatz zum WT-Protein kein genicktes Duplex-Resolvaseprodukt
nachweisbar ist (Ip et al., 2008; Rass et al., 2010). Allerdings wurden in diesen Arbeiten ausschlief3lich
native Gele gezeigt. Die HsGEN1 E157A entsprechenden Austausche von Asp163 in AtGEN1 und
Aspl65 in AtSEND1 zeigen in nativen Gelen ebenfalls keinen Unterschied zu den Pufferkontrollen.
Aber mit den in dieser Arbeit zusatzlich verwendeten denaturierenden Gelen zeigt sich, dass AtGEN1

Seite | 95



DISKUSSION

D163A und AtSEND1 D165A an der pmHJ und einem 5‘-Flap eine Restaktivitat zuriickbehalten. Dies
trifft insbesondere fiir AtSEND1 D165A zu. Wahrend Uber native Gele die elektrophoretische
Trennung intakter HJs von genickten HJs schwierig ist, ermdglichen denaturierende Gele die
Detektion von Schnitten in einzelnen Strangen, wie fir die Restaktivitat beobachtet. Demnach ist
unter alleiniger Berlicksichtigung der publizierten Daten nicht auszuschlieSen, dass auch in HsGEN1
und ScYenl eine dhnlich geartete Restaktivitat vorhanden ist.

Der AS-Austausch in A. thaliana nimmt auf zwei Arten Einfluss auf die Restaktivitat. Zum einen wird
an verschiedenen Strangen verschiedener DNA-Substrate die Reaktion unterschiedlich stark
gehemmt. Dies reicht von fast keiner Hemmung (AtSEND1 D165A an dem 5‘-Flap2) bis zur
vollstandigen Inhibierung (z.B. AtSEND1 D165A an Strang 3 der X26). Zum anderen erzeugt AtSEND1
D165A an der pmHJ ein konzentrierteres Schnittmuster als unverandertes AtSEND1, was fiir einen
Einfluss des Asp165 auf die Spezifitat der Schnitte hindeutet. Anhand dieser Ergebnisse stellt sich die
Frage, ob dieses Aspartat in A. thaliana eine andere Rolle in der Koordinierung zweiwertiger
Metallionen spielt als in HSFEN1 und zudem an der Bestimmung der Spezifitat auf Struktur- oder
Sequenzebene beteiligt ist. Die weiterfiihrende Untersuchung dieser Einfliisse kénnte Aufschluss
Uber, moglicherweise pflanzenspezifische, Unterschiede zwischen den Klasse 4-Homologen der
Rad2/XPG-Familie geben.

Um sicherzustellen, dass keine E. coli-Proteinaktivitdt beschrieben wird, wurden die AS-
Austauschvarianten AtGEN1 D75A bzw. AtSEND1 D76A als Negativkontrollen verwendet, deren
Gegensticke in HsGEN1 ebenfalls keine Aktivitat zeigen (Ip et al., 2008). Als Negativkontrolle fur die
Charakterisierungen der menschlichen und Hefe-Resolvasen wurden E134A/E136A bzw.
E193A/E195A verwendet (Ip et al., 2008; Rass et al., 2010), deren Arabidopsis-Pendants ebenfalls
nukleolytisch vollstandig inaktiv sind.

Tabelle 4.1: Die konservierten Aminosauren in den Homologen von HsGEN1 und ScYenl

Fett gedruckte AS-Positionen (z.B. D30A) bezeichnen einen in der Literatur oder der vorliegenden Arbeit
beschriebenen Austausch der entsprechenden AS zu einem Alanin, was zum Verlust der Aktivitdit an
Modellsubstraten fihrt. Mit * markierte AS wurden jeweils gemeinsam in einer Proteinvariante untersucht. Normal
gedruckte AS wurden nicht getestet, sind aber zur Nachvollziehbarkeit der konservierten Positionen aufgefiihrt. Im
Fall von AtGEN1 und AtSEND1 ist der Aktivitatsverlust flir den Austausch D163A bzw. D165A nicht vollstandig
(fett/kursiv). A = Alanin, D = Aspartat, E = Glutamat; 'Die letzte Spalte zeigt die fir HsSFEN1 bestimmte Beteiligung der
entsprechenden AS an der nukleolytischen Spaltung (c) bzw. Substratbindung (b). Ein blauer Hintergrund steht fiir die
Koordinierung des ersten Metallions, ein griiner Hintergrund zeigt die Koordinierung des zweiten Metallions an.

| _HSGEN1 | CeGEN-1 | ScYenl | AtGENL | AtSEND1 | OSGEN-L | OSSEND-1| HsFEN1 | *

D30A D30 D41 D31 D30 D31 D30 pD34A [ ¢
E75 D76 D118 D75A D76A D78 D76 pseA [
E134A D133 E193A*  E140A*  E142A* E148 E144 E158A | b
E136A E135A E195A*  E142A*  E144A* E150 E146 e160A NN
E155 D154 D214 D161 D163 D169 D165 D179A b
E157A D156 D216 D163A D165A D171 D167 D181A c
D208 D212 D288 D213 D215 D221 D217 D233A b
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4.3 Substratspezifitat

Entsprechend ihrer strukturellen Zugehorigkeit zur Rad2/XPG-Familie besitzen AtGEN1 und AtSEND1
die Signaturaktivitat der Familie: sie spalten 5‘-Flap-Substrate genau ein Nukleotid im Duplexbereich
hinter dem ss/dsDNA-Ubergang (Harrington und Lieber, 1994; Lee und Wilson, 1999; Hohl et al.,
2003). Der Vergleich mit HsGEN1 zeigt, dass die pflanzlichen Klasse 4-Homologe einen identischen 5°-
Flap (5‘-Flap4 in Tabelle 2.5) mit hoherer Spezifitdt an der typischen Position schneiden, als HsGEN1,
welches unter ahnlichen Reaktionsbedingungen bis zu drei verschiedene Schnitte einfligt (Rass et al.,
2010).

Uber die familientypische Auflésung von 5‘-Flaps hinaus zeigen die bisher charakterisierten Klasse 4-
Homologe die Fahigkeit auch Replikationsgabeln in Form geblockter Flaps sowie HJs aufzuldsen
(Bailly et al., 2010; Rass et al., 2010). Auch in diesen Eigenschaften entsprechen AtGEN1 und
AtSEND1 ihren Homologen, sie zeigen jedoch eine abweichende Praferenz fir diese
Substratstrukturen. Die von der Resolvase aus Mensch bevorzugten HJs (Rass et al., 2010) stehen in
Arabidopsis hinter den Replikationsgabeln und dem 5‘-Flap zurtick:

genickte HJ > HJs > 5'-Flap > Replikationsgabel

5‘-Flap = genickte mobile HJ = Replikationsgabel > mobile HJ > statische HJ

Replikationsgabel > 5‘-Flap > genickte mobile HJ > mobile HJ > statische HJ

BB

Fir OsGEN-L wurde gezeigt, dass fir die 5‘-Flap-Aktivitat niedrige Konzentrationen (25 mM)
einwertiger lonen optimal sind, die HJ-Resolvaseaktivitdt dagegen 150 mM KCl bendtigt (Yang et al.,
2012). Daher wurde in der vorliegenden Arbeit nach den Bedingungen gesucht, unter denen der
Umsatz einer HJ fir AtGEN1 und AtSEND1 am besten war (Daten nicht gezeigt). Fiir AtGEN1 stellte
sich 50 mM NaCl als optimal heraus, wahrend sich fiir AtSEND1 100 mM NacCl als am besten erwies.
Die Ubrigen Reaktionsbedingungen konnten fiir AtGEN1 und AtSEND1 identisch gewahlt werden. Alle
Substrate wurden unter den jeweiligen an der pmHJ optimierten Bedingungen fiir das entsprechende
Enzym getestet, um auf Grund gleich bleibender Bedingungen eine Basis flir Vergleiche zu haben. Es
ist allerdings denkbar, dass die hier prasentierte Praferenzreihung der getesteten Substrate unter
anderen Reaktionsbedingungen abweichen und die Unterschiede zwischen AtGEN1 und AtSEND1
geringer ausfallen konnten. Die Verdanderung der angebotenen zweiwertigen Metallionen kdnnte z.B.
ebenso einen deutlichen Einfluss zeigen, wie fliir HsGEN1, dessen pragnante Bevorzugung von HJ-
Strukturen tber 5-Flaps und RFs mit Mn** anstelle von Mg** abgeschwacht wird (Rass et al., 2010).

Unter der Annahme eines einheitlichen Schnittmechanismus aller Rad2/XPG-Nukleasen liefern die
feinen Unterschiede in der Primarstruktur der vier Klassen, ibertragen auf die Kristallstrukturen von
HsFEN1, allein und im Komplex mit seinem bevorzugten Substrat, eine einleuchtende Erklarung fir
das weiter gefasste Substratspektrum der Klasse 4-Homologe (Orans et al., 2011; Tsutakawa et al.,
2011; Tsutakawa und Tainer, 2012). Die Bindung des Substrats erfolgt bei HsFEN1 und Ubertragbar
auf XPG, EXO1 und GEN1 (ber die helikalen, nicht geschnittenen Arme der DNA, unter anderem liber
die HhH2-Domédne. Die daflir bendtigten Struktur- und Sequenzbereiche sind innerhalb der
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Rad2/XPG-Familie konserviert. Dagegen existieren auffallende Unterschiede in den Bereichen,
welche in HsFEN1 die Selektivitat fiir 5-ssDNA-Uberhdnge mit maximal einem Nukleotid 3‘-Uberhang
festlegen. Dies sind vor allem eine Gruppe saurer Aminosauren (acidic block), die verhindert, dass 3‘-
Uberhinge langer als ein Nukleotid gebunden werden, und zwei a-Helices, welche als eine Art Deckel
(cap) ein Tor aus zwei weiteren a-Helices (helical gateway) verschlieBen. Durch dieses Gateway wird
der einzelstrangige 5-Flap gefiihrt und das Cap verhindert die Bindung von dsDNA wie z.B. von
Bubble-, RF- oder HJ-Strukturen (Tsutakawa et al., 2011). Der saure Block ist spezifische flir HsSFEN1,
wahrend auch HsEXO1 das Cap Uber dem Gateway konserviert hat. HsXPG und HsGEN1 fehlt beides
aber fast vollstdandig. Durch das Fehlen dieser Strukturen sind sterisch hindernde Bereiche des
aktiven Zentrums der XPG- und GEN1-Homologe weit genug getdffnet, um einen, oder im Fall einer HJ
zwei, Doppelstrange aufnehmen zu kénnen (Tsutakawa et al., 2011).

