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Nomenklatur

Funktionsfahige Proteine und Gene werden in GroBbuchstaben geschrieben, Gene zu-
satzlich kursiv. Mutanten werden klein und kursiv dargestellt. Die Abklrzung vor dem
Gen oder Protein bezeichnet den Organismus.

AtREV3: Protein in Arabidopsis thaliana
AtREV3: Gen in Arabidopsis thaliana
rev3: Gen mit Mutation, beziehungsweise Protein mit einem Defekt



1 Einleitung

Seit der Entdeckung der DNA durch Friedrich Miescher im Jahre 1869 wuchs in den dar-
auffolgenden Jahrzehnten das Interesse an dem Molekiil, von dem wir heute wissen, dass
es der Grundstein jedes Lebens ist. Seit Jahrzehnten untersuchen Forscher auf der gan-
zen Welt das Zusammenspiel von DNA und Proteinen und die damit zusammenhangen-
den zelluldren Prozesse. Zum Einsatz kommen hierflr verschiedene Modellorganismen,
die fir diese Zwecke besonders vorteilhafte Merkmale besitzen. Einer diese Modellorga-
nismen ist die Ackerschmalwand Arabidopsis thaliana aus der Familie der Brassicaceae.
Ihre geringe GréfBe, schnelle Generationszeit von sechs bis acht Wochen und hohe An-
zahl an Nachkommen sind nur einige ihrer Vorteile. Ihr Genom ist seit dem Jahr 2000
vollstédndig sequenziert und immer mehr der Sequenzen lassen sich bestimmten Genen,
beziehungsweise Proteinen mit bestimmten Funktionen, zuweisen. Da eine grof3e An-
zahl an Genen zwischen verschiedenen, auch entfernt verwandten Organismen konser-
viert ist, lassen sich haufig Rickschlisse von Proteinfunktionen eines Organismus auf
einen anderen Organismus Ubertragen. Aufgrund ihrer sessilen Lebensweise sind Pflan-
zen haufig DNA-schadigenden Einflissen ausgeliefert, weswegen fur sie eine effizien-
te DNA-Reparaturmaschinerie und Schadens-Toleranzmechanismen besonders wichtig
sind. Oftmals fihren Mutationen in den fir die Aufrechterhaltung des Genoms verantwort-
lichen Genen bei Pflanzen nicht zu offensichtlichen Defekten, wahrend die homologen
Gene in anderen Organismen essenziell sind. Durch Mutantenanalysen in Arabidopsis
lassen sich die Funktionen des betroffenen Proteins indirekt untersuchen.

Im Zuge dieser Arbeit wurden funktionelle Untersuchungen der Translasionspolymerase
POL( sowie der Annealing Helikasen HARP und AH2 in Arabidopsis durchgefihrt. Dies
sind Proteine, denen eine Rolle in der Antwort auf DNA-Schéaden zugeschrieben wird. Im
Folgenden wird daher auf die Entstehung und Reparatur von DNA-Schaden eingegangen
und bereits Bekanntes zu den wichtigsten Proteinen dieser Arbeit erlautert.

1.1 Entstehung und Reparatur von DNA-Schaden

Als Trager der Erbinformation ist die Integritédt der DNA von gro3er Bedeutung. Um diese
sicherzustellen, haben Organismen eine Vielzahl von Mechanismen entwickelt, um auf
die Folgen von permanent auftretenden exogenen und endogenen schadigenden Einfliis-
sen zu reagieren. Eine hohe Anzahl von DNA-Schaden entsteht auch spontan wéhrend
des DNA Metabolismus. Unter anderem kénnen wahrend der Replikation trotz Proofrea-
ding Funktion der replikativen Polymerasen falsche Nukleotide eingebaut werden oder
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Basen kdnnen aufgrund von Depurinierung verloren gehen. Schaden wie DNA Einzel-
strangbriiche (ESBs) kébnnen meist relativ leicht von der Reparaturmaschinerie der Zel-
le repariert werden kénnen, da der komplementare DNA-Strang als intakte Matrize zur
Verfigung steht. Dahingegen kénnen DNA-Doppelstrangbriiche (DSBs) oder Schéaden,
die die Replikation behindern, zu chromosomalen Aberrationen, Translokationen oder
dem Tod der Zelle fihren. Wahrend Mutationen, die durch nicht oder inakkurat reparierte
DNA-Schaden entstehen, auf der einen Seite fiir die Evolution einer Art unabdingbar sind,
kdnnen sie auf der anderen Seite zu schwerwiegenden Krankheiten wie Krebs fuhren.

1.1.1  Entstehung von DNA-Schaden

Endogene Einflisse spielen eine groBe Rolle in der Entstehung von DNA-Schaden. Wah-
rend des normalen Metabolismus der Zelle entstehen reaktive Sauerstoffspezies (ROS)
als Nebenprodukte, welche nicht immer komplett von Antioxidantien inaktiviert werden
und zu verschiedenen DNA-Sché&den wie oxidierten Basen sowie ESBs und DSBs flihren
kénnen. Exogene Einflisse kdnnen physikalischen oder chemischen Ursprungs sein. Bei-
spielsweise zahlen ionisierende Strahlung (IR) oder ultraviolette (UV) Strahlung der Son-
ne zu den physikalischen genotoxischen Agenzien. UV-Strahlung kann direkt Cyclobutan-
Pyrimidindimere (CPDs) und (6-4)-Photoprodukte verursachen oder indirekt zur Entste-
hung von ROS fuihren (Hoeijmakers, 2009). IR kann DSBs, ESBs und ebenfalls oxidativen
Stress verursachen.

Chemische DNA-schadigende Agenzien werden in der Chemotherapie von Krebspatien-
ten eingesetzt und verursachen ein gro3es Sprektrum an DNA-L&sionen. Methylmethan-
sulfonat (MMS) z&hlt zu den alkylierenden Agenzien und induziert DNA-Schaden, indem
es Methylgruppen auf Sauerstoff- oder Stickstoffatome der DNA-Basen Ubertragt und
dadurch Basenldsionen wie 7-Methylguanin und 3-Methyladenin erzeugt. Diese modifi-
zierten Basen kdnnen Fehlpaarungen und Replikationsblockaden verursachen. Die durch
alkylierende Agenzien verursachten DNA-Schaden werden hauptséchlich durch Basenex-
zisionsreparatur (BER) und Alkyltransferasen repariert. AuBerdem reagieren auch Zellen
mit Defekten in der homologen Rekombination (HR) sensitiv auf MMS. Dies ist zum einen
auf die HR-vermittelte Antwort auf Replikationsblockaden zuriickzufihren und zum ande-
ren darauf, dass wahrend der BER ESBs enstehen, Uber die durch eine auftreffende
Replikationsgabel DSBs entstehen kdnnen (Lundin et al., 2005).

Auch das Antibiotikum Bleomycin wird in der Chemotherapie verwendet. Die biologischen
Effekte von Bleomycinen beruhen auf einem metallabhdngigen, oxidativen Schneiden von
DNA an bevorzugten Sequenzen und fihren somit zu DNA-Einzel- und Doppelstrangbri-
chen. Einzelstrangbriiche entstehen bevorzugt an Sequenzen der Basenabfolge GTAC,
wéahrend Doppelstrangbriiche meist an der Basenabfolge GGCC gebildet werden (Hecht,
1986). Das Verhéltnis von ESBs zu DSBs betragt circa 10-20:1. Das im Kontext mit
Bleomycinen am besten untersuchte und aktivste Metall ist Fe(ll), jedoch kénnen auch
andere redoxaktive Metalle wie Cobalt oder Kupfer die induzierten DNA-Briiche auslésen.
Sie bilden gemeinsam mit den Stickstoffatomen des Bleomycin-Peptidteils einen festen
Chelatkomplex und reagieren mit molekularem Sauerstoff (Harsch et al., 2000).
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Zu den DNA-Crosslink verursachenden chemischen Agenzien zahlen Mitomycin C (MMC)
und cis-Diammindichloroplatin(ll) (Cisplatin). Hierbei verursacht Cisplatin hauptsachlich
kovalente Bindungen zwischen Basen des selben DNA-Stranges (Intrastrang-Crosslinks)
und MMC zwischen verschiedenen DNA-Stréangen (Interstrang-Crosslinks) (Zamble und
Lippard, 1995, Tomasz, 1995). Besonders gefahrlich sind Interstrang-Crosslinks, da sie
zu Replikationsblockaden und daraus resultierend zu DSBs fuhren kénnen. Interstrang-
Crosslink-verursachende Agenzien generieren neben Interstrang-Crosslinks flir gewdhn-
lich auch andere Arten von DNA-Schaden wie Intrastrang-Crosslinks, Mono-Addukte
und DNA-Protein-Crosslinks. Ebenso kann Cisplatin zu einem geringen Anteil auch zu
Interstrang-Crosslinks flhren. Intrastrang-Crosslinks kénnen Uber die Nukleotidexzisions-
reparatur (NER) entfernt werden.

Das Genotoxin Camptothecin ist ein Hemmstoff der Topoisomerase | (Hertzberg et al.,
1989). Topoisomerasen sind Enzyme, die die DNA schneiden und wieder verschlie3en,
um durch Superspiralisierung der DNA verursachte Torsionen zu I6sen und stellen so-
mit einen wichtigen Faktor der Chromatinstabilitat dar. Typ | Topoisomerasen schneiden
dabei nur einen Strang der DNA, wahrend Typ |l Topoisomerasen beide Stréange gleich-
zeitig schneiden (Ubersicht: Champoux, 2001, Pommier, 2006). Beide Typen bilden dabei
einen kovalenten Komplex mit ihnrem Substrat aus. Camptothecin stabilisiert den kovalen-
ten Komplex zwischen DNA und Topoisomerase | und verhindert die Re-Ligation der DNA
nach deren Entwindung. Dieser Vorgang verursacht DNA-ESBs und -DSBs (Hsiang et al.,
1985).

Hydroxyurea (HU) inhibiert die DNA-Synthese, indem es das Enzym Ribonukleotid-Re-
duktase hemmt (Elford, 1968). Dadurch kénnen Ribonukleotide nicht zu den zur DNA-
Synthese bendtigten Desoxyribonukleotiden reduziert werden. Das Resultat sind stehen-
gebliebene Replikationsgabeln, welche zu DSBs kollabieren kénnen. Sowohl Camptothe-
cin als auch HU induzieren HR.

1.1.2 Reparatur von DNA-Schaden

Um auf die Vielzahl der standig auftretenden DNA-Schaden zu reagieren, gibt es fiir viele
Arten von DNA-Lasionen spezifische Reparaturmechanismen.

Die Nukleotidexzisionsreparatur (NER) repariert hauptséchlich UV-induzierte Cyclobutan
Pyrimidindimere und (6-4)-Photoprodukte, DNA-Addukte und Crosslinks. Die schadhafte
Stelle wird durch Faktoren der NER erkannt, die DNA einzelstrangig in 5’- und 3’-Richtung
des Schadens eingeschnitten und ein 25 - 30 bp langer DNA-Abschnitt herausgeschnit-
ten. AnschlieBend kann die Neusynthese des Stranges erfolgen. Der Schlisselfaktor der
NER ist ein als Endonuklease fungierender Komplex der Proteine Xeroderma Pigmen-
tosum Group F (XPF) und Excision Repair Cross-Complementing Group 1 (ERCC1),
wobei eine Reihe weiterer Proteine in die NER involviert ist. Defekte in der NER flhren
beim Menschen unter anderem zu der Krankheit Xeroderma pigmentosum, welche sich
durch hohe Empfindlichkeit gegentber Sonnenlicht und Pradisposition zu Hautkrebs aus-
zeichnet (de Laat et al., 1999, Wood, 1997).
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Die Hauptakteure der Basenexzisionsreparatur (BER) sind Glycosylasen, welche ver-
schiedene Arten von modifizierten oder beschadigten Basen entfernen, indem sie die
glycosidische Bindung zwischen der Base und der Desoxyribose des Nukleotids spal-
ten. AnschlieBend wird die AP-Stelle durch eine AP-Endonuklease oder eine AP-Lyase
entfernt. Das verbleibende Desoxyribosephosphat wird durch eine Phosphodiesterase
herausgeschnitten und die resultierende Licke durch eine Polymerase geschlossen und
anschlieBend durch eine Ligase verknupft. Die wichtigsten Proteine sind X-Ray Repair
Cross-Complementing Group 1 (XRCC1), AP Endonuklease 1 (APE1) und 8-Oxoguanine
DNA Glycosylase (OGG1). XRCC1 fungiert dabei als Plattform-Protein, das die verschie-
denen Phasen der BER koordiniert und unter anderem mit APE1 und OGG1 interagiert.
Durch BER werden oxidierte, alkylierte oder deaminierte Basen entfernt (Ubersicht: Tu-
dek, 2007, Seeberg et al., 1995).

Basen-Fehlpaarungen werden Uber die sogenannte Mismatch-Reparatur (MMR) repa-
riert. MMR repariert damit beispielsweise die Fehler, die der DNA Polymerase trotz ihrer
3’-5" Exonuklease Proofreadingfunktion unterlaufen, ist aber auch an der Reparatur an-
derer DNA-L&sionen beteiligt. Basen-Fehlpaarungen kénnen aufgrund ihrer Unféhigkeit,
Watson-Crick Basenpaarungen einzugehen, identifiziert werden. Da keines der Nukleoti-
de beschéadigt oder modifiziert ist, ist es nicht offensichtlich, welcher Strang den Fehler
beinhaltet und Reparatur Uber BER oder NER wére nicht sinnvoll. MMR geschieht nur an
dem neu synthetisierten DNA-Strang. Dieser wird im eukaryotischen System durch die
Licken zwischen Okazaki Fragmenten des Folgestranges oder des freien 3’-Terminus
des Leitstranges identifiziert. Der fehlerhafte Strang wird dann bis tUber die Fehlpaarung
abgebaut und neu synthetisiert. In Escherichia coli (E. coli) wird MMR durch das Protein
MUTS initiiert, welches an dem Mismatch bindet. Weitere MUT-Proteine flihren die an-
schlieBenden Reaktionen der Reparatur aus. In Eukaryoten sind die beteiligten Proteine
analog dazu MUTS Homologe, MSH-Proteine (Siehe Ubersicht: Kunkel und Erie, 2005,
Stojic et al., 2004).

Ein weiterer Reparaturmechanismus, der in vielen Organismen eine wichtige Rolle bei der
Reparatur von UV-induzierten Schaden spielt, ist die Photoreaktivierung. Sie wird als eine
der altesten Reparatursysteme angesehen und beruht auf der Funktion des Enzyms Pho-
tolyase. Es gibt Photolyasen, welche spezifisch an CPDs oder an (6-4)-Photoprodukte
binden und die Lichtenergie aus Wellenlangen zwischen 300 und 600 nm nutzen, um ei-
ne Photoreduktion zu katalysieren. Photoreaktivierung ist in vielen prokaryotischen und
eukaryotischen Organismen wie Archaea, Bakterien, Pilzen und Pflanzen konserviert. In
Saugetieren konnte keine Photoreaktivierung nachgewiesen werden (Cleaver, 1966).

DNA-ESBs sind die am haufigsten auftretenden DNA-Schaden tberhaupt. Schatzungen
zufolge treten zehntausende ESBs pro Zelle und Tag auf. Die Hauptursache fiir ESBs sind
ROS, jedoch entstehen sie auch durch die Komplexierung der Topoisomerase | mit DNA
oder durch die Wirkung von Bleomycin. ESBs werden durch die Bindung von Poly(ADP-
Ribose) Polymerase 1 (PARP1) detektiert, welches zahlreiche nachfolgende Reparatur-
faktoren rekrutiert. Die Auswahl der beteiligten Proteine richtet sich nach dem Ursprung
und der Struktur des ESB, die Reparatur lasst sich jedoch in vier Grundschritte einteilen:
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ESB-Detektion, Prozessierung der DNA-Enden, Reparatursynthese und Ligation. Unre-
parierte ESBs kdnnen durch Auftreffen der Replikationsgabel wahrend der S-Phase des
Zellzyklusses zur Formation von DSBs fiihren (Ubersicht: Caldecott, 2008).

Neben den bereits genannten Reparaturmechanismen, welche ESBs, beschadigte Ba-
sen oder wahrend der Replikation entstehende Fehler beheben, die nur einen der bei-
den DNA-Strange betreffen, gibt es auch Reparaturmechanismen, welche auf die Re-
paratur von DSBs spezialisiert sind. Ein weiterer Sonderfall der DNA-Reparatur stellen
Interstrang-Crosslinks und blockierte Replikationsgabeln dar. Aufgrund der Wichtigkeit
der DSB-Reparatur und Reaktion auf Replikationsblockaden werden diese im Folgenden
naher beschrieben.

1.1.3 Reparatur von DNA-Doppelstrangbriichen

DSBs kdnnen direkt durch IR oder indirekt wahrend der Replikation von beschadigter
DNA oder kollabierter Replikationsgabeln entstehen. Auch einige chemische Agenzien
kénnen DSBs verursachen (Kapitel 1.1.1). Wahrend DSBs wéhrend der Meiose gezielt
durch das Protein SPO11 induziert werden und fir die HR notwendig sind (Sun et al.,
1989, Keeney et al., 1997), stellen sie flir somatische Zellen eine groBBe Gefahr dar.
Werden sie nicht akkurat repariert, kbnnen sie zu Chromosomenverlust, Translokationen
oder Umlagerung von genetischer Information fihren. Diese Vorgange kénnen bei Tieren
Krebs verursachen oder Apoptose zur Folge haben.

Zur Reparatur von DSBs sind zwei Hauptmechanismen bekannt: Nicht homologe End-
verknipfung (Non-Homologous End Joining, NHEJ) und homologe Rekombination (HR).
Beide Reparaturmechanismen sind in allen bisher untersuchten Organismen konserviert.
Bei der Reparatur ber HR werden homologe Sequenzen fir die Reparatur des Bruches
benétigt. Das NHEJ von DSBs ist ein Mechanismus, bei dem die beiden Enden des Bru-
ches ohne die Verwendung von gréBeren homologen Sequenzabschnitten zusammenge-
fugt werden kénnen. In Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae) werden die Mehrzahl
der auftretenden DSBs Uber HR repariert, wahrend NHEJ bei mehrzelligen Eukaryoten
haufig den Hauptweg der DSB-Reparatur darstellt. Dies kénnte darin begriindet sein,
dass die Genome von multizellularen Eukaryoten im Gegensatz zu Hefe zu einem erheb-
lichen Anteil aus repetitiven Sequenzen besteht. HR zwischen den im Genom verteilten
repetitiven Sequenzen kann zu Sequenzinsertionen, -deletionen und Translokationen flih-
ren. Verwendung von HR ist also dann sinnvoll, wenn in der spaten S-, G2- und M-Phasen
des Zellzyklus das Schwesterchromatid optimal fir die HR positioniert ist (Lieber et al.,
2003). Die komplexen Mechanismen des NHEJ und der HR werden in den néchsten Ab-
schnitten naher erlautert.

DSB-Reparatur durch NHEJ

Im ersten Schritt des NHEJ binden spezifische Proteine an die Enden des DSB, wo-
durch die Degradation der Strangenden und somit der Verlust genetischer Information ver-
hindert wird. Im nachsten Schritt werden die Enden durch Protein-Protein-Interaktionen
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physisch nebeneinander gelagert. Falls die DNA-Enden direkt ligiert werden kénnen, ge-
schieht das im darauffolgenden Schritt durch eine Ligase. In den meisten Fallen besitzen
die Stréange jedoch Enden, welche zunachst prozessiert werden missen, bevor der Li-
gationsschritt stattfinden kann. Dies wird durch spezifische Enzyme ausgefihrt, welche
Lasionen oder Anhange von den Enden entfernen, wodurch haufig einige Nukleotide auf
jeder Seite des Bruchs verloren gehen kénnen. Durch Sequenzanalysen von Uber NHEJ
reparierten DSBs wurde festgestellt, dass in die Reparatur haufig 1 -4 Nukleotide lange
komplementére Sequenzen, sogenannte Mikrohomologien, involviert sind. Eine ihrer pos-
tulierten Funktionen ist die Stabilisierung der zu reparierenden Sequenzen wahrend der
Reparatur. Neben den eben erwahnten méglichen Deletionen einiger Nukleotide kann es
beim NHEJ auch zu Inversionen oder Translokationen kommen, falls die Enden von DSBs
auf zwei oder mehr Chromosomen falsch miteinander verknipft werden. In menschlichen
Zellen wird die Bindung der Strangenden durch einen heterodimeren Proteinkomplex aus
KU70 und KU86 (besser bekannt als KU80) ausgeflhrt. Dies flhrt zu der Rekrutierung
der katalytischen Untereinheit der DNA-Proteinkinase (DNA-PKcs) und der Endonuklea-
se ARTEMIS, woraufhin ARTEMIS durch die DNA-PK phosphoryliert wird. Die Enden
werden daraufhin durch ARTEMIS und wahrscheinlich durch andere Faktoren prozes-
siert und anschlie3end wird der Bruch durch die Ligase IV gemeinsam mit ihnrem Kofaktor
XRCC4 ligiert (Hefferin und Tomkinson, 2005).

Auch in Arabidopsis sind Homologe der fir das NHEJ wichtigen Proteine vorhanden. Im
Gegensatz zu dem embryoletalen LIG4-Knockout bei Mausen zeigen Atlig4-Mutanten kei-
nen auffalligen Phanotyp unter Standardbedingungen, sind jedoch hypersensitiv gegen-
Uber IR und Gammastrahlung. Das gleiche gilt fiir Atku80-Mutanten, wahrend menschli-
che KU80-defiziente Zelllinien Apoptose eingehen (Friesner und Britt, 2003).

DSB-Reparatur durch HR

Bei der HR werden DSBs repariert, indem unbeschédigte homologe Sequenzen als Matri-
ze fur die Reparatur herangezogen werden. Die homologen Sequenzen kénnen sich auf
dem Schwesterchromatid, dem homologen Chromosom oder innerhalb des betroffenen
Chromosoms an ektopischen Stellen befinden. Wie bereits in 1.1.3 beschrieben, wird die
homologe Sequenz des Schwesterchromatids hierbei praferenziell genutzt und bei der
folgenden Erlauterung der Reparaturwege reprasentativ genannt. Die HR ist der Haupt-
weg der Reparatur von DSBs bei Bakterien und einzelligen Eukaryoten (Camerini-Otero
und Hsieh, 1995, West, 1997). In Arabidopsis kommt diese Art der DSB-Reparatur in so-
matischen Zellen nur selten vor - die Rate liegt hier etwa bei 10~ (Ubersicht: Puchta und
Hohn, 1996, Assaad und Signer, 1992, Gal et al., 1991).

Man unterscheidet zwischen der nichtkonservativen Rekombination durch den Single
Strand Annealing (SSA) Mechanismus und der konservativen HR durch Synthesis Depen-
dent Strand Annealing (SDSA), den Double-Strand Break Repair (DSBR) Mechanismus
und der Break Induced Replication (BIR). Eine Gemeinsamkeit aller vier Mechanismen ist
eine 5’-3’-Degradation eines Stranges an beiden Enden des Bruches, wodurch zunachst
kurze und anschlieBend langere ssDNA-Abschnitte mit freiem 3’-Ende entstehen. Dieser
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Vorgang wird als End-Resektion bezeichnet. Er erfolgt, nachdem der DSB erkannt und
die Enden vorprozessiert, das hei3t beispielsweise von kovalent verknlpften Proteinen
oder DNA-Haarnadelstrukturen befreit wurden. Die Erkennung und Vorprozessierung des
DSB geschieht beim Menschen durch einen Komplex aus MRE11-RAD50-NBS1 (MRN;
MRE11-RAD50-XRS2, MRX in Hefe) sowie die Endonuklease CtIP (SAE2 in Hefe), wel-
che die Bildung des 3'-Uberhanges wihrend der Resektion férdern und beim Menschen
die Checkpoint-Kinase ATM aktivieren (Nicolette et al., 2010, Sartori et al., 2007, Lee und
Paull, 2005). Die weitreichende 5’-3’-Resektion ist Aufgabe von Helikasen und Nukleasen.
Hier seien die 5’-3’-Exonuklease EXO1, sowie die Helikase-Nuklease DNA2 sowie die
SF2 RecQ-Helikase BLM (SGS1 in Hefe) genannt (Gravel et al., 2008, Zhu et al., 2008,
Mimitou und Symington, 2011). Das Tumorsuppressorprotein BRCA1 interagiert mit MRN
und CtIP, férdert die HR und es wird angenommen, dass auch BRCA1 in dem initialen
Schritt der Resektion beteiligt ist (Chen et al., 2008b). Die DNA-Resektion ist gefolgt von
einer Umlagerung der ssDNA durch das heterotrimere ssDNA-Bindeprotein Replication
Protein A (RPA), was die Rekrutierung weiterer Proteine zur Folge hat und unter anderem
die Bildung einer Haarnadelstruktur an dem ssDNA-Strang verhindert (Wold, 1997, Chen
et al., 2013).

Die Reparatur von DSBs durch SSA kann nur dann stattfinden, wenn der DSB von zwei
homologen Regionen flankiert wird, welche sich in direkter Orientierung zueinander befin-
den (Abbildung 1.1). Dabei findet nach der Resektion der Bruchenden ein Annealing der
homologen Bereiche statt, woraufhin die iberhdngenden DNA-Bereiche entfernt und die
Enden ligiert werden. Dies flhrt zu einer Deletion eines homologen Bereiches sowie des
Bereiches zwischen den Homologien, weswegen SSA als nicht konservative HR bezeich-
net wird. In Hefe bildet das Protein RAD52 eine ringférmige Struktur um ssDNA und ist ge-
meinsam mit RPA und RAD59 (s. u.) an dem Annealing der homologen Sequenzbereiche
beteiligt. Interessanterweise ist RAD51 nicht an dem Annealing der homologen Bereiche
involviert (Shinohara et al., 1998). RAD51 spielt eine Schlisselrolle in der Homologiesu-
che in den konservativen Wegen der HR und ist im nachsten Abschnitt ndher beschrieben.
Fir die Entfernung der aus dem Annealing resultierenden Uberhdngenden 3’-Enden wer-
den Endonukleasen bendtigt. In Hefe ist daflir ein Komplex aus RAD1-RAD10 (Orthologe
von XPF und ERCC1, siehe NER in Kapitel 1.1.2) zusténdig, welcher auch bei der Ent-
fernung nicht-homologer Abschnitte der freien 3’-Uberhange wéhrend der konservativen
HR involviert ist. In S. cerevisiae interagiert das Protein SLX4 mit RAD1-RAD10 und ist
essenziell fir den SSA-Mechanismus (Toh et al., 2010). Im Menschen wurden im Jahr
2013 Mutationen im menschlichen homologen Gen SLX4 aufgrund gesteigerter Sensitivi-
taten gegenulber Interstrang-Crosslink erzeugenden Agenzien mit der Krankheit Fanconi
Anamie (siehe Seite 14) in Verbindung gebracht, weswegen als weiterer Name FANCP
gewahlt wurde. Sowohl in Hefe als auch im Menschen interagiert SLX4 mit einer Viel-
zahl an Proteinen und stimuliert inre enzymatischen Aktivitaten. Auch der MUS81-EME1-
Komplex (Kapitel 1.1.5) sei an dieser Stelle als Interaktionspartner von SLX4 genannt.
Die genaue Funktion von SLX4/FANCP ist bis heute nicht geklart (Ubersicht: Cybulski
und Howlett, 2011).
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Abbildung 1.1: SSA, das nichkonservative Modell der HR. Dieses Modell greift fir die Reparatur von
DSBs, welche von nahegelegenen Sequenzwiederholungen (hier als graue Abschnitte dargestellt) flankiert
werden. Nach 5’-3’-Resektion der Bruchenden erfolgt ein Annealing der homologen Sequenzabschnitte, wor-
aufhin die Gberlappenden Strangenden entfernt werden. Der Bruch wird dann Uber Ligation und Reparatur-
synthese geschlossen. Die sich zwischen den Homologien liegenden Sequenzen werden bei dieser Art der
HR deletiert (verandert nach Bleuyard et al., 2006).