4.4 Die Nicht-Resolvaseaktivitit: ReF-I

AtGEN1 und AtSEND1 weisen an genickten und statischen HJs eine Aktivitat auf, welche nicht einer
HJ-Resolvase entspricht, sondern lber ein Replikationsgabel-Intermediat zu zwei kurzen und einem
langen Duplex fiihrt. Deshalb wurde diese Aktivitdit in Kapitel 3.6.3 ReF-l (replication fork
intermediate) benannt. Dabei scheint die Asymmetrie der HJs am JP ein entscheidender Faktor fiir
diese Aktivitdt zu sein, denn an der X26, welche bis auf ihre beiden maximal migrierten Formen
(Abbildung 4.1) immer einen punktsymmetrischen Sequenzkontext um den JP aufweist, macht die
ReF-I-Aktivitat nur einen kleinen Teil der HJ-Auflosung aus.

Die Schnitte von AtGEN1 und AtSEND1 in den beiden maximal weit migrierten Formen der X26
unterstlitzen die Hypothese, dass die Asymmetrie der Basenpaare am JP zu asymmetrischen
Schnittereignissen fuhrt. Die zentralen Basenpaare am JP der beiden extremen Migrationsformen
und die nicht symmetrischen Schnitte sind in Abbildung 4.1 gezeigt. Der einzelne Schnitt an Position
45 in Strang 2 durch AtSEND1 wird auch von HsGEN1 an der X26 erzeugt (Ip et al., 2008).

Abbildung 4.1: Asymmetrie der Sequenz am JP der X26
| | Gezeigt sind die beiden zentralen Basenpaare jeden Arms der

>

X26 in ihren beiden Migrationsendpunkten. Gestrichelte Linien
deuten Punktsymmetrie an, grau hinterlegte Sequenzen
b ' 5:8 ' gehdren zum homologen Kernbereich der X26. A: AtGEN1
O—0 . I?Cf 'I|'$ schneidet in Strang 2 (rot) haufiger an Position 18 als in Strang
I (i:‘:Cf ‘noAG 4 (lila Pfeile). B: AtSEND1 schneidet Position 45 ausschlieRlich
¥ele —_a in Strang 2 (grtiner Pfeil)
i :g

Die statische X0 weist am JP zwangslaufig nicht punktsymmetrische Sequenzen auf, um den JP in
einer Position zu fixieren. Somit bietet sich flir die Resolvasen an der X0 eine dhnliche Situation wie
an der voll ausgelenkten X26. Der Effekt ist besonders bei AtGEN1 offensichtlich, wahrend bei
AtSEND1 die quantitative Asymmetrie des Schnittmusters nicht ganz so ausgepragt ist (vgl. Abbildung
3.20). Beide Enzyme zeigen jedoch eine deutliche Bevorzugung fiir Schnitte in zwei benachbarten
Strangen, was in der Auflosung der X0 (iber ein RF-Intermediat resultiert. Ein weiterer Einflussfaktor
neben der fehlenden Symmetrie der Sequenz am JP mag, ahnlich wie bei EcRuvC, die in Kapitel
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4.5.1.2 genauer erlauterte Sequenzspezifitdit von AtGEN1 und AtSEND1 sein. Fir EcRuvC wurde
ebenfalls gezeigt, dass es an statischen HJs iber zum Teil asymmetrische Schnitte auflost und dass an
einer genickten HJ RF-Intermediate entstehen (Osman et al., 2009).

Die beiden in der vorliegenden Arbeit verwendeten, genickten HJs weisen dagegen am JP wie die X26
einen punktsymmetrischen Sequenzkontext auf, da die Nicks innerhalb des homologen Kernbereichs
liegen. Jedoch zerstort der Nick selbst die Symmetrie der Junction. Das heillt wir haben es hier mit
einer strukturellen Asymmetrie zu tun, deren bestimmendes Merkmal die Direktionalitat und vor
allem das 5°-Ende des unterbrochenen Stranges ist. Ein solches 5-Ende ermdoglicht es z.B. SpMus81-
Emel zwischen den Strdangen einer genickten HJ zu unterscheiden und so diese spezifisch zu
Crossover-Produkten aufzulésen (Osman et al.,, 2003). Dariiber hinaus wurde fiir HsGEN1 und
OsGEN-L gezeigt, dass diese, ebenso wie AtGEN1 und AtSEND1, eine Replikationsgabel spezifisch im
Matrizenstrang der Folgestrangsynthese schneiden und die Leitstrangmatrize unberihrt lassen (Rass
et al., 2010; Yang et al., 2012). Diese Eigenschaft lieRe sich ebenfalls tber die Positionierung des 5°-
DNA-Endes erklaren. Diese Aktivitat entspricht in ihren Eigenschaften eher der 5'-Flap-Aktivitat der
FEN1-Homologe als einer HJ-Resolvase, mit dem Unterschied, dass statt eines ssDNA-Flaps ein
doppelstrangiger Uberhang vorliegt und abgespalten wird. Wie fiir die Aktivitit der Rad2/XPG-
Klassen 1 bis 3 kdnnte auch im Fall von AtGEN1 und AtSEND1 an den asymmetrischen Junctions ein
Monomer fir die Aktivitat ausreichend sein. Ein Indiz dafiir ist die Uber Elektronenmikroskopie
gezeigte Bindung von HsGEN1 als Monomer an Replikationsgabeln (Rass et al., 2010). Ebenso scheint
an den nHJs aber die Bindung eines Dimers moglich, von denen eines in einer aktiven, das andere in
einer inaktiven Konformation vorliegt (Ceschini et al., 2001; Chen et al., 2013). Wie im vorigen Kapitel
erlautert, fehlen den GEN1-Homologen Elemente der Tertiarstruktur, welche in HSFEN1 verhindern,
dass 5-dsDNA-Uberhdnge gebunden werden kénnen (Tsutakawa et al., 2011; Tsutakawa und Tainer,
2012). Somit ist es durchaus moglich, dass eine nHJ nach dem Charakter eines Flap-Substrats
gebunden wird und das jeweils aktive Zentrum dabei an den Strang dirigiert wird, mit dem das 5'-
Ende des Nicks am JP paart. Somit lieBe sich die Entstehung der RF-Intermediate unter Abspaltung
des Arms 4 der nHJs erkldren.

Weder fiir HsGEN1, ScYenl noch CeGEN-1 gibt es Hinweise in den entsprechenden Publikationen fiir
die Entstehung von kurzen Duplexprodukten und RF-Intermediaten. Darum stellt sich die Frage, ob es
sich bei der ReF-I-Aktivitdt um eine pflanzenspezifische Erweiterung der Aktivitat innerhalb der
Rad2/XPG-Klasse 4 handelt. Die Schnittmuster der Resolvasen aus A. thaliana an der X0 und das von
OsGEN-L zeigen eine frappierende Ahnlichkeit: Die Verteilung der Aktivitit auf die vier Strange der
statischen HJs sind insofern identisch, dass drei Strange in deutlich hherem MaRe umgesetzt
werden als der vierte (diese Arbeit, Yang et al., 2012). Diese Ahnlichkeiten in den Datensitzen,
besonders von AtGEN1 und OsGEN-L, fithren zu der Schlussfolgerung, dass auch OsGEN-L, der bis zu
dieser Arbeit einzige charakterisierte pflanzliche Vertreter der HJ-Resolvasen, ebenfalls eine Aktivitat
entsprechend dem ReF-I-Mechanismus besitzt.

4.4.1 Eine mogliche Rolle fiir die ReF-I-Aktivitit in vivo?

Es stellt sich die Frage, ob die in vitro beobachtete Auflésung von HJ-Strukturen Uber die
beschriebene ReF-I-Aktivitat in vivo eine Rolle spielt. Fiir die Ablaufe an statischen HJs kann dies
verneint werden, da eine HJ in vivo Uber Replikationsgabelregression oder Stranginvasion in
homologe Sequenzen entsteht (vgl. Kapitel 1.1) und somit immer den gleichen Sequenzkontext in
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gegenliberliegenden Einzelstrangen aufweist. An der getesteten X26-HJ macht die ReF-I-Aktivitat nur
einen geringen Anteil an den Auflésungsereignissen aus, jedoch scheint bereits das auf Grund des
potentiell fatalen Ausgangs ausreichend, dass diese Aktivitat unerwiinscht ware.

Im Kontext einer HJ, welche in vivo zwei homologe Chromosomen oder Chromatiden miteinander
verbindet, wiirde die Auflésung Giber den ReF-I-Weg zwar die kovalente Verkniipfung trennen, jedoch
dabei einen Doppelstrangbruch (DSB) in einer der DNA-Helices zurlicklassen bzw. neu erzeugen.
Dieser misste wiederum repariert werden, was potentiell zur gleichen Situation fihren kénnte. Auch
steht die postulierte Funktion der HJ-Resolvasen als Backup-Mechanismus (Matos et al., 2011), nicht
im Einklang mit dieser Aktivitat.