Bei den konservativen Wegen der HR wird das freie 3’-Hydroxylende der ssDNA nach
der Resektion genutzt, um in die homologe DNA-Region zu invadieren. Das zwischen
Organismen hoch konservierte, auch als Rekombinase bezeichnete Protein RAD51 in-
teragiert hier bei Eukaroyten mit RPA, mit dem es um die ssDNA-Bindung kompetiert
(Golub et al., 1998). RAD51 ist ein Homolog des bakteriellen Rekombinationsproteins
RECA, mit dem es strukturelle und funktionelle Ahnlichkeiten teilt. RAD51 bindet an DNA
und spielt eine bedeutende Rolle in mitotischer und meiotischer Rekombination und DSB-
Reparatur, indem es in Abhangigkeit von ATP ssDNA mit homologer dsDNA paart und
den Strangaustausch zwischen den synapsierten Strangen katalysiert (Shinohara et al.,
1992, Sung und Robberson, 1995, Sung, 1994). RPA wird fur die Bildung des prasynapti-
schen Komplexes durch RAD51 von der ssDNA verdrangt (Sugiyama et al., 1997). In He-
fe gehdrt RAD51 zu der RADS2 Epistasisgruppe, in die auBerdem auch RAD50, RAD52,
RAD54, RAD55, RAD57, RAD59, MRE11 und XRA2 gehéren. Mitglieder der Gruppe sind
an den Prozessen der HR, dem NHEJ, Chromatinumstrukturierung oder der Zellzyklus-
kontrolle beteiligt und die meisten von ihnen wurden in Hefe durch ihre Notwendigkeit
in der Reparatur von IR-Schaden identifiziert. Das namengebende Protein der Gruppe,
RAD52, interagiert physikalisch mit RAD51 und fungiert bei dessen Rekrutierung an die
ssDNA (Sung, 1997). Menschliches RAD52 ist ein ringférmiges Protein aus mehreren Un-
tereinheiten. RAD52-defiziente Hefezellen sind extrem sensitiv gegenlber Strahlung und
sind in ihrer mitotischen und meiotischen Rekombination sowie bei der Sporenprodukti-
on eingeschrankt (Mortimer et al., 1981). Im Vergleich dazu zeigen Vertebratenzellen mit
RAD52-Defizienz nur einen leichten Riickgang der HR und sind nicht hypersensitiv gegen-
dber IR (Rijkers et al., 1998). Der Grund daftr wird dem Tumorsuppressorprotein breast
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cancer susceptibility 2 (BRCA2) zugeschrieben, welches unter anderem in Vertebraten
und Pflanzen vorkommt und den Effekt von RAD52-Mutationen auf HR und DNA Repa-
ratur unterbindet. BRCAZ ist hier unter anderem flir die Regulation des Aufbaus und der
Aktivitat des RAD51-Filamentes zusténdig (Esashi et al., 2007). Beim Menschen flhren
Mutationen in BRCAZ2 zu einem stark erhdhten Brustkrebsrisiko (Wooster et al., 1995).
In BRCA2-defizienten Zellen wird intaktes RAD52 jedoch bendétigt, weswegen ihm die
Teilnahme an einem BRCA2 unabhéngigen oder alternativen Reparaturweg der HR zu-
geschrieben wird (Feng et al., 2011). Die Reparatur von DSBs erfordert direkten Zugang
der Reparaturfaktoren zur DNA. Dieser Prozess wird durch ATPasen der SWI2/SNF2-
Familie erleichtert, welche als Chromatin Remodeling Enzyme DNA von den Histonen
und anderen gebundenen Proteinen |6sen. RAD54 ist eines dieser Enzyme und tragt die
katalytische Domane der SF2-Familie der Helikasen (Kapitel 1.3; Ubersicht: Thoma et al.,
2005). Neben seiner Aufgabe als Chromatin Remodeling Protein interagiert RAD54 mit
RADS51, stabilisiert das prasynaptische Filament und stimuliert die Stranginvasion (Golub
et al., 1997, Mazin et al., 2000). Bei der Invasion in den homologen Bereich der dsD-
NA entsteht ein sogenannter Displacement-Loop (D-loop), in welchem das freie 3’-Ende
des invadierenden Stranges als Primer flr die Synthese Uber den Templatestrang dient.
Die sogenannte D-loop Extension wird durch eine DNA-Polymerase ausgefihrt. Fir die-
se Funktion kommen eine Vielzahl an Polymerasen in Frage, wie unter anderem POLJ
und Translasionspolymerasen (Sebesta et al., 2013). Die Translasionspolymerase POLn
ist beispielsweise gemeinsam mit RAD52 und RPA an der D-loop Extension in mensch-
lichen Zellen beteiligt ist (Mcllwraith und West, 2008; siehe auch Kapitel 1.2). Homologe
der RAD52-Gruppe wurden in vielen Eukaryoten identifiziert und einige konnten auch
bei Archaea und Prokaryoten gefunden werden (siehe Ubersicht: Symington, 2002). Die
RADS52 Epistasisgruppe in Pflanzen ahnelt der in Vertebraten und fir einige der Mitglieder
(wie RAD50, MRE11, RAD51 und vier RAD51 Paraloge) konnte eine Funktion in der HR
nachgewiesen werden (Ubersicht: Bleuyard et al., 2006). Ein Homolog fiir RAD52 konnte
erst im Jahr 2011 identifiziert werden (Samach et al., 2011). Alle konservativen Wege der
HR teilen diese beschriebenen ersten Schritte. In Abbildung 1.2 sind die Vorgange der
konservativen HR-Mechanismen dargestellt.

Bei dem DSBR-Mechanismus werden beide homologen Strange des Schwesterchroma-
tids zur Neusynthese des schadhaften Doppelstranges genutzt (Szostak et al., 1983).
Dies geschieht, indem der invadierte Strang verlangert und der D-loop vergréBert wird,
bis der Bereich des anderen Bruchendes erreicht ist. Gleichzeitig wird der verdrangte
Strang des D-loops als Matrize zur Synthese des nicht-invadierten 3-Uberhanges ge-
nutzt. Das Annealing des zweiten Stranges wird Gber RAD52 vermittelt. Die dabei ent-
stehende Struktur wird doppelte Holliday Junction (dHJ) genannt und kann auf verschie-
dene Mechanismen aufgel6st werden. Der als Resolution bezeichnete Mechanismus be-
ruht auf der Funktion von strukturspezifischen Endonukleasen, die als HJ-Resolvasen be-
zeichnet werden. Sie schneiden die dHJ an den Kreuzungspunkten der Stréange, wodurch
entweder Crossover- oder Nicht-Crossover-Ereignisse entstehen. Bei Crossovern wird
das gesamte Chromosom ab dem Schnitt zwischen den Rekombinationspartnern aus-
getauscht, wahrend bei Genkonversionen lediglich ein kirzerer Abschnitt getauscht wird.
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Abbildung 1.2: DSBR, SDSA und BIR, die konservativen Mechanismen der HR. Bei diesen Mechanis-
men kommt es nach Resektion der 5’-Enden zu einer Invasion der 3’-ssDNA in einen homologen Donor-
Duplex, wodurch ein D-loop gebildet wird. Bei der DSBR wird neben der Synthese des invadierenden
3-Uberhanges zugleich der im D-loop verdringte Strang des Donorduplex als Matrize zur Synthese des
nicht-invadierenden Stranges genutzt. Die dadurch entstandene doppelte Holliday Junction kann auf zwei
Wege aufgeldst werden: Resolution und Dissolution. Bei der Resolution schneiden HJ-Resolvasen an den
Stranglberschneidungen der dHJ, was je nach Ausrichtung der Schnitte entweder zu einem Nicht-Crossover
(gleiche Orientierung der Schnitte) oder einem Crossover (unterschiedliche Orientierung der Schnitte) fiih-
ren kann. Bei der Dissolution kommt es ausschlieBlich zu Nicht-Crossovern. Bei dem SDSA-Modell findet die
DNA-Synthese an diesem 3’-Uberhang statt, anschlieBend wird der synthetisierte Strang freigesetzt. Dieser
wird wieder mit dem urspriinglichen 5’-Ende verbunden und die Synthese des komplementaren Stranges
kann stattfinden. Bei der Reparatur tiber BIR kommt es zur Replikation des kompletten Chromosoms ab der
Bruchstelle. Als Matrize dient das homologe Chromosom, weswegen dieser Mechanismus zum Verlust der
Heterozygotie (LOH) fihrt (verandert nach Haber, 2000, Szostak et al., 1983, McEachern und Haber, 2006).
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Neben der Resolution gibt es zuséatzlich den Weg der Dissolution zur Auflésung der dHJs,
wodurch Crossover unterdriickt werden. Dieser Vorgang wird durch den RTR-Komplex
ausgefuhrt, der aus einer RecQ-Helikase, einer Typ IA Topoisomerase und dem Struk-
turprotein RMI1 besteht. Die RecQ-Helikase SGS1 (BLM im Menschen, Kapitel 1.1.5)
und die Helikase SRS2 unterdricken in Hefe Crossover im Zusammenhang mit DSBs
in mitotischen Zellen durch unterschiedliche Mechanismen. Dabei wird postuliert, dass
SGS1 die beiden Seiten der dHJ auf einander zubewegt und die Topoisomerase TOPIII
das entstehende, sogenannte Hemicatenan auflést (Ira et al., 2003). Auch in Arabidopsis
konnte der RTR-Komplex aus RMI1, TOP3«a sowie der RecQ-Helikase RECQ4A nachge-
wiesen werden (Hartung et al., 2008). Gerade im Zusammenhang mit Crossovern wird
DSBR als wichtiger Mechanismus zur Reparatur von meiotischen DSBs gesehen, der in
mitotischen Zellen unterdriickt wird. Crossover flihren zu reziproken Translokationen und
zum Verlust von Heterozygotie (LOH) Uber gro3e Bereiche, was beispielsweise zum Ver-
lust von intakten Allelen von Tumorsuppressorgenen und dadurch zu Krebs fihren kann
(Huang et al., 1992).

Im Zuge der Reparatur Uber SDSA wird bei der Hefe der neusynthetisierte DNA-Strang
aus dem D-loop geldst und wieder mit seinem urspringlichen Ende verknipft. Die Auf-
hebung des D-loops geschieht Uber die SF1 Helikase SRS2, die das ssDNA-RAD51-
Filament auflésen kann (Krejci et al., 2003). Ein funktionelles Analogon von SRS2 im
Menschen ist die Helikase und Antirekombinase RTEL1 (Barber et al., 2008). Die Synthe-
se des zweiten beschadigten Stranges kann dann mit dem neusynthetisierten Strang als
Template geschehen. Dieser Mechanismus fiihrt zu Nicht-Crossover-Ereignissen, welche
nur bezuglich eines kurzen Abschnittes zu LOH fihren kdnnen. Aus diesem Grund wird
SDSA als einer der haufigsten HR-Mechanismen in somatischen Zellen gesehen.

Waéhrend der BIR, welche auch als Recombination-Dependent Replication oder Break-
Copy Duplication bekannt ist, wird nach der Stranginvasion eine prozessive Replikations-
gabel etabliert, welche ihre Funktion bis zum Ende des Chromosoms ausflhrt. Hierbei
wird im Gegensatz zu SDSA, bei dem nur Leitstrang-Synthese genutzt wird, Leitstrang-
und Folgestrang-Synthese benétigt und flihrt zum LOH von Beginn des Bruches bis zum
Ende des Chromosoms. BIR wird haufig dann eingesetzt, wenn nur eines der Strangen-
den des DSBs Homologien zu anderen Sequenzen des Genoms aufweist. Es spielt bei
der Reparatur von stehengebliebenen oder kollabierten Replikationsgabeln sowie bei
dem Erhalt von erodierenden Telomeren in Zellen ohne Telomerase eine Schlisselrol-
le. Obwohl die meisten Zellen zum Erhalt der Telomere die Telomerase einsetzen, nutzen
einige stattdessen oder zusétzlich Rekombination. Darunter fallen einige menschliche
Krebszellen (McEachern und Haber, 2006).

Obwohl HR primér aufgrund ihrer Rolle in der Reparatur von DSBs untersucht wird, liegt
eine weitere wichtige Aufgabe in der Reparatur von blockierten oder kollabierten Replika-
tionsgabeln.
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1.1.4 DNA-Crosslinks und Reparaturvorgange an Replikationsgabeln

DNA-Lasionen, die das Voranschreiten der replikativen DNA Helikase oder DNA Polyme-
rase verhindern, kénnen zu einer Blockierung oder zum Kollaps der Replikationsgabel
sowie zu einseitigen DSBs fuhren. Wenn eine Lasion zwar die Polymerase, jedoch nicht
die Helikase blockiert, kdnnen durch eine Entkoppelung der beiden Funktionen lange
ssDNA-Abschnitte entstehen, welche Ziele von Endonukleasen darstellen und zu einsei-
tigen DSBs fuhren kénnen. Ebenso fuhren nicht reparierte ESBs durch das Auftreffen
der Replikationsgabel zu einseitigen DSBs (Ubersicht: Branzei und Foiani, 2010). Da
Intrastrang-Crosslinks genau wie Lasionen wie Alkylierungen oder andere Addukte nur
einen der beiden DNA-Strange betreffen, kénnen sie durch NER oder im Falle einer Re-
plikationsbehinderung Uber Post-Replicative Repair (PRR; auch DNA-Damage Tolerance,
DDT) genannt) umgangen werden. Durch diese Art der Schadenstoleranz werden die
DNA-Lasionen zwar nicht repariert, jedoch ist durch sie das Fortschreiten der Replika-
tion gewahrleistet. Die PRR ist am besten in Saccharomyces untersucht und Iasst sich in
zwei Wege einteilen: die fehlerbehaftete und die fehlerfreie PRR (Broomfield et al., 2001;
Abbildung 1.3). Der fehlerbehaftete Weg beinhaltet einen Polymerase switch genannten
Vorgang, bei dem die replikative Polymerase durch eine Translasions-Polymerase (TLS-
Polymerase) ausgetauscht wird. TLS-Polymerases sind durch ihre strukturellen Eigen-
schaften in der Lage, deformierte DNA als Matrize zur Replikation zu nutzen. Dieser Vor-
gang kann aufgrund mangelnder Proofreading Funktion der TLS-Polymerasen mit dem
Einbau falscher Nukleotide behaftet sein (siehe Kapitel 1.2). Der fehlerfreie Weg beruht
auf zwei verschiedenen Template switch-Mechanismen. Zum einen kann es zur Strangin-
vasion und damit zu einem D-loop kommen, wodurch die Synthese iber den schadhaften
Bereich mithilfe des unbeschadigten Schwesterstranges stattfinden kann. Zum anderen
kann eine sogenannte Chicken Foot-Struktur gebildet werden (Atkinson und McGlynn,
2009). Diese besondere Form der HJ entsteht, wenn der unbeschéadigte Schwesterstrang,
welcher bereits Uber den Bereich des Schadens verlangert wurde, durch Umlagerung der
Replikationsgabel als Matrize fir die Synthese des homologen Stranges genutzt wird (vgl.
Abbildung 1.3). Die Template Switch Mechanismen werden durch das multifunktionale
Protein RADS vermittelt, welches in der PRR in Hefe eine Schlusselrolle einnimmt. Es
gehort zu der SWI2/SNF2-Familie der ATPasen, zeigt DNA-abh&ngige ATPase-Aktivitat
und tragt ein fir Ubiquitinligasen charakteristisches RING-Motiv (Johnson et al., 1992).

Biochemische Analysen zeigten, dass RADS5 eine strukturspezifische Helikase ist, welche
die Regression der Replikationsgabel ausfiihren kann (Blastydk et al., 2007). Aber auch
fir andere Proteine wird eine Funktion bei Umlagerungsprozessen der Replikationsgabel
postuliert. Genannt seien an dieser Stelle die Annealing Helikasen HARP und AH2 (Ka-
pitel 1.3) sowie die RecQ-Helikase BLM. Die HJ in Form des Chicken Foots kann ein Ziel
fur HJ-spezifische Endonukleasen darstellen, welche auch an der Auflésung der bei HR
auftretenden HJs eine Rolle spielen. Dadurch entsteht ein DSB an der Replikationsga-
bel, welcher tiber BIR repariert werden kann (Kapitel 1.1.3, Ubersicht: Haber und Heyer,
2001) Die beiden Wege der PRR werden durch Ubiquitinierungen von PCNA durch den
RAD6-RAD18-Komplex reguliert (Ubersicht in Mailand et al., 2013).
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Abbildung 1.3: Die Mechanismen der PRR: Template switch und TLS. DNA-L&sionen wie Alkylierungen
oder Intrastrang-Crosslinks kdnnen, wenn sie nicht rechtzeitig Gber NER entfernt werden, zur Blockierung
der Replikationsgabel fihren. Zwei Grundmechanismen der PRR kommen zur Toleranz des Schadens in
Frage: Der Template switch Mechanismus und die Reparatur lber TLS. Der RAD5-abhangige Template
switch Mechanismus lasst sich erneut in zwei Mechanismen einteilen. Zum einen kann es zur Stranginvasi-
on in den unbeschédigten Duplex und dadurch zur D-loop-Bildung kommen, wobei die Synthese von dort
aus Uber den geschadigten Bereich getatigt wird. Zum anderen kann die Replikationsgabel von der Schad-
stelle aus zurlickgeschoben werden und zur Synthese Uber den Bereich der Lasion der neusynthetisierte
Schwesterstrang herangezogen werden. Nach Zuriicklagerung der Replikationsgabel kann die Replikation
fortgefiihrt werden. Bei dem Mechanismus lber TLS replizieren TLS-Polymerasen auf potentiell fehlerbehaf-

tete Weise Uber die Lasion, woraufhin sie durch die replikative Polymerase ausgetauscht werden und die
Replikation weiter vollzogen werden kann.
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Da DNA Interstrang-Crosslinks die beiden DNA-Strange der Doppelhelix kovalent ver-
knipfen, kénnen diese nicht durch die Replikations- und Transkriptionsmaschinerie ge-
trennt werden. Interstrang-Crosslink-verursachende Agenzien wirken daher hoch cytoto-
xisch. Dies gilt vor allem fir sich haufig teilende Zellen, weswegen Interstrang-Crosslink-
bildende chemische Agenzien haufig erfolgreich in der Krebstherapie eingesetzt werden.
Da durch DNA-Crosslink erzeugende Agenzien verursachte Lasionen in transkriptionell
wenig aktiven Bereichen haufig erst wahrend der Replikation in der S1-Phase des Zell-
zyklus ein Problem fur die Zelle darstellen, sind die Reparaturmechanismen fir DNA-
Crosslinks und blockierte Replikationsgabeln in den meisten Fallen nicht voneinander
zu trennen. Zudem koénnen an einem Replikationsblock durch Endonukleasen wie den
MUS81-EME1-Komplex gezielt DSBs induziert werden, weswegen eine strikte Abgren-
zung der Reparaturmechanismen an durch Genotoxine verursachte Schaden nicht még-
lich ist (Hanada et al., 2006). In transkriptionell aktiven Bereichen wird die Interstrang-
Crosslink-Reparatur durch die Blockierung der RNA-Polymerase eingeleitet (Enoiu et al.,
2012). Die Reparatur von Interstrang-Crosslinks ist ein hochkomplexer Mechanismus, der
noch nicht vollstédndig verstanden ist. Jedoch konnten anhand der Identifikation verschie-
dener an der Interstrang-Crosslink-Reparatur beteiligter Proteine mehrere Reparaturmo-
delle aufgestellt werden (Ubersicht: McHugh et al., 2001, Dronkert und Kanaar, 2001,
Deans und West, 2011).

Die Notwendigkeit fir Reparaturmechanismen fur Interstrang-Crosslinks bei Vertebra-
ten spiegelt sich in der seltenen Erbkrankheit Fanconi Andmie (FA) wider, welche sich
in den FA-defizienten Zelllinien durch eine extreme Sensitivitat gegenlber Interstrang-
Crosslink-verursachenden Agenzien wie MMC oder Diepoxybutan, sowie anderen repli-
kationsblockierenden Agenzien wie HU oder UV-Strahlung, jedoch nicht gegenliber ande-
ren DNA-Schaden ausdriicken. Das klinische Bild der Krankheit umfasst Fehlbildungen,
Kleinwuchs, Rickbildung des Knochenmarks und damit verbundene Andmie sowie eine
Pradisposition gegentber Leukamie und anderen Krebsarten (Niedernhofer et al., 2005).

Bei Vertebraten ist eine gro3e Anzahl an Proteinen an der Reaktion auf Interstrang-
Crosslinks beteiligt. Neben mindestens 16 FA-Genprodukten werden auch Proteine der
HR, inbegriffen RecQ-Helikasen, an der Resistenz gegeniber Interstrang-Crosslinks be-
nétigt. Auch fir strukturspezifische Endonukleasen wie MUS81-EME1 und den an der
NER beteiligten Faktor XPF-ERCC1 sowie fiir TLS-Polymerasen konnte eine Rolle in der
Interstrang-Crosslink-Reparatur nachgewiesen werden (Ho und Schérer, 2010, Bhagwat
etal., 2009, Vare et al., 2012). Die Vielzahl der unterschiedlichen involvierten Proteinklas-
sen weist auf verschiedene Reaktionsmdglichkeiten auf Interstrang-Crosslinks und damit
verbundene blockierte Replikationsgabeln in Vertebraten hin. Nojima und Kollegen tes-
teten verschiedene Mutantenlinien aus DT40-Zellen aus Hihnern auf Sensitivitdten ge-
gentber Cisplatin und MMC und konnten so zeigen, dass FA-, TLS- sowie HR-defiziente
Zellen hypersensitiv auf crosslinkende Agenzien reagieren, wahrend NER im Vergleich
zum Hefemodell eher eine untergeordnete Rolle zu spielen scheint. REV3-, gefolgt von
FA-defizienten Zellen zeigten die hdéchste Sensitivitat gegenlber Cisplatin (Nojima et al.,
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2005). Bei REV3 handelt es sich um die katalytische Untereinheit der TLS-Polymerase
POL( (Kapitel 1.2.1).

Zwei grundsétzliche Mechanismen sind fir die Reaktion auf Interstrang-Crosslinks be-
schrieben worden: ein rekombinationsabh&angiger und ein rekombinationsunabhangiger
Mechanismus (Abbildung 1.4). Der rekombinationsabhéangige Mechanismus wird wah-

A B

> 1

+ Unhooking des Crosslinks

-
A//
TLS + TLS
—K\L —
..... —y
_// + Entfernung des Crosslinks Entfernung des Crosslinks
(NER) (NER), Reparatursynthese

J Reparatur des einseitigen

DSBs tber HR

it

Resolution des Rekombinations-
Intermediates

Wiederaufnahme der
Replikation

Abbildung 1.4: Rekombinationsabhéngige und -unabhéngige Reparatur von Interstrang-Crosslinks.
Die vereinfachte Abbildung zeigt zwei Mechanismen der Reparatur von Interstrang-Crosslinks. (A) Die re-
kombinationsabhangige Reparatur von Interstrang-Crosslinks geschieht wahrend der spaten S- oder G2-
Phase und umfasst ein Unhooking der kovalent verkniipften Nukleotide eines Stranges, wodurch eine TLS-
Polymerase vermittelte Reparatursynthese Uber die Lasion erfolgen kann. AnschlieBend erfolgt die Entfer-
nung des Crosslinks des zweiten Stranges Uber NER. Der durch das Unhooking entstandene einseitige DSB
kann uber HR repariert werden. Nach Resolution des entstehenden Rekombinationsintermediates kann die
Replikation wieder aufgenommen werden. (B) Wéhrend der G1-Phase werden Interstrang-Crosslinks Uber
einen rekombinationsunabhangigen Mechanismus repariert. Auch hier findet ein Unhooking des Interstrang-
Crosslink, gefolgt von einer TLS, statt. Daraufhin wird der Crosslink Gber NER herausgeschnitten und die
Reparatursynthese der Liicke kann stattfinden. Da die DNA-Synthese durch TLS-Polymerasen nicht immer
fehlerfrei verlauft, kdnnen durch diesen Mechanismus potenziell Mutationen entstehen (dargestellt als roter
Bereich. Verandert nach Wang, 2007, Huang und Li, 2013).

rend der spaten S- oder G2-Phase angewandt, wenn eine homologe DNA-Sequenz in
Form des Schwesterchromatids zur Verfligung steht. Trifft die Replikationsgabel auf einen
Interstrang-Crosslink, wird der Schaden aus einem Zusammenspiel von Endonukleasen,
TLS, HR und NER repariert. Strukturspezifische Endonukleasen wie wie MUS81-EME1
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oder XPF-ERCC1 fligen einseitig Schnitte in 5’- und 3’-Richtung des Interstrang-Cross-
links ein, wodurch ein Unhooking des Crosslinks stattfindet. Die daraus resultierende
Licke kann durch TLS-Polymerasen geschlossen werden und der dazu komplementére
Strang mit dem anhangenden Crosslink wird Gber NER repariert. Die Schnitte zum Un-
hooking des Crosslinks fihren auf3erdem zu einem einseitigen DSB, welcher Uber HR
repariert wird. Die Auflésung der entstandenen Rekombinationsintermediate geschieht
beispielsweise durch BLM oder FA-Helikasen, woraufhin die Replikation wieder aufge-
nommen werden kann (Suhasini und Brosh Jr, 2012). FA-Proteine sind an mehreren
Schritten dieses Reparaturmechanismus beteiligt. Sie regulieren die drei grundlegenden
Reparaturmechanismen der Reaktion auf Interstrang-Crosslinks: die Einschnitte durch
Endonukleasen, TLS und HR. Beispielsweise wird fir FANCJ eine Rolle bei der Rekru-
tierung der TLS-Polymerasen postuliert und FANCM initiiert die Stressantwort, indem es
die Lasion detektiert und unter anderem die Aktivierung von ATR férdert (Ubersicht: Kim
und D’Andrea, 2012). Der rekombinationsunabhangige Mechanismus erfolgt hauptsach-
lich wahrend der G1-Phase. Auch hier findet ein Unhooking des Crosslinks statt, wor-
aufhin eine TLS-Polymerase die Reparatursynthese ausfihrt. Durch die Synthese durch
TLS-Polymerasen kann es zum Einbau falscher Nukleotide wahrend dem rekombinations-
unabhangigen Mechanismus kommen.