Im Vergleich zur intakten X26 liegt der Anteil der ReF-I-Aktivitdat an den nHJs deutlich héher, stellt
aber auch hier nur eine Nebenaktivitat dar. Genickte HJ-Intermediate der DNA-Rekombination und
Reparatur werden als bevorzugte Ziele HJ-auflésender Enzyme diskutiert (Schwartz und Heyer, 2011).
Allerdings lasst zumindest der, im Fall von AtGEN1 gezeigte, erhebliche Anteil der ReF-I-Aktivitat
genickte DNA-Verzweigungen als in vivo-Substrate von AtGEN1 und AtSEND1 unwahrscheinlich
erscheinen. Alternativ konnte die ungewollte asymmetrische Auflésung genickter und vollstandiger
HJs unterdriickt sein, so dass nur die Resolvaseaktivitit der Enzyme zur Auflésung der
Rekombinationsintermediate benutzt werden kann. Dass die ReF-I-Aktivitdt durch eine stringente
Regulation unterdriickt werden konnte, ist in Einklang mit den Erkenntnissen, dass die HJ-
Resolvaseaktivitdt von ScYenl einer engen Kontrolle unterliegt (Matos et al., 2011). Dabei ist die
Regulation der Hefe-Resolvase ScYenl und der strukturspezifischen Endonuklease ScMus81-Mms4,
zwei wichtige Faktoren fir die Auflésung von Rekombinationsintermediaten in S. cerevisiae eng mit
dem Zellzyklus gekoppelt. Beide Endonukleasen werden (iber Phosphorylierungen reguliert, wobei
deren Wirkung entgegengesetzt ist: phosphoriliertes ScYenl ist inhibiert, wahrend phosphoriliertes
ScMus81-Mms4 hyperaktiv ist. In der Meiose unterstiitzt ScMus81-Mms4 die Bildung von Crossovern
indem es wahrend der spaten Prophase | und dem Beginn der ersten Reifeteilung ScCdc5-abhéangig
hyperaktiviert wird. Die Aktivierung von ScYenl in der Anaphase | und zu Beginn der zweiten
Reifeteilung durch Dephosphorylierung gewahrleistet dabei die korrekte Segregation der homologen
Chromosomen, indem es eventuell noch vorhandene Chiasmata auflost. Im somatischen Gewebe ist
die Aktivitat von ScMus81-Mms4 und ScYenl in S- und G-Phase unterdriickt, da dort die potentielle
Auflésung durch die strukturspezifischen Endonukleasen zu Crossover-Produkten schadlich fir die
Zelle sein kann. Stattdessen werden Rekombinationsintermediate (ber den Non-Crossover-
spezifischen Dissolutions-Weg aufgeldst (Gangloff et al., 1994; Ira et al., 2003). Erst in der M-Phase
werden ScMus81-Mms4 und ScYenl durch Phosphorylierung bzw. Dephosphorylierung aktiviert und
fungieren, wie ScYenl in der Meiose, als Backup-Mechanismus um die Verteilung der
Schesterchromatiden auf die Tochterzellen zu gewahrleisten (Matos et al., 2011). Hier offenbart sich
fir die HJ-Resolvasen eine zweite potentielle Regulationsebene: ScYenl befindet sich wahrend der S-
Phase im Cytoplasma, ebenso wie HsGEN1, und wird wahrend der G1-Phase in den Zellkern gebracht
(Kosugi et al., 2009; Matos et al., 2011). Im Gegensatz dazu scheint HSGEN1 auf die Auflosung der
Kernmembran in der Prometaphase der Mitose angewiesen zu sein, da keine zellzyklusabhangige
Kernlokalisation gezeigt werden konnte (Matos et al., 2011).

Es ist moglich, dass diese oder dhnliche Mechanismen die in vivo-Aktivitat der eukaryotischen HJ-
Resolvasen nicht nur zeitlich regulieren, sondern auch die Art der Aktivitat beeinflussen und so die
potentiell toxische Aktivitdat von AtGEN1 und AtSEND1 unterdriicken.
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4.5 AtGEN1 und AtSEND1: zwei funktionelle HJ-Resolvasen

4.5.1.1 Schnittposition

Die strukturbedingte Schnittposition von AtGEN1 und AtSEND1 wurde an der gleichen Modell-HJ
bestimmt, wie fir HsGEN1 und ScYenl (lp et al., 2008; Rass et al., 2010). Dabei wurde ausgenutzt,
dass eine statische HJ den Junction Point (JP) nicht verschieben kann und somit die Aussage
ermoglicht, dass beide pflanzlichen HJ-Resolvasen die Phosphodiesterbindung in der Regel zwischen
zwei Nukleotiden eine Position in 3‘-Richtung vom JP entfernt schneiden. Diese Eigenschaft ist
identisch zu sowohl den anderen bisher charakterisierten eukaryotischen HJ-Resolvasen aus Mensch,
Reis, Hefe und Fadenwurm (Bailly et al., 2010; Rass et al., 2010; Yang et al., 2012) als auch zum
Musterbeispiel der Resolvasen, EcRuvC (Osman et al.,, 2009). Darin unterscheiden sich die HJ-
Resolvasen der Eukaryoten von anderen strukturspezifischen Nukleasen wie dem Heterodimer
Mus81-Mms4/EME1 und den Resolvasen der Phagen und Archaebakterien, die zwischen 3 -7 nt 5°
des JP bzw. 2 - 3 nt 3’ des JP schneiden (Komori et al., 1999; Kvaratskhelia und White, 2000b;
Kvaratskhelia und White, 2000a; Osman et al., 2003). Auch die Schnitte an anderen verzweigten
Substraten wie den 5‘-Flaps (siehe das vorige Kapitel) und Replikationsgabeln gleichen sich unter den
eukaryotischen Resolvasen (Rass et al., 2010; Yang et al., 2012).

4.5.1.2 Sequenzspezifitit und Strukturspezifitat

Ob und wie eine verzweigte DNA-Struktur aufgeldst wird, hdangt nicht immer ausschlielich von der
Struktur selbst ab. Wie die in Tabelle 1.1 zusammengestellte Ubersicht zeigt, ist das Vorhandensein
einer bestimmten Sequenz um die gespaltene Phosphodiesterbindung als zusatzliche Voraussetzung
fur die Aktivitat der HJ-Resolvasen nicht uniblich. Dies ist z.B. fiir EcCRuvC zu beobachten, welches
statische HJs, deren Sequenzen am JP nicht dem bendétigten Consensus entsprechen, nur minimal
oder gar nicht auflésen kann (Shah et al., 1997; Fogg und Lilley, 2000).

Die in der vorliegenden Arbeit getesteten vier 5‘-Flap-Substrate unterscheiden sich alle anhand ihrer
Sequenz. Sowohl AtGEN1 als auch AtSEND1 setzen eines (jedoch verschiedene) dieser Substrate
schlechter um als die restlichen drei, was auf eine (unterschiedliche) Sequenzspezifitat hindeuten
kann. Allerdings ermoglichen die vier Sequenzkontexte keine Formulierung eines moglichen
Consensus. Auch unter Einbeziehung der Aktivitdten an den vier Strangen der X0-HJ, welche aus den
gleichen Oligonukleotiden aufgebaut ist, wie die 5‘-Flaps, lasst sich noch keine Aussage Uber die Art
der bevorzugten Sequenzen machen.

Das Vorhandensein einer Sequenzspezifitait auflert sich an migrierbaren Substraten in der
Bevorzugung von Hot Spots fir die Schnittaktivitat, seien es Modell-HJs mit homologem Kernbereich
(Bennett et al., 1993; Komori et al., 1999; Kvaratskhelia und White, 2000b; Ip et al., 2008) oder RecA-
vermittelte Rekombinationssubstrate, die z.B. im Fall von EcRuvC verwendet wurden (Shah et al.,
1994). In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass sowohl AtGEN1 als auch AtSEND1 im
homologen Kernbereich der X26-HJ distinkte Schnittmuster erzeugen, in denen sich bis zu vier
Schnittpositionen je Strang deutlich hervorheben. AtGEN1 erzeugt auf beide Schnittrichtungen
verteilt am meisten Hauptschnitte (vier in 1 / 3-Richtung, einer in 2 / 4-Richtung), welche alle 3‘ eines
Guanins liegen (GlA, GIC, GIG, GlA, GLC). Dies spricht, auf Grund des geringen Stichprobenumfangs
natirlich unter Vorbehalt, fur eine Sequenzpraferenz von AtGEN1, welche mit 5-Gl-3‘ beschrieben
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werden kann (siehe Tabelle 4.2), in ihrem weiteren Umfang jedoch unbekannt ist. Eine Aussage liber
einen moglichen Consensus von AtSEND1 ware voreilig, da es nur drei Hauptschnitte an der X26
erzeugt. Es ist aber auffillig, dass zwei der drei Schnitte in der Sequenz 5-CTAlG-3 erfolgen. Dies
konnte auf eine Sequenzpraferenz hindeuten, die dhnlich viele Positionen umfasst wie die von
EcRuvC und SsoHje. Fir die meisten anderen Resolvasen wurde ein kiirzerer Consensus beschrieben
(vgl. Tabelle 1.1).

Tabelle 4.2: Sequenzkontext der Hauptschnittpositionen an der X26

5'- -3¢ Produkt 5'- -3¢ Produkt
CAATGG! ATTGCT 23 nt TTGCTA! GGACAT 30 nt
GGATTG! CTAGGA 27 nt GTCCTA! GCAATC 32 nt
TGCTAG! GACATC 31nt TCCTAG! CAATCC 33 nt

GCTAGG! ACATCT 32 nt
TCCTAGL CAATCC 33 nt

Die Sequenz am JP und die Struktur des Substrats scheinen in unterschiedlichem Male Einfluss auf
die Aktivitaten von AtGEN1 und AtSEND1 zu nehmen. Wahrend AtSEND1 eine durchgdngige Leiter
von schwachen Schnittprodukten zwischen 22 und 44 nt erzeugt, also die X26 an fast jeder Position
des Kernbereichs spaltet, weist die Verteilung von AtGEN1 Liicken auf. Dies gibt Raum fir die
Spekulation, dass AtSEND1 die X26 an fast jeder Position des homologen Kernbereichs auf Grund der
HJ-Struktur schneidet. Mit der moglichen Sequenzpraferenz lasst sich das so vereinbaren, dass
AtSEND1 dann besonders aktiv ist, wenn ein bestimmter Sequenzkontext um den JP der HJ vorliegt.
AtGEN1 dagegen konnte entweder einen sehr kurzen oder flexibleren Consensus als AtSEND1
aufweisen, welcher fiir die Aktivitat vorhanden sein muss, weil die HJ-Struktur allein nicht ausreicht.
Diese Eigenschaft wiirde EcRuvC entsprechen, welches ebenfalls eine HJ nur dann schneidet, wenn
eine Sequenz entsprechend dem Consensus um den JP vorliegt (Shah et al., 1997; Fogg und Lilley,
2000). Allerdings sind fiir eine Erhebung dieser Hypothesen (iber den Rang der Spekulation hinaus
weitere Versuche beispielsweise mit den Junctions Jom5 (Komori et al., 1999; Bailly et al., 2010) und
X12 (Kobbe et al., 2008) nétig, um die zur Verfligung stehenden Sequenzdaten zu erweitern.