1.1.5 RECQ4A und MUS81

Aufgrund ihrer Wichtigkeit fur die vorliegende Arbeit werden im Folgenden die Funktio-
nen der Endonuklease MUS81 sowie RecQ-Helikasen im Kontext von Reparatur- und
Rekombinationsvorgéangen ndher erlautert.

RECQ4A

RecQ-Helikasen sind an DNA Reparatur-, Rekombinations- und Replikationsvorgéangen
beteiligt und sind daher eine wichtige Proteinklasse fiir die Erhaltung der Genomstabili-
tat. Sie gehdren zur SF2-Familie der Helikasen, deren Aufbau in Kapitel 1.3 erlautert ist.
Neben der konservierten Helikasedoméane besitzen sie zudem meist eine RecQ carboxy-
terminale (RQC) sowie eine Helicase and RNase D C-terminale (HRDC) Domane. Ein-
zellige Organismen besitzen Gblicherweise eine RecQ-Helikase, wie RECQ in E. coli
und SGS1 in Saccharomyces cerevisiae, wahrend bei multizelluldaren Eukaryoten meh-
rere Vertreter vorkommen. Zu den bekanntesten der flinf menschlichen RecQ-Helikasen
zahlen BLM, WRN und RECQ4, deren Mutationen zu den Krankheiten Bloom Syndrom
(BLM), Werner Syndrom (WRN) und Rothmund-Thomson Syndrom (RECQ4) fihren, wel-
che mit Krebspradisposition, vorzeitige Alterung und chromosomaler Instabilitét in Verbin-
dung gebracht werden (Ubersicht: Croteau et al., 2014). In Arabidopsis konnten sieben
RecQ-Helikasen identifiziert werden: AtRECQ1, 2, 3, 4A, 4B, 5 und AtRECQSIM (Har-
tung und Puchta, 2006). RecQ-Helikasen sind 3’-5’-Helikasen und Komponenten einer
Vielzahl an Multienzymkomplexen. Bei Rekombinationsvorgédngen wie der HR kdnnen
RecQ-Helikasen in den friihen Schritten der Reparatur als Antirekombinasen wirken und
sind in spéateren Schritten an der Dissolution der HR-Strukturen beteiligt (Kapitel 1.1.3).
Daher ist der Verlust von RecQ-Funktionen haufig mit Hyperrekombination verbunden
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(Yamagata et al., 1998). Zusatzlich ist BLM an der Regression blockierter Replikationsga-
beln beteiligt (Bugreev et al., 2007). Auch andere RecQ-Helikasen spielen eine Rolle an
blockierten Replikationsgabeln (Ubersicht: Chu und Hickson, 2009).

RECQA4A und 4B sind in Arabidopsis durch Genduplikation entstanden und weisen fast
70 % ldentitat auf. Interessanterweise wirken sie in ihren Funktionen als Antagonisten:
recq4a-Mutanten sind sensitiv gegentiber den Agenzien MMS und Cisplatin, zeigen er-
héhte HR und recq4a mus81 Doppelmutanten sind letal (Hartung et al., 2006). Im Ge-
gensatz dazu sind Recq4b mus81 Doppelmutanten nicht letal und recq4b-Mutanten wei-
sen keine Hypersensitivitdten gegenltber genotoxischen Agenzien auf. Zudem zeigen sie
einen starken Rickgang in der HR und RECQ4B ist nicht an der Unterdriickung von Cros-
soverereignissen beteiligt. AIRECQ4A ist ein funktionelles Homolog von SGS1 aus Hefe
und BLM im Menschen (Hartung et al., 2007).

MUS81

Wie in Kapitel 1.1.3 beschrieben, sind HJs und dHJs ein haufiges Rekombinationsinter-
mediat von Prozessen der DNA-Reparatur durch HR. Auch bei der Antwort auf blockier-
te Rekombinationsgabeln entstehen HJs (Kapitel 1.1.4). Das Auflésen dieser Strukturen
wird durch sogenannte HJ Resolvasen, also substratspezifische Endonukleasen, kataly-
siert. Bekannte HJ Resolvasen sind die bakteriellen RUVC oder RUSA sowie die Proteine
YEN1, SLX1 und MUS81 in Hefe und deren Homologe in anderen Eukaryoten. In Hefe
wurde gezeigt, dass YEN1 und MUS81 Uberlappende Funktionen ausfihren (Tay und Wu,
2010). MUS81 weist Homologien zu der XPF-Untereinheit der ERCC1-XPF Endonuklea-
se auf und bildet in Saccharomyces pombe und dem Menschen einen heterodimeren
Komplex mit EME1 (MMS4 in S. cerevisiae). MUS81 wird in S. pombe, und zu einem
geringeren Anteil auch in S. cerevisiae, zur Ausbildung von meiotischen Crossovern be-
noétigt. AuBerdem sind MUS81-defiziente menschliche Zellinien und mus871-Mutanten in
S. pombe hypersensitiv gegenliber Replikationsstress verursachenden Agenzien wie Hy-
droxyurea beim Menschen und MMS, UV und HU bei S. pombe (Chen et al., 2001, Boddy
et al., 2000).

Arabidopsis mus81-Linien sind stark sensitiv gegentber MMS, Cisplatin, HU, IR und
MMC (Hartung et al., 2006, Berchowitz et al., 2007). Neben dem MUS81-Homolog konn-
ten auch zwei EME1 (EME1A und EME1B) Homologe in Arabidopsis identifiziert werden,
welche gemeinsam mit MUS81 an der Prozessierung von HJs beteiligt sind (Geuting et al.,
2009). Bei der Reparatur von Interstrang-Crosslinks im Zusammenhang mit blockierten
Replikationsgabeln schneidet der MUS81-EME1-Komplex nahe des Crosslinks und flgt
dadurch den zur weiteren Prozessierung nétigen DSB ein (Hanada et al., 2006).

RECQ4A und MUSB81 in der DNA-Reparatur von A. thaliana

Durch Mutantenanalysen zeigten Mannuf3 und Kollegen, dass Arabidopsis Uber mindes-
tens drei unabhé&ngige Wege zur Prozessierung von DNA Reparaturintermediaten nach
Cisplatin-, MMS- und MMC-Behandlung verflgt, in denen jeweils eines der Proteine
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RAD5A, RECQ4A und MUS81 eine kritische Rolle spielt (Mannuss et al., 2010). Sie konn-
ten zeigen, dass MUS81 und RAD5A ahnlich stark an der Reparatur von MMC, MMS
und Cisplatin induzierten Schaden beteiligt sind, wahrend RECQ4A bei der Reparatur
von MMC induzierten Schaden nicht involviert zu sein schien. Neueste Untersuchungen
zeigten jedoch, dass auch RECQ4A eine Rolle bei der Reparatur MMC-induzierter Scha-
den einnimmt (Dangel et al., 2014). So weisen mhf1 recq4a- sowie fancm recq4a-Doppel-
mutantenlinien eine signifikante Hypersensitivitat gegeniiber MMC auf, wahrend die jewei-
ligen Einzelmutanten nicht sensitiv reagieren. MHF1 bildet gemeinsam mit MHF2 einen
Komplex aus, der in Abh&ngigkeit von DNA-Schaden mit FANCM interagiert und an an
der Rekrutierung anderer FA-Proteine beteiligt ist (Kapitel 1.1.4). Doppelmutanten von
recq4a und mus81 zeigen Entwicklungsstérungen und sterben innerhalb von zwei Wo-
chen ab (Hartung et al., 2006).

Neben RAD5A, RECQ4A und MUSS81 ist auch die Translasionspolymerase POL( an
der Reparatur von Crosslinks und anderen DNA-L&sionen beteiligt (siehe Kapitel 1.2).
Durch die Untersuchung von rev3 rad5a Doppelmutanten wurde gezeigt, dass REV3 und
RAD5A im Bezug auf das alkylierende Agens MMS sowie auf UV-B-Strahlung, Cispla-
tin und MMC in alternativen Reparaturwegen arbeiten (Wang et al., 2011). Der Zusam-
menhang von POL(¢ mit den RECQ4A- und MUS81-vermittelten Reparaturwegen wurde
bisher nicht untersucht und ist Bestandteil der vorliegenden Arbeit.

1.1.6 Die Proteinkinasen ATM und ATR

Die Antwort auf genotoxischen Stress kann als Signaltransduktionskaskade gesehen wer-
den, in welcher DNA-L&sionen als initiale Signale fungieren, die von Sensoren detektiert
und an nachgestellte Faktoren weitergeleitet werden. Zu den am besten untersuchten
Initiatoren der zellularen Stressantwort gehéren Ataxia Telangiectasia Mutated (ATM)
und ATM- and Rad3-Related (ATR). ATM und ATR gehéren zu der Phosphoinositide-
3-Kinase-Related Protein Kinase (PIKK) Superfamilie der Proteinkinasen. Sie werden
durch DNA-Schaden aktiviert und phosphorylieren zahlreiche nachgestellte Komponen-
ten der Schadensreparatur. Hierbei reagiert ATM primar auf DSBs, wahrend ATR haupt-
sachlich durch UV-induzierte Schaden, einzelstrangige DNA-Abschnitte und blockierte
Replikationsgabeln aktiviert wird (Shiloh, 2001, Flynn und Zou, 2011). Es konnte gezeigt
werden, dass die beiden Proteinkinasen sowohl gemeinsam, als auch getrennt von ein-
ander Aufgaben ausflihren. Neben ihrer Phosphorylierung von Reparaturfaktoren regulie-
ren ATM und ATR auch Faktoren des Zellzyklus, um dessen Voranschreiten bei schweren
DNA-Schéaden zu verhindern. Genannt seien an dieser Stelle die beiden Proteinkinasen
CHK1 und CHK2, welche fundamentale zellulare Prozesse wie DNA-Replikation, Zellzy-
klusverlauf, Chromatinrestruktuierung und Apoptose regulieren und unter anderem durch
ATM und ATR phosphoryliert werden (Bartek und Lukas, 2003). Matsuoka und Kollegen
identifizierten im Jahr 2007 tber 700 Proteine mit einem Konsensusmotiv fir ATM- und
ATR-vermittelte Phosphorylierung, welche als Antwort auf IR phosphoryliert werden. Vie-
le Proteine tragen mehrere dieser Phoshorylierungsmotive (Matsuoka et al., 2007). ATM
und ATR werden durch &hnliche Mechanismen, jedoch durch unterschiedliche Faktoren
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zu DNA-Schaden rekrutiert. ATM wird in menschlichen Zellen durch den MRE11-RAD50-
NBS1 (MRN)-Komplex zu DSBs rekrutiert, wahrend ATR durch ATR-Interacting Protein
(ATRIP) an RPA-ummantelte ssDNA herangefihrt wird (Falck et al., 2005, Lee und Paull,
2007). Als Antwort auf durch IR verursachte DSBs arbeiten ATM und ATR im selben Si-
gnalweg, welcher zu der Phosphorylierung von CHK1 flhrt. Hierbei 16st ATM bei Zellen
in der S- oder G2-Phase des Zellzyklus an dem durch IR ausgelésten DSB die RPA-
Filamentbildung um die ssDNA aus, welche zur Rekrutierung von ATR und Phosphorylie-
rung von CHK1 fihrt. Zusammen mit aktiviertem CHK2 wird daraufhin ein Zellzyklusar-
rest eingeleitet, und der Schaden Uber HR repariert. Bei Zellen in der G1-Phase wird der
Schaden durch NHEJ repariert (Jazayeri et al., 2006).

ATR wird hauptsé&chlich durch einzelstrangige DNA-Abschnitte aktiviert, welche wahrend
der Prozessierung von DSBs oder kollabierten Replikationsgabeln entstehen. Wichtig fiir
die Aktivierung ist das Zusammenspiel aus RPA-ummantelter ssDNA, welche an doppel-
strangige DNA angrenzt (Ubersicht: Cimprich und Cortez, 2008). Insgesamt kontrolliert
ATR ein viel breiteres Spektrum an Reaktionen auf DNA-Schaden als ATM. AuBerdem
ist ATR im Gegensatz zu ATM flur den Erhalt der genomischen Integritat wéhrend der S-
Phase des Zellzyklus essentiell und unentbehrlich fiir das Uberleben der Zelle. Beim Men-
schen wurde ATR-Defizienz mit der sehr seltenen, autosomal rezessiv vererbten Krank-
heit Seckel Syndrom in Verbindung gebracht, welche sich unter anderem durch extremen
Zwergwuchs und geistige Behinderung charakterisiert (O’Driscoll et al., 2003). Mduse mit
heterozygoten Mutationen in ATR erkranken haufiger an Krebs als WT-Mause, wahrend
homozygote Mutationen von ATR zu Embroyletalitat flihren (Brown und Baltimore, 2000).

Auch Pflanzen besitzen Orthologe zu ATM und ATR. Arabidopsis atm-Mutanten sind hy-
persensitiv gegenliber Gammastrahlung und MMS und weisen Stérungen in der transkrip-
tionellen Induktion von Reparaturgenen in Antwort auf Strahlung auf. Des weiteren sind
atm-Mutanten partiell steril, was auf eine ausgepragte chromosomale Fragmentierung
wahrend der Meiose zurlickzufiihren ist (Garcia et al., 2003). Arabidopsis atr-Mutanten
weisen Hypersensitivitdten gegeniber HU, Aphidicolin, UV-B sowie Gammastrahlung auf.
Im Gegensatz zu atr-Mutanten in Saugetieren sind Arabidopsis atr-Mutanten lebensfa-
hig, fertil und besitzen unter Standardbedingungen keinen auffalligen Phanotyp (Culligan
et al., 2004).

1.2 Translasionspolymerasen

Nicht alle DNA-Schaden werden rechtzeitig vor dem Eintreffen der Replikationsgabel
repariert und kdnnen so zu einem Replikationsblock fuhren. Dies liegt hdufig darin be-
grindet, dass die replikative Polymerase nicht dazu imstande ist, verformte DNA-Stradnge
als Matrize zu verwenden. Spezielle Polymerasen, die sogenannten Translasionspolyme-
rasen (TLS-Polymerasen), kdnnen aufgrund ihrer strukturellen Eigenschaften in einem
Translasionssynthese (TLS) genannten Vorgang die Replikation Uber solche Schaden
hinwegfiihren und verhindern dadurch einen gefahrlichen Kollaps der Replikationsgabel.
Im Gegensatz zu replikativen Polymerasen besitzen TLS-Polymerasen keine Proofrea-
ding Exonuklease-Aktivitat und synthetisieren DNA mit signifikant héherer Fehlerrate. Die
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Synthese durch TLS-Polymerasen muss jedoch nicht grundsatzlich fehlerbehaftet sein.
Einige Polymerasen sind auf bestimmte DNA-L&sionen spezialisiert, Gber welche sie pra-
ferenziell und, wenn auch selten, fehlerfrei replizieren. Beispielsweise ist POLn darauf
spezialisiert, Uber UV-induzierte CPD Thymindimere zu replizieren, indem sie im komple-
mentaren Strang akkurat zwei Adenine einflgt, wahrend POL. praferentiell Guanine statt
Adenine gegenlber einem Thymin inseriert (Zhang et al., 2000). Mutationen in POLn
fihren beim Menschen zu einer Variante der Krankheit Xeroderma pigmentosum (XP-V),
welche mit einer Uberempfindlichkeit gegeniiber UV-Strahlung mit daraus resultierender
Hautkrebsentwicklung einhergeht (Masutani et al., 1999).

Polymerasen lassen sich anhand ihrer Aminosduresequenzen und Kristallstrukturen in
mindestens sechs verschiedene Familien einteilen: A, B, C, D, X und Y. Alle Polyme-
rasen teilen die klassische rechte Hand-Struktur, die aus Handflachen-, Daumen- und
Fingerdoméanen besteht. Dabei sind die AS-Sequenzen der Finger- und Daumendoméne
zwischen den verschiedenen Polymerasefamilien hoch variabel, wahrend die Handfla-
chendomanen groBe Ahnlichkeiten zwischen den Familien aufweisen. Diese beinhalten
katalytischen Asparaginsaure-Reste (D), welche die flir die Polymerisierungsreaktion not-
wendige Metallionenbindung vermitteln. Trotz der Unterschiede haben die verschiedenen
Doménen analoge Funktionen: Die Handflache enthélt des gréBten Teil des aktiven Zen-
trums und ist fir die Bindung des Primerendes und des «-Phosphates des eintreffenden
dNTPs zusténdig. Die Daumen-Doméne interagiert mit dem Template-Primer-Komplex
upstream der Synthesestelle und spielt eine Rolle in Prozessivitat und Translokation des
Proteins, wahrend die Finger-Domane wichtige Interaktionen mit dem eintreffenden dNTP,
sowie der Template-Base vermittelt (Ubersicht: Joyce und Steitz, 1995, Steitz, 1999). Der
Katalysemechanismus unter Mitwirkung von zwei Metallionen (meist Mg?*), ist in allen
Familien identisch.

TLS-Polymerasen konnten in allen drei Doméanen des Lebens nachgewiesen werden, die
meisten gehdéren der Y-Familie der DNA-Polymerasen an (Ohmori et al., 2001). Dies ist
eine Klasse von speziell strukturierten DNA-Polymerasen, welche zur Replikation Uber
DNA-Schéaden optimiert sind. Zusatzlich kénnen andere Klassen von DNA-Polymerasen
wie die Familien der A-, B- und X-Polymerasen TLS-Aktivitat aufweisen, jedoch ist diese
Aktivitat haufig schwach oder nicht die Primarfunktion dieser Polymerasen. In Eukaryoten
sind insgesamt 16 Polymerasen der Familien B, X und Y bekannt. E. coli besitzt drei auf
die Replikation Uber Lasionen spezialisierte Polymerasen, wahrend in Saugetieren zehn
dieser Polymerasen bekannt sind (Goodman, 2002). Von ihnen sind POL#, ¢, x und REV1
aus der Y-Familie der Polymerasen, sowie POL( aus der B-Familie am besten charakteri-
siert. Der strukturelle Aufbau der B-Polymerasen wird im Kontext von POL( im nachsten
Kapitel genauer beschrieben. Auch TLS-Polymerasen verfligen Uber die typische rechte
Hand-Faltung der replikativen Polymerasen, inbegriffen der Finger-, Daumen- und Hand-
flachendoménen. Trotz dieser Gemeinsamkeiten zu replikativen Polymerasen besitzen
TLS-Polymerasen strukturelle Besonderheiten, die ihnen die Fahigkeit zur Funktion in
der TLS verleihen, jedoch auch ihre verringerte Replikationsgenauigkeit und damit poten-
ziell mutagene Aktivitat in der Zelle begrinden. Bei den Y-Polymerasen konnte gezeigt
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werden, dass Daumen- und Fingerdomanen im Vergleich zu denen replikativer Polymera-
sen ungewdhnlich klein sind. Dies fUhrt zu einem weiter ge6ffneten und gréBeren aktiven
Zentrum als bei replikativen Polymerasen und erlaubt den TLS-Polymerasen, deformierte
Basenpaarungen und andere Lasionen in ihrem aktiven Zentrum aufzunehmen. Zuséatz-
lich besitzen Y-Polymerasen eine einzigartige kleine Finger-Doméne, welche zuséatzliche
Kontakte zur DNA vermittelt und ihre katalytische Effizienz steigert (Yang, 2003).

Der Mechanismus zum Austausch der Polymerasen an der Replikationsgabel wird Poly-
merase Switch genannt. Die replikative Polymerase wird an der Lasion durch eine oder
mehrere spezialisierte TLS-Polymerasen ausgetauscht, welche Gber den Schaden repli-
ziert und anschlieBend wieder durch die replikative Polymerase ersetzt wird, die die Re-
plikation fortfihrt. Oftmals werden flr die Insertion von Nukleotiden gegeniiber des Scha-
dens und die weitere Extension des DNA-Stranges zwei verschiedene TLS-Polymerasen
bendtigt, sodass ein zweiter Polymerase Switch zwischen Insertion und Extension voll-
zogen wird. Dies ist darauf zurlickzuflhren, dass einige TLS-Polymerasen zwar sehr ef-
fizient gegenliber des Schadens Nukleotide einfligen, jedoch ineffizient in der darauf fol-
genden DNA-Extension sind, nach der die replikative Polymerase die Replikation wieder
aufnimmt (Prakash und Prakash, 2002). Ein Beispiel hierflr stellt POL#n dar, welche nur
direkt gegentiber Lasionen Nukleotide einfligen kann und danach eine zuséatzliche TLS-
Polymerase (meist POL() zur Extension benétigt. Generell wird fir POL( die Extension
der meisten TLS-Ereignisse postuliert. In Eukaryoten wird der Polymerase Switch durch
posttranslationale Modifikationen des homotrimeren Ringklemmenproteins Proliferating
Cell Nuclear Antigen (PCNA) vermittelt. Hierbei wird PCNA als Reaktion auf verschie-
dene DNA-Schaden durch einen Komplex aus RAD18 und RADG6, vermutlich an jedem
seiner drei Monomere, an Lysin-164 monoubiquitiniert, was die Affinitat fir Polymera-
sen der Y-Familie an PCNA erhéht. Alle eukaryotischen Y-Polymerasen tragen Ubiquitin-
Bindemotive oder ubiquitinbindende Zinkfingerdomanen, Uber die sie an monoubiquiti-
niertem PCNA binden kdnnen (Bienko et al., 2005). Die Monoubiquitinierung kann durch
das deubiquitierende Enzym Ubiquitin-Specific Processing Protease 1 (USP1) aufgeho-
ben werden. Andere Modifikationen von PCNA kénnen hingegen andere Faktoren an die
blockierte Replikationsgabel rekrutieren (Ubersicht: Mailand et al., 2013). Polyubiquitinie-
rung durch die RAD5-Orthologe HTLF und SHPRH flihrt beispielsweise unter anderem
zu der Rekrutierung der Annealing Helikase ZRANBS, auch AH2 genannt (Kapitel 1.3.2),
welche zur Reversion der Replikationsgabel beitragt und Gber Template Switching eine
Wiederaufnahme der Replikation ermdéglicht. TLS und Template Switch sind die beiden
Zweige der PRR. TLS stellt hierbei den fehlerbehafteten Zweig und Template Switch den
fehlerfreien Zweig der PRR dar (Kapitel 1.1.4).

POL7, ¢, x sowie die REV7-Untereinheit von POL( (Kapitel 1.2.1) besitzen eine REV1-
Interaktionsregion. REV1 ist das erste identifizierte Mitglied der Y-Polymerasen und ist
die einzige Y-Polymerase mit einer N-terminalen BRCA1 C-terminal (BRCT) Domane,
Uber die sie direkt mit PCNA und DNA interagieren kann und welche eine spezifische
Bindung an resektierte 5’-phosphorylierte Enden von DSBs vermittelt (de Groote et al.,
2011). REV1 fungiert als Deoxycytidyl Transferase, da sie ausschlieBlich Deoxycytidin
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(dC) gegenlber einer Lasion einflgt (Lin et al., 1999). Jedoch weist das Protein selbst
nur eine geringe katalytische Aktivitat auf, weswegen sie wahrscheinlich eher als Binde-
plattform flir andere TLS-Polymerasen die Mechanismen der TLS koordiniert. REV1 tragt
eine C-terminale Region, Uber die sie an andere Y-Polymerasen und POL( binden kann.
Auch zwei zusétzliche Ubiquitin Bindemotive (UBMs) vermitteln die Bindung von REV1
an monoubiquitiniertes PCNA, wodurch REV1 an DNA-Schaden rekrutiert werden kann.

Neben ihrer wichtigen Rolle in der TLS wurde in den letzten Jahren gezeigt, dass TLS-
Polymerasen auch an der HR beteiligt sind. So zeigen poly DT40-Zellen aus Hihnern
im Vergleich zum Wildtyp einen signifikanten Riickgang bei der Immunoglobulin (Ig) Gen-
konversion und DSB-induzierter HR, welche durch Komplementation mit menschlichem
POL#n aufgehoben werden kann (Kawamoto et al., 2005). In Extrakten aus menschlichen
POL#-defizienten Zelllinien wurde eine massiv reduzierte D-loop Extension festgestellt.
POL7 interagiert zudem mit der Rekombinase RAD51, welche in diesem Zusammen-
hang die D-loop Extension stimuliert. Daher wird fiir POL# eine duale Rolle in TLS und
der Reinitiierung der DNA-Synthese bei der HR postuliert (Mcllwraith et al., 2005). Mol-
dovan et al., 2010 konnten in HelLa-Zellen physikalische und funktionelle Interaktion der
TLS-Polymerase POLN und Faktoren des FA-Reparaturweges und RAD51 nachweisen
und zeigen, dass POLN fir die effiziente HR benétigt wird. Durch aufgereinigte mensch-
liche Proteine wurde gezeigt, dass neben der replikativen POL) auch POL»n und POLk
D-loops ausdehnen kénnen (Sebesta et al., 2013). Auch in Hefe bilden POL¢ und REV1
einen Komplex und lokalisieren gemeinsam an DSB-Loci. Des weiteren ist REV3 in Hefe
fir Mutagenese wahrend der DSB-Reparatur verantwortlich (Hirano und Sugimoto, 2006,
Holbeck und Strathern, 1997). Ferner konnte in DT-40 Zellen gezeigt werden, dass POL(
eine Rolle in der DSB-Reparatur von Vertebraten spielt und rev3 rad54 Doppelmutanten
nicht lebensfahig sind (Sonoda et al., 2003). In Drosophila melanogaster konkurrieren
TLS-Polymerasen bei der Initiierung der HR-Synthese direkt mit replikativen Polymerasen.
Hierbei ist HR in POL(-defizienten Fliegen starker gemindert als bei POLy-defizienten
Individuen (Kane et al., 2012). Die Gesamtheit dieser Ergebnisse zeigt, dass mehrere
TLS-Polymerasen in verschiedenen Organismen unterschiedlich stark an der HR betei-
ligt sind.

Ein weiterer interessanter Aspekt ist die Praferenz fir bestimmte TLS-Polymerasen an
verschiedenen DNA-Schaden. Untersuchungen in Bezug auf TLS-Beteiligung an der Re-
paratur von Intrastrang-Crosslinks und Interstrang-Crosslinks in HeLa-Zellen zeigten, dass
REV1 und POL( unabhangig von der Monoubiquitinierung von PCNA und POL#n an der
Reparatur von Interstrang-Crosslinks beteiligt sind, wahrend sowohl RAD18 und POLp,
als auch POL¢ und REV1 flr die Reparatur von Cisplatin-induzierten Intrastrang-Cross-
links nétig sind (Hicks et al., 2010).