4.5.1.3 Symmetrische Schnittmuster und ligierbare Resolvaseprodukte

Die Orientierung der eingefiihrten Schnitte an den getesteten HJs kennzeichnet AtGEN1 und
AtSEND1 als HJ-Resolvasen. Dies ist insbesondere an der X26 ersichtlich, welche mit ihrem
homologen Kernbereich von 26 Nukleotiden zu 26 Schritten branch migration fahig ist. Dabei ahmt
sie, so lange der JP nicht an einer der beiden moglichen, maximal weit migrierten Positionen liegt, die
Eigenschaften einer HJ in der Zelle nach. Sie ist dann, im Gegensatz zu den statischen Modell-HJs, in
alle Richtungen migrierbar und weist direkt am JP immer einen punktsymmetrischen Sequenzkontext
auf. Unter dieser Voraussetzung erzeugen AtGEN1 und AtSEND1 ein nahezu perfekt symmetrisches
Schnittmuster: die Schnitte in den gegeniiberliegenden antiparallelen Strangen sind immer
paarweise in Position und Haufigkeit identisch. Ausgehend von der strukturbestimmten
Schnittposition (Kapitel 4.5.1.1) ist anzunehmen, dass auch an der X26 die Schnitte bevorzugt 1 nt 3*
des JP erzeugt werden. Mit der Bevorzugung bestimmter Schnittstellen, wie fiir beide Proteine
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beobachtet, lasst sich das so vereinbaren, dass die entsprechende Phosphodiesterbindung dann
gespalten wird, wenn sie 1 nt 3‘ des JP lokalisiert ist.

Die Religierbarkeit der Schnittprodukte und die zeitlich dichte Abfolge der Schnitte in den
gegeniberliegenden antiparallelen Armen der HJ sind weitere, Uber die Schnittmustersymmetrie
hinausgehende, Eigenschaft einer HJ-Resolvase. Ein symmetrisches Schnittmuster allein zeigt noch
nicht, dass die entstehenden Produkte Resolvaseprodukte sind. Es wéare z.B. denkbar, dass ein
symmetrisches Schnittmuster auch dann entsteht, wenn eine Nickase (also ein Enzym welches einen
Strang der HJ schneidet und sich dann wieder 16st) durch die identische Sequenz der
gegeniberliegenden Striange gesteuert, die HJ nach und nach in Duplexprodukte zerlegen wiirde.
Dabei ware aber nicht gewahrleistet, dass die Auflosung Giber symmetrische Schnitte geschahe, wie
es das Schnittmuster vortauschen wiirde. Stattdessen konnten auch Produkte mit Einzelstrangliicken
und -lberhangen entstehen. Fiir AtGEN1 und AtSEND1 konnte jedoch Uber die Entstehung des
spezifischen Ligationsprodukts an der X26-S gezeigt werden, dass das Schnittmuster der X26 in
religierbarem Produkt resultiert. Erste weiterfiihrende Experimente zeigen zusatzlich, dass AtSEND1
ein plasmidbasierendes Substrat durch dicht aufeinander folgende Schnitte auflést. Also agieren
AtGEN1 und AtSEND nicht wie eine Nickase, sondern entsprechend dem Mechanismus einer
Resolvase.

4.5.1.4 Die Aktivitit an genickten HJs offenbart einen iiberwiegenden Anteil der
HJ-Resolvaseaktivitat

Die Aktivitaten von AtGEN1 und AtSEND1 zeigen auch an den genickten HJs Eigenschaften einer HJ-
Resolvase. Wie diese Eigenschaften trotz der Gberlagernden ReF-I-Aktivitat zu erkennen sind soll im
Folgenden erldutert werden. Dabei wird auch gezeigt werden, dass der Nick in Strang 3 der
getesteten nHJs unterschiedliche Auswirkungen hat. Der ausschlaggebende Punkt ist die Position des
Nicks bezogen auf das Schnittmuster des jeweiligen Enzyms an der intakten X26. Entspricht die
Position des Nicks einer der bevorzugten Schnittstellen des jeweiligen Enzyms, wird die
gegenlberliegende Position in Strang 1 verstarkt gespalten. Weicht die Position des Nicks von den
bevorzugten Schnittstellen des jeweiligen Enzyms ab, erfolgt der Schnitt, allein durch die Struktur
bestimmt, genau ein Nukleotid 3‘ der symmetrischen Position.

Um diese Punkte herauszuarbeiten, ist der direkte Vergleich der Schnittmuster an den nHJs mit dem
Schnittmuster des entsprechenden RF-Intermediats notwendig. Die in der vorliegenden Arbeit
getesteten Modellreplikationsgabeln auf Basis der X26-HJ (Kapitel 3.5) entsprechen exakt den
Strukturen, die Ubrig bleiben, wenn der jeweilige Hauptschnitt in Strang 4 der nX-30 bzw. nX-32 vor
einem Schnitt in Strang 1 erfolgt. Das folgende Schema zeigt die entsprechenden Zugehorigkeiten:

Schnitt in Strang 4

nx_32 28] 28

” AGEN1: | Position28 | _I RF1
32 32

—

28| 28
I AtSEND1: Position 29 ) _| RF2
31 32

nX-30

AtGEN1: 30| 30
_I I_ Positon 33 | ) RF3

| AtSEND1: 27 30
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AtSEND1 I6st die nX-30 entsprechend einer Resolvase auf

AtSEND1 schneidet die intakte X26 in 1/ 3-Richtung bevorzugt an Position 30, der Nick der nX-30
entspricht dieser Praferenz. Das Schnittmuster von AtSEND1 in Strang 1 der nX-30 mit dem, einer
Resolvase entsprechenden, Hauptprodukt von 30 nt ist mit dem der RF3 nahezu identisch. Darum
ware es zundchst denkbar, dass die Schnitte an der nX-30 vollsténdig iber den Umweg lber das RF3-
Intermediat entstehen. Allerdings wiirde dies voraussetzen, dass alle umgesetzten nX-30-Molekiile
zuerst in Strang 4 geschnitten wirden, wodurch ausschlieBlich kurzes Duplexprodukt mit der
4*-Markierung entstehen wiirde. Dies ist jedoch nicht der Fall, wie sowohl die nativen Gele als auch
die relative Intensitat der Schnitte von Strang 4 der nX-30 (Abbildung 4.2) zeigen. Maximal 25 % der
Produkte sind kurze Duplices, wahrend die restlichen 75% lange Duplices sind. Lange
Duplexprodukte mit einer Markierung im Strang 4 kénnen ausschlieRlich dann entstehen, wenn die
nHJ im Strang gegeniiber dem Nick und sonst in keinem weiteren Strang geschnitten wird. Daraus
lasst sich folgern, dass der Uberwiegende Teil der Schnitte in Strang 1 entsprechend einer
Resolvaseaktivitat als erster und einziger Schnitt erfolgen. Dies trifft sowohl fir die bevorzugte
Schnittposition exakt gegeniiber dem Nick zu, als auch auf den schwacheren Nebenschnitt bei 31 nt,
welcher 1 nt 3‘ des JP liegt.

SRR INRILENERS 5838858895993 ~R22SNRIRENERS 5838858395993
=CCAATGGATTGCTA 'AGCAATCCATTGT =CCAATGGATTGCTA 'AGCAATCCATTGT
FITEITTITTTT FELELEITETTT EITEITTTT FEVEETLETTETE
mODLLYOOLYVYOOV: BLODLLYDOLYYOUm =OOLLYO: 4 YLOOLLYOOLYYOYm
REERREBELLRREBLX EBBIBIRBRBoa CeNoaswn = EBBNBRRBRNNBaI
? 28 gy f |
28 :bas : :
27 — 34
26 35
mE =B POSIiON 30 ¢ e
240 — Q37 !
=ik Ni i iti
: s =H8  Nick an bevorzugter Schnittposition
25%:... ... ®eZQs. ... : von AtSEND1
170 — G) 44
kurzer Duplex i

Abbildung 4.2: HJ-Resolvaseaktivitat von AtSEND1 an der nX-30

Gezeigt sind die Schnittmuster von AtSEND1 jeweils im Vergleich an der nX-30 (links) und dem entsprechenden RF3-
Intermediat (rechts). Pfeile, die nicht der Hauptresolvaseantwort auf den Nick entsprechen, sind transparent
dargestellt. Graue Flachen in den Pfeilen symbolisieren den Anteil der ReF-I-Aktivitat. Die Prozentangaben zu ,langer
Duplex” und ,kurzer Duplex” geben die ungefahre Verteilung auf kD- und nD-Produkte in den nativen Gelen an (siehe
Abbildung 3.14 fiir die genauen Werte).

AtGENL1 I6st die nX-32 entsprechend einer Resolvase auf

Das Schnittmuster der X26 zeigt, dass die Position 32 die am haufigsten von AtGEN1 gespaltene Stelle
in 1/ 3-Richtung ist. Somit wurde der Nick in der nX-32 so gelegt, dass er dieser Schnittpriferenz
entspricht. Gleich wie bei der Kombination von AtSEND1 und nX-30 unterscheidet sich das
Schnittmuster von Strang 1 der nX-32 kaum von dem des entsprechenden Strangs der RF1 (Abbildung
4.3). Jedoch zeigen auch in dieser Kombination die nativen Gele und die Schnitte in Strang 4 der nHJ,
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dass nur ein kleiner Anteil der Schnitte tGber den ReF-I-Weg zu erklaren ist. Es zeigt sich ebenso eine
deutliche Bevorzugung der Schnittposition exakt gegenliber dem Nick. Demnach |6st auch AtGEN1
eine nHJ zu ligierbaren Duplices auf, wenn der Nick einer der Hauptschnittstellen der intakten HJ
entspricht.

Diese beiden Beispiele belegen, dass sowohl AtGEN1 als auch AtSEND1 an einer genickten HJ
Uberwiegend als HJ-Resolvase aktiv sind.

nX-32
| . |
langer Duplex & _&, "0

80 %: SO —alk
N 41 -_ 20
: 40 — 21
. 39 — P22
N 38 — 23
: 370 — 24
36 — 25
3564 — K 2
‘ﬁ“ =gz
33 — 28
. 320 — N2
N 31 - 30

: } 883885889599

A AGCAATCCATTGT =
FEEEEETTEEELEd
; \ T LI IL VO =
SURNRRRNNNNIAI
300 —.:4 :

290 —\Q 32

Nick an bevorzugter Schnittposition
von AtGEN1

20 % :
&Y Jo-... (

kurzer Duplex

Abbildung 4.3: HJ-Resolvaseaktivitdt von AtGEN1 an der nX-32

Gezeigt sind die Schnittmuster von AtGEN1 jeweils im Vergleich an der nX-32 (links) und dem entsprechenden RF1-
Intermediat (rechts). Pfeile, die nicht der Hauptresolvaseantwort auf den Nick entsprechen, sind transparent
dargestellt. Graue Flachen in den Pfeilen symbolisieren den Anteil der ReF-I-Aktivitat. Die Prozentangaben zu ,langer
Duplex” und ,kurzer Duplex”“ geben die ungefdhre Verteilung auf kD- und nD-Produkte in den nativen Gelen an (siehe
Abbildung 3.18 fiir die genauen Werte).