Da in der vorliegenden Arbeit der Fokus auf die Funktion der Translasionspoylmerase
POL( gelegt wurde, wird deren Aufbau und Funktion im n&chsten Abschnitt naher be-
schrieben.
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1.2.1 Die Translasionspolymerase POL(

POL¢ war bis 2012 als ein in Eukaryoten heterodimeres Protein aus den Untereinhei-
ten REV7 und REV3 bekannt, wobei REV3 die katalytische Untereinheit des Proteins
darstellt. REV7 stabilisiert und verstarkt die Polymeraseaktivitdt von REV3 um ein 20 -
30-faches, weswegen es als Prozessivitatsfaktor von POL( gesehen wird (Nelson et al.,
1996). Jedoch konnte gezeigt werden, dass POL( in Saccharomyces ein aus vier Unter-
einheiten bestehendes Enzym ist, das auBBer REV3 und REV7 noch die Untereinheiten
POL31 und POL32 tragt, wobei REV3 durch ein Eisen-Schwefel-Cluster an seinem C-
Terminus an POL31/POL32 bindet. Wird diese Bindeféhigkeit durch Mutation in REV3
inaktiviert, kann POL( ihre Funktion in der TLS nicht mehr ausfihren. POL31 und POL32
sind eigentlich akzessorische Untereinheiten der replikativen B-Polymerase POLJ, wel-
che zudem noch aus der katalytischen Untereinheit POL3 besteht (Johnson et al., 2012).
Auch im Menschen wurde ein Komplex aus REV3, REV7, POLD2 und POLD3 beschrie-
ben, wobei POLD2 und POLDS3 Orthologe der Proteine POL31 und POL32 aus Saccharo-
myces darstellen und auch im Menschen Untereinheiten der replikativen POL6 sind. Ein
Eisen-Schwefel-Cluster am C-Terminus von REVS3 fungiert auch hier als Bindestelle fir
POLD2, an welches wiederum POLD3 bindet. Die POLD3 Untereinheit interagiert mit PC-
NA, wodurch die Prozessivitat des Komplexes gesteigert werden kdénnte. Tatsachlich ist
der REV3-REV7-POLD2-POLD3-Komplex viel effizienter und prozessiver in der Replika-
tion Uber Cisplatin-induzierte Crosslinks als der REV3-REV7-Komplex (Lee et al., 2014).
Ein neues Modell des Polymerase Switches in Saccharomyces schlagt vor, dass POL31
und POL32 bei dem Auftreffen der Replikationsgabel auf eine DNA-Lasion an PCNA ver-
bleiben und nur POL3 durch den REV3/REV7-Komplex ausgetauscht wird (Siebler et al.,
2014). Durch die Entdeckung der beiden zusatzlichen Untereinheiten von POL( wird flr
sie eine Vielzahl an potenzieller Bindungspartnern und eine Teilnahme an vielen verschie-
denen biologischen Prozessen postuliert. In anderen Organismen ist bislang nichts tber
ahnliche Komplexe bekannt.

REV3 gehért der B-Familie der Polymerasen an, zu welcher auch alle replikativen DNA-
Polymerasen der Eukaryoten gehdren. Das Protein tragt drei zwischen Eukaryoten stark
konservierte Regionen: Die N-terminale Region, die REV7-Bindedoméne, zwei Zinkfin-
germotive sowie die Polymerasedomane (Abbildung 1.5). Durch Sequenzvergleiche der
Polymerasedoméanen von verschiedenen B-Polymerasen konnten sechs Regionen (I - VI)
mit hoher ldentitat identifiziert werden, wobei Region | am héchsten und Region VI am
geringsten konserviert ist. Die Anordnung dieser Regionen ist dabei IV-1I-VI-11I-I-V und die
Lénge ihrer Abstande ist variabel (Wong et al., 1988). Innerhalb der Regionen I, Il und ll|
liegen die Motive A (Region Il), B (Region Ill) und C (Region I). Die Handfla&chen-Doméane
umfasst die beiden Motive A und C, wahrend die Fingerdomane Motiv B zugeschrieben
wird. Motiv A und C kommen in allen bekannten RNA- und DNA-Polymerasen vor und
tragen jeweils einen katalytisch essenziellen Asparaginsaure-Rest zur Vermittlung der
Metallionenbindung. Die Rolle von Motiv A ist zudem die Interaktion mit dem eintreffen-
den dNTP und dessen Koordination mit den zwei gebundenen divalenten Metallionen
(Dong et al., 1993, Shinkai et al., 2001). Bei A-Polymerasen lautet die Konsensusse-
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quenz von Motiv A ,DYSQIELR" und in der B-Familie ,DxxxLYPS*. Die zwischen vielen
prokaryotischen, eukaryotischen und viralen Polymerasen invariante Sequenz in Motiv C
lautet ,YGDTDS®, wobei durch Mutagenesestudien in Herpes simplex- und Adenoviren
gezeigt wurde, dass nahezu alle Mutationen in dieser Sequenz drastische Auswirkungen
auf die Polymeraseaktivitat des Proteins haben (Dorsky und Crumpacker, 1990, Joung
etal., 1991). Motiv B, welches ein invariantes Lysin tragt, konnte in allen bekannten DNA-
Polymerasen nachgewiesen werden.

REV7 B-POL ZNF ZNF
HsSREV3 H- | v i vemir Vv w
1 3130

Abbildung 1.5: Domanenstruktur des menschlichen REV3-Proteins. Abgebildet ist eine schemati-
sche Darstellung der Domanenstruktur von HsREV3. Die Polymerasedoméne (B-POL) enthalt die klassi-
schen sechs konservierten Regionen (I - VI). C-terminal der Polymerasedoméane liegen zwei Zinkfinger-
Motive (ZNF). Zusétzlich befinden sich noch eine konservierte N-terminale Region (N-T) sowie eine REV7-
Bindedoméne (REV7) innerhalb des Proteins.

Wahrend REV3 in S. cerevisiae nicht essenziell ist, verursacht REV3-Defizienz in Mausen
Embryoletalitdt (Bemark et al., 2000, Esposito et al., 2000). Dies ist bei keiner anderen
bisher untersuchten TLS-Polymerase der Fall. POL( ist im Vergleich zu anderen TLS-
Polymerasen relativ effizient in der Extension nach fehlgepaarten Primerenden und ka-
talysiert die potenziell mutagene Replikation Uber eine groBe Anzahl von DNA-L&sionen
(Prakash et al., 2005). POL(-defiziente Vertebratenzellen sind sensitiv gegentiber Cis-
platin und MMC, was durch die Endonuklease-gekoppelte Reparatur von Interstrang-
Crosslinks durch POL¢ und REV1 zu erklaren ist (Sharma und Canman, 2012).

In A. thaliana konnten Homologe zu mehreren TLS-Polymerasen, unter anderem POL(
identifiziert werden. Atrev3-Mutanten sind hypersensitiv gegentiber UV-B, Gammastrah-
lung, Cisplatin, MMS und MMC. Das 1890 AS lange Genprodukt verfliigt Gber die kon-
servierte N-terminale Region und die Polymerase- sowie Zinkfingerdoménen (Sakamoto
et al., 2003). Atrev7 ist im Vergleich zu Atrev3 nur schwach sensitiv gegentber akuter
UV-B und Gammastrahlung (Takahashi ef al., 2005). 2011 konnte gezeigt werden, dass
AtRADS5a und AtREVS3, wie in Hefe in zwei alternativen Wegen der DDT von Arabidopsis
fungieren. Atrad5a Atrev3 Doppelmutanten zeigten dabei im Vergleich zu den Einzelmu-
tanten einen synergistischen Effekt gegentiber dem Replikationsblockaden verursachen-
den Agens MMS. Im Bezug auf die Sensitivitat gegentber den Crosslink verursachenden
Agenzien Cisplatin und MMC zeigten die Doppelmutanten einen additiven Effekt (Wang
etal., 2011).

1.3 Helikasen und Annealing Helikasen

Entwindung von DNA und RNA-Strangen geschieht haufig wahrend zahlreichen zellula-
ren Prozessen wie DNA-Replikation, -Reparatur und -Transkription, Ribosomensynthese,
RNA-Reifung und -SpleiBung. Verantwortlich fir diese Vorgange sind Helikasen, welche
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die dafiir bendtigte Energie aus der Hydrolyse von Nukleosidtriphosphaten (NTPs, meist
ATP) beziehen. lhre dabei vollzogene Translokation am Nukleinsdurestrang erfolgt mit
direktionaler Spezifitat, also in 5’-3’- oder 3’ - 5’-Orientierung. Urspringlich wurden Heli-
kasen als Nukleinsdure entwindende Proteine mit sieben konservierten klassischen He-
likasemotiven I, la, Il, lll, 1V, V und VI beschrieben (Gorbalenya et al., 1988). Proteine,
die diese Motive tragen, wurden anhand ihrer Domanenstruktur spater in sechs Helikase
Superfamilien eingeteilt, wobei nicht immer alle der sieben Motive vorhanden sein mis-
sen. Innerhalb dieser Superfamilien haben allerdings nur einige der Proteine DNA entwin-
dende Aktivitat, da die Helikasemotive ein Charakteristikum aller Nukleinsaure abhangi-
gen NTPasen ist, wovon nur eine Teilmenge Helikasen sind (Ubersicht: Fairman-Williams
et al., 2010). So gehdéren beispielsweise auch Translokasen ohne DNA entwindende Ak-
tivitét in diese Familien, welche die Energie aus NTP nutzen, um sich direktional entlang
der DNA zu bewegen. Dadurch kénnen beispielsweise gré3ere Proteinkomplexe entlang
der DNA transportiert werden. Ebenso sind auch Helikasen ohne Translokaseaktivitat
bekannt (Yang et al., 2007).

Von den sieben klassischen Helikasemotiven sind nur zwei in allen Superfamilien exis-
tent: die Motive | und Il. Bei Motiv | handelt es sich um das sogenannte Walker A Motiv,
welches fur die Koordination des «-Phosphates wahrend der ATP-Hydrolyse verantwort-
lich ist. Motiv Il wird auch Walker B Motiv genannt und ist weniger stark konserviert als
das Walker A Motiv. Es koordiniert die Bindung des essenziellen Cofaktors Mg?* und
aktiviert das zur Hydrolyse von ATP notwendige Wassermolekiil. Die Anzahl der anderen
Helikasemotive variiert zwischen den Superfamilien, zudem kdénnen zu den klassischen
Helikasemotiven auch zusatzliche weitere Motive hinzukommen, um die Aktivitat des Pro-
teins zu definieren. Als weitere Funktion der klassischen Helikasemotive ist beispielswei-
se bei den Motiven la und IV in SF1 und SF2 die Bindung an Nukleinsauren zu nennen
(Ubersicht: Caruthers und McKay, 2002).

Die Superfamilien der Helikasen und Translokasen lassen sich in zwei gréBere (SF1 und
SF2) und vier kleinere Superfamilien (SF3 - SF6) unterteilen, wobei SF2 die gréBte al-
ler Superfamilien ist. Die Mitglieder der SF1 und SF2 sind nah miteinander verwandt
und teilen sich einen katalytische Dom&nen mit groBer struktureller Ahnlichkeit, wobei
das Level der strukturellen Konservierung innerhalb einer Superfamilie am hdchsten ist
(Singleton et al., 2007). Der Helikasekern besteht aus zwei dhnlichen Doménen, welche
eine ahnliche Faltung wie das Rekombinationsprotein RECA aus E. coli aufweisen. In-
nerhalb dieser zwei Doméanen liegen die sieben klassischen Helikasemotive. Trotz ihrer
groBen Ahnlichkeit erfiillen die verschiedenen Proteine innerhalb dieser Superfamilien
ein breites Spektrum an unterschiedlichen Funktionen an unterschiedlichen Substraten
(Jankowsky und Fairman, 2007). Mitglieder der SF1 und SF2 arbeiten meist als Mono-
beziehungsweise Dimere. Die anderen Superfamilien formen hexamere oder doppelt he-
xamere Ringe, welche aus 6 (oder 12) individuellen RecA-&hnlichen Doménen gebildet
werden (Ubersicht: Patel und Picha, 2000, Singleton et al., 2007). Viele dieser hexame-
ren Helikasen sind an der Entwindung der DNA an der Replikationsgabel beteiligt. Das
ringférmige UmschlieBBen der Nukleinsaure erhéht hierbei die Prozessivitat der Proteine.
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Zum Laden der Proteine auf das Template wird jedoch haufig ein ATP-abhangiger Faktor
bendtigt.

Nukleinsaure-Annealing-Aktivitdt wurde zuerst bei RNA-Helikasen festgestellt (Valdez
et al.,, 1997), konnte aber inzwischen auch einigen DNA-Helikasen zugeschrieben wer-
den. So verflgt beispielsweise die RecQ-Helikase BLM neben ihrer Entwindungsaktivi-
tat Gber eine Mg?* unabhangige Annealing-Aktivitat, welche durch Einzelstrangbinde-
proteine sowie ATP inhibiert wird (Cheok et al., 2005). Die Bezeichnung Annealing He-
likase wurde gewahlt, als im Jahr 2008 bei der menschlichen SMARCAL1 (SWI/SNF2-
Related, Matrix-Associated, Actin-Dependent Regulator of Chromatin, Subfamily A-Like
1), auch HARP (HepA-Related Protein) genannten Helikase keinerlei Entwindungsakii-
vitat, sondern ATP-abhangige Annealing-Aktivitat festgestellt wurde (Yusufzai und Kado-
naga, 2008). Zwei Jahre spater wurde die zweite Annealing Helikase, AH2 (Annealing
Helikase 2), entdeckt (Yusufzai und Kadonaga, 2010).