Lasst sich die Position des Counternicks beliebig verschieben?

Um den Positionseinfluss des Nicks auf die Schnittaktivitdt im gegeniiberliegenden Arm weiter zu
charakterisieren, wurden auch die Kombinationen von Resolvase und nHJ getestet, bei denen der
Nick an einer Position liegt, welche in der X26 nicht oder kaum geschnitten wird. Fir die
Interpretation der Ergebnisse wird, wie von Pohler et al., 1994 postuliert, davon ausgegangen, dass
der Nick dazu fihrt, dass die migrierbare Junction in einer bestimmten Form fixiert wird, mit dem
Nick im JP. Im Fall der nX-30 bedeutet dies, dass der JP zwischen den Basen 30 und 31 liegt, und
entsprechend fir die nX-32 zwischen den Basen 32 und 33.

AtSEND1 an der nX-32: Der Nick fiihrt nur eingeschriankt zu einem symmetrisch orientierten
Gegenschnitt

Die Bevorzugung eines Schnittes im Strang gegeniiber dem Nick ist flir AtSEND1 an der nX-32 relativ
leicht ersichtlich. Die Argumentation ist dabei identisch zu der an der nX-30. Obwohl sich die
Schnittmuster an der nX-32 und dem Replikationsgabel-Intermediat (RF2) nicht unterscheiden
(Abbildung 4.4), kann Strang 1 nur zu einem geringen Anteil GUber den Umweg des ReF-I gespalten
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werden, da deutlich weniger kurze Duplexprodukte im nativen Gel erscheinen als lange Duplices und
die Aktivitat von AtSEND1 in Strang 4 der nX-32 vergleichsweise schwach ist. Umgekehrt formuliert
heillt das, dass der Uberwiegende Teil der AtSEND1-Aktivitdt an der nX-32 entsprechend einer HlJ-
Resolvase zur Spaltung von Strang 1 fihrt. Auf den ersten Blick widerspricht die bevorzugte
Schnittposition 33, welche nicht punktsymmetrisch zum Nick liegt, dem HJ-Resolvasecharakter. Geht
man aber davon aus, dass der Nick das Zentrum der Junction bildet, liegt die bevorzugte
Schnittposition in Strang 1 genau ein Nukleotid 3‘ des JP. Das heilt, dass hier der strukturelle Aspekt
bestimmend wirkt und AtSEND1 entsprechend seiner inhdrenten Eigenschaften als eukaryotische
Resolvase die HJ an der typischen Position 1 nt 3‘ des JP schneidet.

Der zum Nick symmetrische Schnitt an Position 32, welcher in religierbaren Produkten resultiert, ist
deutlich seltener als der an Position 33. Allerdings kann auch dessen Haufigkeit nur zu einem Viertel
Uber die ReF-l-Aktivitat erklart werden, womit auch die Schnitte an dieser Position Uber die
Resolvaseaktivitat von AtSEND1 entstehen mussen.

langer Duplex 1 nX-32 RF2
0 -t MR QT 1
75 %: 20 — @19 R WO = QI
. 410 — ()20 . J 430 ') 18
: 40F4 — B 21 : : 420 — @) 19
39 — 22 410 — ()20
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3564 — 26 370 — @24
‘>34 — Q2 6Ed — I 25
— 2 — 3 2
00— 3% s P
310 — Q30 33 — 128
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Abbildung 4.4: HJ-Resolvaseaktivitat von AtSEND1 an der nX-32

Gezeigt sind die Schnittmuster von AtSEND1 jeweils im Vergleich an der nX-32 (links) und dem entsprechenden RF2-
Intermediat (rechts). Pfeile, die nicht der Hauptresolvaseantwort auf den Nick entsprechen, sind transparent
dargestellt. Graue Flachen in den Pfeilen symbolisieren den Anteil der ReF-I-Aktivitat. Die Prozentangaben zu ,langer
Duplex“ und ,kurzer Duplex” geben die ungefahre Verteilung auf kD- und nD-Produkte in den nativen Gelen an (siehe
Abbildung 3.18 fur die genauen Werte).

AtGENL1 an der nX-30: Der Nick fiihrt nicht zu einem symmetrisch orientierten Gegenschnitt

AtGEN1 zeigt an der nX-30 ein distinktes Schnittmuster, welches sich in Strang 1 von dem der RF3
unterscheidet (Abbildung 4.5). Es ist charakterisiert durch zwei Hauptschnitte, von denen der an
Position 31, also 1 nt 3‘ des JP, ca. doppelt so hdufig vorkommt wie der an Position 30 im JP. Uber
Gelextraktion der nativen Produkte wurde gezeigt, dass der 30er-Schnitt ausschliellich tGber den
ReF-I-Weg entsteht und in kurzem Duplex resultiert (Abbildung 3.15). Die nativen Gele und die
Verteilung der Schnittaktivitaten zeigen, dass ungefahr die Halfte aller aufgelosten nX-30-Molekile
Uber den ReF-I-Weg zu zwei kurzen und einem langen Duplex aufgel6st werden (Abbildung 4.5). Da
jedoch das Schnittmuster der RF3 zeigt, dass auf diesem Weg Position 31 und 30 gleich haufig
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Abbildung 4.5: HJ-Resolvaseaktivitat von AtGEN1 an der nX-30

Gezeigt sind die Schnittmuster von AtGEN1 jeweils im Vergleich an der nX-30 (links) und dem entsprechenden RF3-
Intermediat (rechts). Pfeile, die nicht der Hauptresolvaseantwort auf den Nick entsprechen, sind transparent
dargestellt. Graue Flachen in den Pfeilen symbolisieren den Anteil der ReF-I-Aktivitdt. Die Prozentangaben zu ,langer
Duplex” und ,kurzer Duplex” geben die ungefahre Verteilung auf kD- und nD-Produkte in den nativen Gelen an (siehe
Abbildung 3.14 fir die genauen Werte).

geschnitten werden, lasst dies nur die Erklarung zu, dass die liberschiissigen Schnitte an Position 31
in Strang 1 der nX-30 Uber Resolvaseaktivitdt entstehen. Die Gelextraktion der langen Duplices belegt
dies zusatzlich (Abbildung 3.15B). Wie im Fall von AtSEND1 an der nX-32 liegt diese Schnittposition
genau ein Nukleotid 3‘ des JP, wenn der Nick das Zentrum der nHJ bildet. Somit ist auch fir die
Kombination von AtGEN1 und dem Nick an Position 30 gezeigt, dass die Auflésung entsprechend der
strukturellen Praferenz einer eukaryotischen HJ-Resolvase durch Schnitte 1 nt 3’ des JP erfolgt.

Wie lassen sich relativ zum Nick versetzte Schnitte mit HJ-Resolvasen vereinbaren?

Bei allen vier Kombinationen aus nHJ und Resolvase wurden Schnitte beobachtet, die in Relation zum
Nick um ein Nukleotid nach 3‘ verschoben sind. Solche Schnitte filhren zu nicht religierbaren
Produkten mit 1 nt Liicken bzw. Uberhdngen. Obwohl solche nicht religierbaren Produkte von einer
klassischen HJ-Resolvase primar nicht erwartet werden, lassen sich gerade diese Schnitte so
interpretieren, dass es sich bei AtGEN1 und AtSEND1 um funktionelle Resolvasen handelt. Die
Strukturselektivitdt und der Schnitt 1 nt 3‘ des JP sind inhdrente Eigenschaften, welche die beiden
Arabidopsis-Homologe mit ihren weiteren eukaryotischen Verwandten teilen, und die fir diese
Schnitte verantwortlich sind.

Eine intakte HJ wird durch die Bindung einer HJ-Resolvase unter Ausbildung eines Homodimers und
zwei Schnitte, je einer von jedem aktiven Zentrum, aufgelost. Im Fall des RuvC-Homologs von
Thermus thermophilus zeigt die Kristallstruktur zwei unterschiedliche Konformere der beiden
Monomere in einem Dimer (Kapitel 1.3.1.4.1, Chen et al., 2013). Auch fiir SpYdc2 stellte sich heraus,
dass die Monomere innerhalb eines Dimers nicht absolut symmetrisch sind, sondern sich in der
Positionierung einzelner Aminosaureseitenketten unterscheiden (Ceschini et al., 2001). Im Fall von
TthRuvC handelte es sich dabei um AS, welche eine Rolle fiir die korrekte Ausrichtung des
gebundenen Substrats im aktiven Zentrum spielen, bei SpYdc2 liegen die Unterschiede im aktiven
Zentrum selbst und betreffen die Koordinierung der fiir die Aktivitdt essentiellen zweiwertigen
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Metallionen. Diese Unterschiede sprechen fiir die Hypothese, dass ein Resolvasedimer aus einem
katalytisch aktiven und einem katalytisch inaktiven Monomer aufgebaut sein kann. Dariiber hinaus
wird postuliert, dass durch das Einbringen des Schnitts durch das aktive Monomer eine
Konformationsanderung induziert wird. Durch diese Konformationsanderung geht das das inaktive
Monomer in die aktive Konformation liber und das aktive Monomer wird inaktiviert (Chen et al.,
2013). Gleichzeitig zum Umklappen von Aminosdureseitenketten scheint eine damit verbundene
Konformationsanderung des HJ-Substrats wahrscheinlich, welche dazu fiihrt, dass sich der noch zu
spaltende Strang der HJ in das neu aktivierte aktive Zentrum des zweiten Monomers einpasst. Die
Untersuchung von Kristallstrukturen von HsMUS81-EME1 zeigen, wie die erhdhte Flexibilitat der
genickten HJ nach dem ersten Schnitt es ermdglicht, dass der noch aufzulésende Strang in das zweite
aktive Zentrum des Heterotetramers eingepasst wird (Kapitel 1.3.1.4.1, Chang et al., 2008). Dafir
konnte eine Konformationsanderung des flexiblen Bereichs zwischen der HhH2-DNA-Bindedomane
und der Nukleasedomane von HsMUS81 eine unterstiitzende Rolle spielen (Chang et al., 2008).
Ubertragen auf die Familienmitglieder der Rad2/XPG-Nukleasen und insbesondere auf die
eukaryotischen HJ-Resolvasen bieten diese Eigenschaften eine plausible Erklarung fiir das Verhalten
von AtGEN1 und AtSEND1 an den genickten HJ-Substraten im Vergleich zur intakten HJ. Besteht der
Resolvasedimer nach der Bindung an eine nHJ aus einem aktiven und einem inaktiven Konformer,
trifft dieser auf Grund der strukturspezifischen Bindung am JP auf den bereits vorhandenen
kiinstlichen Nick. Fiir den Fall, dass die Untereinheit, die den genickten Strang bindet, in ihrer aktiven
Konformation vorliegt, findet diese kein geeignetes Substrat und kann so auch nicht die durch den
Schnitt bedingte, gegenseitige Konformationsanderung einleiten. Aller Wahrscheinlichkeit nach wird
diese unproduktive Bindung nach der Lebenszeit des Enzym-DNA-Komplexes aufgeldst werden ohne
dass die nHJ verdandert wurde. Wird die nHJ dagegen so gebunden, dass das die inaktive Untereinheit
des Resolvasedimers den kiinstlich genickten Strang bindet und die aktive Form in Kontakt mit dem
intakten Strang 1 kommt, entsteht ein produktiver Komplex. Allerdings wiirde dabei die
Schnittposition allein tber die Struktur der HJ als solche bestimmt werden, was in den beobachteten
Schnitten 1 nt 3’ des JP resultieren wiirde. Im Unterschied dazu wiirde an der intakten HJ die erste
nukleolytische Spaltung zur gegenseitigen Konformationsanderung der Monomere und evtl. der
Junction fiihren und somit gewahrleisten, dass der Counternick in symmetrischer Orientierung
erfolgt (Chang et al., 2008; Chen et al., 2013).

Der ungeordnete Charakter der C-Termini aller Klasse 4-Homologe bietet die Moglichkeit fiir solche
bindungs- und aktivitdtsabhangige Veranderungen der Proteinstruktur. Darliber hinaus wurde fir
HsFEN1 gezeigt, dass zwei Bereiche (die hydrophobic wedge und das helical cap) der Sekundar- und
Tertidrstruktur einen ungeordneten Charakter aufweisen, jedoch einen substratinduzierten disorder
to order Ubergang durchlaufen und eine entscheidende Rolle fiir die Substratspezifitit spielen
(Sakurai et al., 2005; Tsutakawa et al., 2011).

Das vorgeschlagene Modell erklart jedoch nicht, warum die Schnitte in Strang 1 der nHJs dann
symmetrisch sind, wenn der Nick einer bevorzugten Schnittposition entspricht (z.B. AtSEND1 an der
nX-30). Zunachst kénnen dhnliche Vorgdnge angenommen werden, wie zuvor fiir die nicht passenden
Nickpositionen beschrieben, welche zu Schnitten 1 nt 3 der symmetrischen Position flihren. Solche
Schnitte sind auch in den Schnittmustern von AtSEND1 an der nX-30 (Abbildung 4.2) und AtGEN1 an
der nX-32 (Abbildung 4.3) erkennbar. Die Bevorzugung der symmetrischen Hauptschnitte lasst sich
dann erkldaren, wenn man die in Kapitel 4.5.1.2 diskutierte Sequenzpraferenz von AtGEN1 und
AtSEND1 in die Betrachtung mit einbezieht: Entspricht der Nick einer bevorzugten Schnittstelle des
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jeweiligen Enzyms an der X26, heil3t das, dass die Sequenz im intakten Strang 1 um die symmetrische
Position ebenfalls der bevorzugten Sequenz entspricht. In Analogie zu SpMus81-Emel (Chang et al.,
2008; Osman et al., 2009) konnte die durch den Nick vorhandene Flexibilitat der nHJ es ermdoglichen,
dass diese bevorzugte Sequenz in das aktive Zentrum von AtGEN1 bzw. AtSEND1 eingepasst werden
kann. Somit wirde ein symmetrischer Schnitt zu den beobachteten religierbaren Produkten fihren.

Zusammengefasst suggerieren die hier prasentierten Ergebnisse, dass durch die Position eines
kiinstlichen Nicks die Aktivitdt der Resolvase an der nHJ beeinflusst werden kann, jedoch die
beliebige Verschiebung der symmetrischen Schnitte nicht moglich ist. Auch wenn der kiinstliche Nick
sich durch die Verwendung eines am 5‘-Ende phosphorilierten Oligonukleotids topologisch nicht vom
Phosphodiesteraseprodukt einer Resolvase unterscheidet, scheint der Vorgang der ersten
nukleolytischen Spaltung notwendig zu sein fir die Symmetrie der Schnitte. Dies kann so gedeutet
werden, dass ein kinstlicher Nick nicht dquivalent zu einem endonukleolytisch eingebrachten
Einzelstrangbruch in einem der HJ-Strange ist. Der Effekt, den der kiinstliche Nick auf die Aktivitat der
Resolvasen AtGEN1 und AtSEND1 auslibt, wird Giber die Struktur der nHJ vermittelt und duRert sich in
zwei Aspekten. (I) Der Nick fiihrt im Vergleich zur intakten HJ zu hdufigeren Schnitten in Strang 1 iber
die Resolvaseaktivitat. Ein dhnliches Verhalten wurde fiir den strukturspezifischen Endonuklease-
Komplex Mus81-Mms4 in S. cerevisiae, S. pombe und A. thaliana beschrieben (Gaillard et al., 2003;
Osman et al.,, 2003; Geuting, 2008). (ll) Die so fixierte genickte HJ wird entsprechend dem
Resolvasecharakter von AtGEN1 und AtSEND1 an der Rad2/XPG-typischen Position 1 nt 3‘ des JP
geschnitten. Zu einer Abweichung kommt es nur dann, wenn ein Nukleotid in 5‘-Richtung, also im JP
selbst, eine vom entsprechenden Enzym bevorzugte Sequenz lokalisiert ist.

4.6 Gemeinsamkeiten und Unterschiede

AbschlieRend sollen der Ubersicht halber die im vorangegangenen dargestellten Gemeinsamkeiten
und Unterschiede in der Charakterisierung von AtGEN1 und AtSEND1 noch einmal direkt
gegenibergestellt werden.

Beide A. thaliana Homologe der Klasse 4 der Rad2/XPG-Nukleasefamilie zeigen in vitro eine dsDNA-
Flap-Aktivitat, welche HJs Uber ein Replikationsgabel-Intermediat auflost. Diese Aktivitat ist jedoch
nur eine Nebenaktivitat. Die Hauptaktivitdt an HJs entspricht der einer HJ-Resolvaseaktivitdt, mit
deutlichen Parallelen zum RuvC-Paradigma und den eukaryotischen HJ-Resolvasen: Sowohl AtGEN1
als auch AtSEND1 schneiden strukturspezifisch das Zucker-Phosphat-Riickgrat gegeniberliegender
DNA-Einzelstrange ein Nukleotid 3‘ des Uberkreuzungspunktes einer HJ und Iésen diese zu
religierbaren Duplices auf. Beide Enzyme zeigen eine Praferenz fiir Schnitte in bestimmten
Sequenzen. lhre Aktivitaten in einem DNA-Strang gegenliber einem Einzelstrangbruch (Nick) in einer
HJ lassen sich durch die Position des Nicks beeinflussen und fiihren zu einer Konzentrierung des
Schnittmusters auf einige wenige Schnittpositionen in diesem Strang. Dabei flihrt das Vorhandensein
eines bevorzugten Sequenzkontexts gegeniiber dem Nick zu symmetrischen Schnittprodukten,
wahrend eine abweichende Sequenz zu ein Nukleotid nach 3 versetzten Schnitten fihrt.

AtGEN1 und AtSEND1 teilen 34 % Ahnlichkeit in ihren konservierten N-terminalen Bereichen auf
Sequenzebene. Die restliche Primarstruktur ist jedoch wenig konserviert, auch wenn generelle
Eigenschaften wie der Sequenzabschnitt mit Homologie zur Chromo domain-like-Doméane und der
ungeordnete Charakter des C-Terminus erhalten sind. Daraus erwachsende Unterschiede der
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Sekundar- und Tertidrstruktur konnten die Grundlage fir die leichten Unterschiede in der
Substratspezifitdit der beiden Resolvasen sein. AtGEN1 setzt sowohl Replikationsgabeln als auch
genickte HJs und 5‘-Flaps in ahnlichem Umfang um. AtSEND1 zeigt im Gegensatz dazu eine leichte
Praferenz fur einfach und zweifach verzweigte DNA-Strukturen (5‘-Flaps und Replikationsgabeln)
gegeniber HJs. Zwischen den getesteten Hls unterscheidet AtSEND1 in geringerem AusmalR als
AtGEN1, d.h. die Unterschiede der Aktivitat zwischen nHJs und intakten HJs sind weniger ausgepragt.
Die ReF-I-Aktivitat von AtSEND1 macht an allen getesteten HJ-Substraten einen deutlich geringeren
Anteil der Gesamtaktivitat aus, als fir AtGEN1 beobachtet. Letzteres |6st bis zur Halfte einer
genickten HJ Giber die Nicht-Resolvaseaktivitat auf. Zuletzt scheint eine unterschiedliche Gewichtung
des Sequenzeinflusses auf die Schnitteffizienz wahrscheinlich: Bei AtGEN1 scheint die
Sequenzpraferenz einen groReren Einfluss auf die Positionierung der Schnitte zu haben, als bei
AtSEND1.
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5. Ausblick

Die Grundlage der Resolution von Holliday Junctions, d.h. die Auflésung iber symmetrische Schnitte
zu religierbaren Produkten, bendétigt die dicht aufeinanderfolgende endonukleolytische Aktivitat
zweier aktiver Zentren der HJ-Resolvase. Dies wird bei allen bisher beschriebenen Resolvasen
dadurch gewiéhrleistet, dass alle entweder bereits in Losung als Homodimere vorliegen (z.B. EcRuvC,
T4 Endo VII) oder substratabhdngig erst an der HJ dimerisieren (HsGEN1). Wahrend fiir die
Resolvasen der Phagen und Prokaryoten die dabei interagierenden Bereiche der Proteine gut
charakterisiert sind, sind die Grundlagen der Dimerisierung fiir die eukaryotischen Resolvasen unklar.
In der vorliegenden Arbeit wurden ausgehend von AtSEND1 und AtGEN1 in den meisten
eukaryotischen Resolvasen die Chromo domain-like-Variante (CDLV) bioinformatisch identifiziert,
welche sich zwischen den GEN1- und SEND1-Homologen unterscheiden. Beide Varianten weisen
Homologien zur Chromo- und Chromo shadow-Domane auf. Fir letztere wurde die Fahigkeit zur
Homodimerisierung gezeigt (Smothers und Henikoff, 2000; Zhao et al., 2000). Die Charakterisierung
rekombinanter Proteine mit deletierten oder ausgetauschten CDLVs, kdnnte Einblicke in eine
potentielle Rolle der CDLVs bei der Dimerisierung der eukaryotischen HJ-Resolvasen ermdoglichen.

Die in der vorliegenden Arbeit gewonnenen in vitro-Daten erlauben die Formulierung weitreichender
biochemischer Fragestellungen. Zum Beispiel wurde hier anhand der Schnittmuster gezeigt, dass
beide Arabidopsis-Resolvasen eine Sequenzpraferenz besitzen, die sich jedoch zwischen AtGEN1 und
AtSEND1 unterscheidet. Es ware fir eine auf den hier gezeigten Ergebnissen aufbauende
Charakterisierung von Interesse, diese Sequenzpraferenz genauer zu bestimmen. Hierzu kdnnte man
zusatzlich zur Verwendung weiterer mobiler Modell-HJs, eine plasmidbasierende, RecA-vermittelte
o-Struktur, wie fir EcRuvC beschrieben, am Lehrstuhl etablieren. Aufbauend auf den daraus
gewonnenen Erkenntnissen konnten dann gezielt weitere Substrate designt werden. Diese kénnten
zum Beispiel flr weitere Experimente zur Resolution innerhalb der Lebenszeit eines Enzym-Substrat-
Komplexes verwendet werden oder um den Positionseffekt eines kiinstlichen Nicks noch
eingehender zu untersuchen.

Auch die weitere in vivo Charakterisierung der beiden HJ-Resolvasen von Arabidopsis thaliana bietet
noch interessante Ansatze. Da die bisherige Charakterisierung von Einzel- und Doppelmutanten von
AtGEN1 und AtSEND1 keine Sensitivititen gegen Genotoxine zeigte, ist die weiterfliihrende
Untersuchung von Mehrfachmutanten mit weiteren (potentiellen) Faktoren der Homologen
Rekombination wie AtMUS81-EME1A/B, AtRECQ4A und AtSLX1A/B, die an der Auflésung von HJ-
Intermediaten beteiligt, sind sinnvoll. Insbesondere ware interessant, ob sich Mutanten mit
entweder AtGEN1 oder AtSEND1 in Kombination mit den weiteren Faktoren unterschiedlich
verhalten und so weitere Unterschiede der beiden Paraloge herausarbeiten lassen.
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6. Zusammenfassung

Holliday Junctions (HJs) kommen als intermedidre Strukturen in der DNA-Reparatur und der
meiotischen Neuorganisation des Genoms (ber Homologe Rekombination vor und missen fiir das
schadensfreie Uberleben der Zelle aufgelést werden. Die Resolution, d.h. die Auflésung iber
punktsymmetrisch orientierte Schnitte in zwei gegeniberliegenden Strangen der Junction zu
religierbaren Produkten, ist eine Moglichkeit, wie dies geschehen kann. Fir einige Mitglieder der
Klasse 4 der eukaryotischen Rad2/XPG-Nukleasefamilie wurde eine HJ-Resolvaseaktivitat
beschrieben. In der vorliegenden Arbeit wurden die biochemischen Eigenschaften der beiden
Arabidopsis-Homologe der Rad2/XPG Klasse 4 AtGEN1 und AtSEND1 mit Fokus auf ihre mogliche
Rolle als HJ-Resolvase bestimmt.

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass neben den bereits bioinformatisch nachgewiesenen GEN1-
Homologen auch die SEND1-Homologe in den héheren Pflanzen konserviert sind und sie auf eine
Genduplikation nach der Abspaltung der Moose und Farne zurlickgehen. Es wurde gezeigt, dass
beide Arabidopsis-Homologe in vitro eine strukturspezifische Endonukleaseaktivitdt besitzen, welche
eine im Vergleich zu den Homologen aus Mensch und Fadenwurm breitere Substratspezifitat
aufweisen: Sowohl 5‘-Flaps, Replikationsgabeln und HJs sind Substrate von AtGEN1 und AtSEND1,
wobei sich die Praferenzen der beiden Proteine leicht unterscheiden.

Die vorliegende Arbeit beschreibt weiterhin fiir AtGEN1 und AtSEND1 in vitro eine Aktivitat, die auf
Grund der involvierten Replikationsgabelintermediate ReF-I (replication fork intermediate) getauft
wurde und eine Nebenaktivitdt der beiden Proteine darstellt.

Die Hauptaktivitdit von AtGEN1 und AtSEND1 ist jedoch die einer HJ-Resolvase: an fast allen
getesteten HJ-Substraten erfolgte der Uberwiegende Anteil der Auflosung entsprechend einer
Resolvaseaktivitat. Insbesondere an der mobilen X26, welche mit ihrem homologen Kernbereich von
allen getesteten Strukturen die beste Anndherung an die in vivo-Eigenschaften einer HJ darstellt,
erfolgt die Auflosung der HJ hauptsachlich Gber Resolution. Die Resolvasen aus Arabidopsis thaliana
teilen die Eigenschaften ihrer Homologe der Rad2/XPG-Klasse 4 und zeigen deutliche Ahnlichkeiten
zum Resolvasenparadigma EcRuvC: Sowohl die Position der strukturspezifischen Schnitte ein
Nukleotid 3‘ des Junction Point, die Symmetrie der Schnitte, als auch die Bevorzugung eines, noch
weitestgehend unbekannten, Sequenzkontextes sind konservierte Eigenschaften. Die Experimente an
den genickten mobilen Holliday Junctions zeigten erstmals fiir die klassischen HJ-Resolvasen, dass an
einer migrierbaren genickten Junction der Schnitt im gegeniberliegenden Strang bevorzugt um ein
Nukleotid in 3‘-Richtung versetzt erfolgt, wenn der Sequenzkontext von der Praferenz des jeweiligen
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Enzyms abweicht. Entspricht der Nick einer praferierten Schnittposition der Resolvase, erfolgt der
gegeniberliegende Schnitt bevorzugt in der symmetrischen Position.

Die Tatsache, dass in den hoheren Pflanzen sowohl die GEN1- als auch die SEND1-Homologe im
Verlauf der Evolution konserviert sind, spricht fiir unterschiedliche Funktionen der beiden
pflanzlichen Resolvasen. Die in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Unterschiede der in vitro-
Eigenschaften unterstiitzen diese Hypothese: (I) AtGEN1 und AtSEND1 weisen unterschiedliche
Praferenzen beziglich der bevorzugten Substrate auf, (II) AtSEND1 16st HJ-Substrate in geringerem
Umfang Gber den ReF-I-Weg auf als AtGEN1 und (lll) die Sequenzpraferenz der beiden Enzyme
unterscheidet sich.
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7. Summary

Holliday junctions (HJs) arise as intermediate structures during DNA repair and meiotic
reorganization of the genome by homologous recombination and have to be separated to warrant
cell survival without detrimental rearrangements. One of the possible ways of achieving this goal is
called resolution and is characterized by symmetrically related incisions in two opposite strands of
the junction, resulting in readily religatable products. A Holliday junction resolving activity has been
described for some members of class 4 of the eukaryotic Rad2/XPG nuclease family. The objective of
the present study was the biochemical characterization of the two Arabidopsis homologs AtGEN1
and AtSEND1 focusing on potential functions as HJ resolvases.

In the work described here it is shown that in addition to the GEN1 homologs, which have already
been confirmed with bioinformatic methods, the SEND1 homologs are conserved in higher plants as
well. Both genes originate from a gene duplication event, which most likely took place after the
differentiation of moss and ferns. It is demonstrated that both class 4 homologs of the Rad2/XPG
family from Arabidopsis thaliana exhibit structure-specific endonuclease activities in vitro, which
show a wider substrate specificity compared to the human and worm homologs: 5'-flaps as well as
replication forks and HJs are substrates of AtGEN1 and AtSEND1, with slightly different preferences
by the two proteins.

This study describes an in vitro activity of AtGEN1 and AtSEND1, which was named ReF-I (replication
fork intermediate) based on the involvement of replication forks as intermediate structures. This
activity is a subsidiary activity of the two proteins.

However, the main activity of AtGEN1 and AtSEND1 is that of a HJ resolvase: almost all tested HJ
substrates where resolved mainly with characteristics of a resolution activity. The mobile X26 in
particular, which among all tested structures represents the best approximation of the properties of
a HJ in vivo, due to its homologous core, is essentially resolved by canonical resolution activities. The
resolvases of Arabidopsis thaliana share the characteristics of its Rad2/XPG class 4 homologs and
show considerable similarities with the EcRuvC paradigm of resolvases: Both the position of the
structure-specific incisions one nucleotide 3’ of the junction point, as well as the symmetry of the
incisions, and the preference of a yet to be determined sequence context are conserved properties.
The experiments with the nicked mobile Holliday Junctions provide the first evidence for canonical HJ
resolvases, that, if the sequence context deviates from the preference of the respective enzyme, the
preferential cleavage in the opposite strand is displaced by one nucleotide in 3’ direction. If, in
contrast, the nick matches a preferred cleavage site of the resolvase, the incision at a symmetrical
position in the opposite strand is favored.
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The evolutionary conservation of both GEN1 and SEND1 homologs in higher plants argues for
different functions of the two resolvases in plants. The present data specifies differences in their in
vitro characteristics, supporting this hypothesis: (I) AtGEN1 and AtSEND1 show different substrate
specificities, (1) AtSEND1 resolves HJ substrates to a lesser extent by the ReF-I activity than AtGEN1
and (Ill) die sequence specificities of both enzymes differ.
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BamHI (142)

KpnI (388)

pPETDuet-1-StrepII-PS

IE (199) AfIII
(186) NotI NdeI (334)
(179) HINdIII BgIII (341)
(173) sall Mfel (347)
(171) PStI - SbfI | | EcoRV (355)
(161) AscI | | FseI (364)
(160) BfuAI - BspMI | | | | || AsiSI (373)
(158) SacI | | “ [ | | ZraI (380)
(156) Eco53KI | | | || ‘ ||| Aatix (3s2)
(148) EcoRI w ||| ]| accest a4
(142) BamHI. \ | [I1]] ) kenI (es)
(116) Bmtr \| || B / Agel (414)
(112) NheI | /| BstBI (448)
(69) NcoI [ AVFII (459)
(30) Xbal ‘ BsrGI (226) ‘ BIpI (477)
LN ] ‘ — E L ]
1 3007 4007 SooT
(| I Omm MCS_2 R
lac operator | T7 Terminator
T7 Promotor lac operator

His-Tag PreScission N-term PreScission C-term Strepll-Tag

Abbildung 9.1: pETDuet1-Strepll-PS Vektorkarte

A: Gezeigt ist die Vektorkarte des Expressionsvektors pETDuetl1-Strepll-PS, der in dieser Arbeit kloniert wurde. Er
bietet die Moglichkeit rekombinante Proteine mit N-terminalen His-Tag und C-terminalem Strepll-Tag oder einem der
der beiden zu klonieren. Beide Tags kdnnen mit oder oder der Erkennungssequenz flir die PreScission Protease
kloniert werden (PCS, siehe B). Die Restriktionsschnittstellen BamHI und Kpnl wurden in dieser Arbeit fir die
Klonierungen verwendet. B: Ubersicht tiber die beiden multiple cloning sites (MCS), die Organisation derer Elemente
und die verfligbaren single cutter Restriktionsschnittstellen. Die Erkennungssequenz fir Nhel wurde zusammen mit
der N-terminalen PCS eingebracht. Erstellt mit SnapGene.
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(137) Sall ‘ [[I] | AatiI (346)
(135) PstI - SbfI | [11]]] Acc65I (348)
(125) AscI | | . [1]] KpnI (352)
(124) BfuAI - BspMI | | | ||
(122) Sacl (Agel (378)
(120) Eco53kI Aval - BsoBI - PaeR7I - PspXI - ThI - XhoI (402)
(112) EcoRI / BmMeT110I (403)
(106) BamHI BStBI (442)
(69) Ncol | AvrII (453)
(30) Xbal BsrGI (190) [ lBlpl (471)
| | N
St oot oy 007 SooT e
] Dl J

lac operator

T7 Promotor

His-Tag 1

PreScission C-term |

T7 Terminator

lac operator

Strepll-Tag
HIS-Tag 2

Abbildung 9.2: pETDuet1-HisStrepll-PS-C Vektorkarte
A: Gezeigt ist die Vektorkarte des Expressionsvektors pETDuet1-HisStrepll-PS, der in dieser Arbeit kloniert wurde.
Uber die Restriktionsschnittstellen Ncol und Kpnl wurden die Zielgen-ORFs einkloniert, was in rekombinanten
Proteinen mit natirlichen N-Terminus und C-terminalem His- und Strepll-Tag resultierte. Beide Tags sind durch die
Erkennungssequenz fiir die PreScission Protease vom ORF getrennt. B: Ubersicht (iber die beiden multiple cloning
sites (MCS), die Organisation derer Elemente und die verflgbaren single cutter Restriktionsschnittstellen. Die
Erkennungssequenz fiir Agel wiirde zusammen mit der codierenden Sequenz fir den C-terminalen His-Tag neu

eingebracht. Erstellt mit SnapGene.
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Abbildung 9.3: Ubersicht der Negativkontrollen — 1

Gezeigt sind die AS-Austauschproteine AtGEN1 D75A und AtSEND1 D76A im Vergleich mit WT-Proteinen und
Pufferkontrolle an A: genickten Duplices, B: Flap-Substraten und C: Replikationsgabeln. Die gezeigten Proben
stammen aus den selben Ansdtzen bzw. Experimenten wie die im Ergebnisteil prasentierten Proben, aufgetrennt
Uber 20 %-7 M-Urea-TBE-PAGE Whatmangele. Die Autoradiogramme sind gammaverstarkt (Faktor 2,3 in AIDA)
dargestellt, wodurch schwache Signale im Vergleich zu intensiven Signalen starker hervorgehoben werden. Demnach
besteht kein linearer Zusammenhang zwischen den Signalstdrken in den gezeigten Aufnahmen.
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Abbildung 9.4: Ubersicht der Negativkontrollen — 2 (HJs)

Gezeigt sind die AS-Austauschproteine AtGEN1 D75A und AtSEND1 D76A im Vergleich mit WT-Proteinen und
Pufferkontrolle an den getesteten verschiedenen Modell-HJs. Die gezeigten Proben stammen aus den selben
Ansdtzen bzw. Experimenten wie die im Ergebnisteil prasentierten Proben, aufgetrennt Uber 20 %-7 M-Urea-TBE-
PAGE Whatmangele. Die Autoradiogramme sind gammaverstarkt (Faktor 2,3 in AIDA) dargestellt, wodurch schwache
Signale im Vergleich zu intensiven Signalen starker hervorgehoben werden. Demnach besteht kein linearer
Zusammenhang zwischen den Signalstarken in den gezeigten Aufnahmen.
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Abbildung 9.5: Schnittstellenbestimmung an X0-5‘-Flaps

Gezeigt ist das Autoradiogramm der Schnittmusterbestimmung der vier 5-Flap-Substrate, basierend auf der X0-HJ.
Der Hauptschnitt von AtGEN1 ist in allen Substraten an Position 31 (31 nt lange Produkte), wahrend AtSEND1
zusatzlich am 5‘-Flap2 ein 32 nt-Produkt erzeugt. AtGEN1 zeigt am 5‘-Flap3 eine niedrigere Aktivitdt als an 1, 2 und 4;
AtSEND1 ist an 5-Flap2 etwas weniger aktiv als an den Ubrigen Substraten. Die AS-Austauschproteine AtGEN1 D163A

und AtSEND1 D165A zeigen am 5°-Flapl (und AtSEND1 D165A zuséatzlich an 5‘-Flap4) eine schwache Aktivitdat mit

dem gleichen Hauptschnittprodukt wie AtGEN1 bzw. AtSEND1. M = Laufweite von Markeroligonukleotiden

definierter Lange. Die Markerbanden selbst sind in der hier gezeigten linearen Darstellung auf Grund ihrer
schwachen Markierung nicht sichtbar.
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Abbildung 9.6: Schnittmuster von AtGEN1 und AtSEND1 an den X26-RFs

Gezeigt sind Struktur und Sequenzkontext der RF-Substrate. Die gepunkteten Linien zeigen den homologen
Kernbereich an. Lila Pfeile symbolisieren die Schnittpositionen von AtGEN1, griine Pfeile die von AtSEND1. Die GréRe
der Pfeile entspricht dem Anteil des Produkts am Gesamtsignal, also der Gesamtmenge an DNA (Substrat und
Produkte, Werte in den Diagrammen in Abbildung 3.11). Es werden nur Schnittpositionen gezeigt, die mehr als 5%
am Gesamtprodukt ausmachen. A: Schnittmuster von AtGEN1 und AtSEND1 an der RF1 mit zwei 32 bp Armen und
einem 28 bp Arm. B: Schnittmuster von AtGEN1 und AtSEND1 an der RF2. Die RF2 weist im Gegensatz zur RF1 eine
1 nt Einzelstrangliicke im Folgestrang auf (grauer Kasten in A und B). C: Schnittmuster von AtGEN1 und AtSEND1 an
der RF3 mit 30 bp Armen und einer Einzelstrangliicke von 3 nt im Folgestrang.
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Abbildung 9.7: Quantifizierung der Schnittprodukte an der nX-30 — vollstdndiger Datensatz

Quantifizierung der einzelnen Schnittprodukte von AtGEN1 und AtSEND1 an den Strdngen 1 — 4 der nX-30. Es werden
alle im Sequenziergel unterscheidbaren Schnittprodukte 18 bis 46 nt gezeigt. T = Summe der Anteile aller Produkte
am Gesamtsignal [%]
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Abbildung 9.8: Quantifizierung der Schnittprodukte an der nX-32 — vollstandiger Datensatz

Quantifizierung der einzelnen Schnittprodukte von AtGEN1 und AtSEND1 an den Strdngen 1 — 4 der nX-32. Es werden
alle im Sequenziergel unterscheidbaren Schnittprodukte 18 bis 46 nt gezeigt. T = Summe der Anteile aller Produkte
am Gesamtsignal [%]
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Abbildung 9.9: Schnittstellenbestimmung an X0-H)J

Gezeigt ist das Autoradiogramm der Schnittmusterbestimmung der statischen XO0-HJ. AtGEN1 und AtSEND1
schneiden alle 4 Stréange bevorzugt 1 nt 3‘ des JP. Strang 4 wird von beiden Enzymen am uneffektivsten geschnitten,
im Fall von AtSEND1 fachert das Schnittmuster zu drei Schnittpositionen auf. Die AS-Austauschproteine AtGEN1
D163A und AtSEND1 D165A zeigen in Strang 1 (AtSEND1 D165A auch in Strang 3) eine schwache Aktivitat mit dem
gleichen Hauptschnittprodukt von 31 nt wie AtGEN1 bzw. AtSEND1. M = Laufweite von Markeroligonukleotiden
definierter Lange. Die Markerbanden selbst sind in der hier gezeigten linearen Darstellung auf Grund ihrer

schwachen Markierung nicht sichtbar.

Seite | 134



ANHANG

m Schnittprodukt AtGEN1 Schnittprodukt X0-HJ

-
A 0 & @

.
100 50 0 0 50 100 100 50 0 0 50 100
Anteil an Gesamt-DNA [%] Anteil an Gesamt-DNA [%]
E] Schnittprodukt AtSEND1 Schnittprodukt X0-HJ
[nt] [nt]
100 50 0 0 50 100 100 50 0 0 50 100

SO BT [ B s
| &0 R r & wr

30 30
- - 3 E
33 33
34 34
T s . T
100 50 0 0 50 100 100 50 0 0 50 100
Anteil an Gesamt-DNA [%] Anteil an Gesamt-DNA [%]

Abbildung 9.10: Quantifizierung der Schnittprodukte an der X0-HJ - volistindiger Datensatz

Quantifizierung der einzelnen Schnittprodukte von AtGEN1 und AtSEND1 an den Strangen 1 — 4 der statischen X0-HJ.
Es wurden alle im Sequenziergel unter maximaler Gammaverstarkung erkennbaren Signale quantifiziert. T = Summe
der Anteile aller Produkte am Gesamtsignal [%]
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Abbildung 9.11: Quantifizierung der Schnittprodukte an der X26 — vollstindiger Datensatz

Quantifizierung der einzelnen Schnittprodukte von AtGEN1 und AtSEND1 an den Strangen 1 — 4 der X26. Es werden
alle im Sequenziergel unterscheidbaren Schnittprodukte 18 bis 46 nt gezeigt. T = Summe der Anteile aller Produkte
am Gesamtsignal [%]
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