HARP und AH2 sind Verwandte der Sucrose Nonfermenting 2 (SNF2)-Familie von ATP-
abhéngigen molekularen Motorproteinen. Dies ist eine Untergruppe der SF2 der Helika-
sen, deren Mitglieder eine Ahnlichkeit zu dem namensgebenden Protein SNF2 aus S.
cerevisiae aufweisen. Zu der SNF2-Familie gehért eine gro3e Gruppe von ATP-hydroli-
sierenden Proteinen, welche in Eukaryoten zahlreich vertreten sind, aber auch in Eubak-
terien und Archaea vorkommen. Bisher konnten Uber 1300 Mitglieder katalogisiert wer-
den, die in 24 Unterfamilien unterteilt wurden (Flaus et al., 2006). Viele der ersten identi-
fizierten SNF2 Mitglieder waren ATPasen innerhalb von Chromatin Remodeling Komple-
xen (Becker und Hérz, 2002). In Arabidopsis sind 41 Proteine der SNF2-Familie bekannt,
wobei zwei dieser Proteine sich aufgrund einer vorhandenen Harp-Doméne in die SMAR-
CAL1 Unterfamilie einteilen lassen: At1g48310 und At5g07810 (Knizewski et al., 2008,
Flaus et al., 2006). At1g48310 ist auch unter dem Namen CHR18 bekannt und wird als
Homolog von HsHARP gesehen. At5g07810 weist hingegen strukturelle Ahnlichkeiten zu
HsAH2 auf. Die Funktionen dieser Proteine in Arabidopsis sind bisher unbekannt und Be-
standteil der vorliegenden Arbeit, weswegen in den néchsten Unterkapiteln detaillierter
auf HsHARP und HsAH2 eingegangen wird.

1.3.1 Die Annealing Helikase HARP

HsHARRP ist ein Multidomanenprotein (Abbildung 1.6). Die C-terminale ATPase-Doméne
ist, wie bei SF1 und SF2 Proteinen Ublich, durch eine 115 AS lange Linkersequenz in zwei
Regionen unterteilt. N-Terminal liegen eine hoch konservierte RPA-Bindedoméane sowie
zwei Harp-Domanen, welche die Annealing-Aktivitat des Proteins vermitteln (s.u.). Die-
se sind 55 AS lang und ebenfalls durch 40 AS voneinander getrennt. Weitere 47 AS von
der C-terminalen Harp-Doméne liegt die ATPase-Doméane. Mutationen beim menschli-
chen HARP flihren zu der seltenen, autosomal-rezessiv vererbten, pleiotropen Krankheit
Schimke-immunoosséare Dysplasie (SIOD) (Boerkoel et al., 2002). Es handelt sich da-
bei um eine Multisystemerkrankung, welche unter anderem mit disproportioniertem Klein-
wuchs, faszialen Dysmorphien, T-Zell-Immunodefizienz und Nierenbeschwerden verbun-
den wird (Spranger et al., 1991). Bis heute wurden in der Literatur circa 50 Krankheitsfalle
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weltweit beschrieben. HARP-defiziente Zellen zeigen ein vermehrtes Auftreten kollabier-
ter Replikationsgabeln, S-Phase Zellzyklusarrest, Hypersensitivitat gegentiber genotoxi-
schen Agenzien und chromosomale Instabilitat.

RBM SNF2
HsHARP HP | |HP a1 v v v
1 954
PIPB NZF APIM
HsAH2 [ - T | | | B A VAR VAR V) ﬂ H HPL| HNH ﬂl
1 1077

Abbildung 1.6: Doméanenstruktur der menschlichen Annealing Helikasen HARP und AH2. Abgebildet
ist eine schematische Darstellung der Doménenstrukturen von HsHARP und HsAH2. Beide Helikasen tragen
die SNF2 Helikase-/ATPasedomane, welche die sieben klassischen Helikasemotive umfasst und aufgrund
der Ubersichtlichkeit in der Abbildung nicht in zwei Regionen unterteilt wurde. HsHARP besitzt zudem eine
N-terminale RPA-Bindedoméane (RBM) und zwei Harp-Doméanen (HP). HsAH2 tragt statt der doppelten Harp-
Doméne eine dazu strukturell &hnliche Domé&ne (HPL), zwei zur Interaktion mit PCNA wichtige Doménen
(PIPB und APIM), ein Zinkfingermotiv (NZF) und ein HNH-Motiv.

HARP bindet Uber seine RPA-Bindedoméne stabil an RPA, um komplementare DNA-
Einzelstrange zu verknlpfen. RPA ist ein heterotrimeres ssDNA-Bindeprotein, welches in
Eukaryoten flir eine Vielzahl von zellularen Prozessen, wie DNA-Replikation, -Rekombi-
nation und -Reparatur bendtigt wird, wahrend denen es ssDNA-Intermediate stabilisiert
(Kapitel 1.1.3). Die RPA-Domane ist nicht essentiell fir die Annealing-Aktivitat von HARP,
jedoch fur dessen Rekrutierung an DNA-Schéaden. Dies wurde anhand von laserinduzier-
ten DNA-Schaden gezeigt, welche hauptsachlich DSBs darstellen (Yusufzai et al., 2009).
Zudem konnte gezeigt werden, dass RPA an der Rekrutierung von HARP an gestresste
oder angehaltene Replikationsgabeln beteiligt ist und HARP bei dem Erhalt der Stabilitat
von Replikationsgabeln benétigt wird (Yuan et al., 2009). Wie viele an der Antwort auf
Replikationsstress (Kapitel 1.1.4) beteiligte Proteine, wird HARP dabei durch die Protein-
kinase ATR (Kapitel 1.1.6) phosphoryliert (Couch et al., 2013). Der Verlust von HARP in
menschlichen Zelllinien fihrt auBerdem zu einer Hypersensitivitdt gegentber den DNA
schadigenden Agenzien CPT, MMC und IR (Ciccia et al., 2009).

Durch Analysen von Deletionsmutanten konnte gezeigt werden, dass die beiden Harp-
Doménen die Annealing-Aktivitdt von HARP durch direkte Interaktion mit der DNA ver-
mitteln. In weiteren Studien wurden die beiden Harp-Doméanen an die SNF2 Helikasedo-
méne eines weiteren Vertreters der SNF2-Unterfamilie fusioniert, der keinerlei Annealing-
Aktivitat besitzt. Dieses chimare Protein zeigte eine mit HARP vergleichbare Annealing-
Aktivitat (Ghosal et al., 2011). Neben der stabilisierenden Funktion an angehaltenen Re-
plikationsgabeln kann HARP auch Branch Migration Reaktionen von HJs und Regres-
sionen von Replikationsgabeln beglnstigen. In Abwesenheit von HARP werden ange-
haltene Replikationsgabeln, vermutlich als Alternativweg zur Reparatur der Gabel, durch
die Endonuklease MUS81-EME1 geschnitten (Bétous et al., 2012). Mithilfe von Punkt-
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mutationen innerhalb stark konservierter Aminosauren und Deletionsmutanten der Harp-
Domaéanen wurde gezeigt, dass nur die zweite Harp-Domane essentiell fiir DNA-Bindung
und Annealing-Aktivitat ist. Die erste Harp-Doméane leistet hingegen nur einen geringen
Beitrag zur DNA-Bindung und ATPase-Aktivitdten von HARP und ist entbehrlich fir sei-
ne Annealing, Branch Migration und Gabel-Regression Funktionen (Bétous et al., 2012).
Es wird vermutet, dass die erste Harp-Domaéne eine Rolle in der Substraterkennung und
-spezifitdt des Proteins einnimmt (Mason et al., 2014). HARP wurde im Menschen ent-
deckt und ist evolutiondr auch bei Invertebraten konserviert, inbegriffen C. elegans und D.
melanogaster. In Hefe konnten keine Orthologe identifiziert werden. Nur HARP Proteine
in Vertebraten besitzen zwei Harp-Domanen, wahrend Invertebraten nur eine einzelne
Harp-Domane tragen.

HARP ist demnach an der Stabilisierung von angehaltenen oder blockierten Replikations-
gabeln beteiligt. Es ist eines der ATP-abh&ngigen Motorproteine, welche die Regression
der Replikationsgabel katalysieren kdnnen und teilt sich diese Aufgaben vermutlich unter
anderem mit BLM, WRN, FANCM und AH2.

1.3.2 Die Annealing Helikase AH2

Aufgrund der Ahnlichkeiten zwischen der SNF2 ATPase-Regionen von HARP und dem
bis dahin uncharakterisierten Protein ZRANB3 (Zinc Finger, RAN-Binding Domain Con-
taining 3), wurde dieses von Yusufzai und Kadonga (Yusufzai und Kadonaga, 2010) bio-
chemisch untersucht. Da in biochemischen Analysen eine Annealing Helikase-Aktivitat,
jedoch keine Helikase-Aktivitat fir ZRANBS3 nachgewiesen werden konnte, wurde es AH2
(Annealing Helikase 2) benannt.

HsAH2 besitzt statt der doppelten Harp-Doméne eine HARP-Like Domain (HPL), wel-
che die Annealing-Aktivitdt des Proteins vermittelt (Yuan et al., 2012). Abgesehen von
der HPL und der SNF2 Helikasedoméane besitzen AH2 und HARP keine strukturellen
Ubereinstimmungen (siehe Abbildung 1.6). So fehlt AH2 im Vergleich zu HARP eine RPA-
Bindedoméane und es interagiert nicht direkt mit RPA. Im Gegensatz zu HARP besitzt
AH2 ein NHN-Motiv, welches gewohnlicherweise in Bakterien und Pilzen gefunden wird
und héaufig mit einer Nuklease-Aktivitat assoziiert ist. So tragen beispielsweise Homing
Endonukleasen und Restriktionsendonukleasen ein HNH-Motiv. Homing Endonukleasen
sind meist in offenen Leserahmen innerhalb von selbstspleiBenden Introns oder Inteinen
codiert. Sie gehdren zu den sogenannten eigennitzigen DNA-Elementen und kdénnen
sequenzspezifisch DSBs in Allelen induzieren, in denen ihre codierende Sequenz nicht
vorkommt. Durch die Reparatur Gber HR kann diese Sequenz dann in das Allel eingefligt
werden (Stoddard, 2005). In Vertebraten ist AH2 das einzige bisher bekannte Protein
mit HNH-Motiv. Aufgereinigtes AH2 zeigt zwar keine Nuklease-Aktivitét, eine latente Nu-
kleaseaktitvitat unter bestimmten Bedingungen kann jedoch nicht ausgeschlossen wer-
den. Zudem tragt AH2 ein Zinkfinger-Motiv zwischen den Helikasedoméanen und dem
NHN-Motiv. Strukturelle und funktionale Unterschiede zwischen HARP und AH2 weisen
auf unterschiedliche Funktionen in der Zelle hin (Yusufzai und Kadonaga, 2010). 2012
konnte gezeigt werden, dass AH2 (ber Polyubiquitinierung von PCNA an DNA-Schaden
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geleitet wird und Uber zwei PCNA Interaktionsmotive verflgt. Hierbei handelt es sich
um eine PCNA-Interacting Protein Box (PIPB), welche zwischen den Helikasedoménen
und der HPL lokalisiert ist, sowie ein AIkB Homolog 2 PCNA Interaction Motif (APIM)
am C-terminalen Ende des Proteins. Das Zinkfinger-Motiv bindet praferenziell an K63-
gebundene Polyubiquitinketten und ist flr eine effiziente Verbindung von AH2 und PCNA
nach DNA-Schaden benétigt. Menschliche AH2-defiziente Zelllinien reagieren hypersen-
sitiv auf die DNA-schadigenden Agenzien Camptothecin, Hydroxyurea und Cisplatin. Zel-
len mit verminderter Expression von AH2 und HARP zeigen zudem eine additive Sen-
sitivitdt gegenliber Camptothecin, was auf eine voneinander unabhéangige Reaktion auf
Camptothecin induzierte Schaden hinweist. Au3erdem ist AH2 in der Lage, frihe D-loop
Intermediate aufzulésen und Schwesterchromatidaustausch nach Replikationsstress zu
unterbinden (Ciccia et al., 2012a).

1.4 Zielsetzung der Arbeit

Seit der Entdeckung der Annealing Helikasen HARP und AH2 konnten den menschli-
chen Proteinen bereits eine Funktion an einer Vielzahl von zellularen Prozessen wie
DNA-Reparatur und -Replikation nachgewiesen werden. Mutationen in HsHARP fihren
zu der seltenen vererbbaren Multisystemerkrankung Schimke-immunoossére Dysplasie,
welche unter anderem mit Kleinwuchs, Nierenbeschwerden und T-Zell-Immunodefizienz
in Verbindung gebracht wird. In Arabidopsis wurden bislang keine Untersuchungen zu
putativen Homologen der menschlichen Annealing Helikasen durchgefihrt.

Auch fir die Translasionspolymerase POL( sind Funktionen in DNA-Replikation und -Re-
paratur in verschiedenen Organismen bekannt. Mutationen in ihrer katalytischen Unterein-
heit, REVS3, fihren in Vertebratenzellen zu Hypersensitivitdten gegeniber Cisplatin und
MMC und verursachen in Mausen Embryoletalitdt. REV3-Mutanten in Arabidopsis zei-
gen unter Standardbedingungen keine phanotypischen Auffalligkeiten, reagieren jedoch
hypersensitiv gegeniber einer Reihe genotoxischer Agenzien.

Im Rahmen dieser Arbeit sollten funktionelle Analysen putativer Homologe der mensch-
lichen Annealing Helikasen HARP und AH2 sowie der TLS-Polymerase REV3 durchge-
fohrt werden. Dies sollte bezlglich der Annealing Helikasen zun&chst durch strukturelle
Untersuchungen putativer Homologe geschehen. AnschlielBend sollten T-DNA-Insertions-
mutanten dieser strukturellen Homologe hinsichtlich ihrer Sensitivitdten gegeniber ver-
schiedenen Genotoxinen untersucht werden. Mithilfe verschiedener Rekombinations-Re-
porterlinien sollte ferner die HR-Rate in den charakterisierten HARP-Insertionslinien ana-
lysiert werden.

Um die Funktionsweise von REV3 bei der Reaktion auf DNA-Schaden besser zu verste-
hen, sollten nach der Einflhrung von Punktmutationen an der Position hoch konservier-
ter Aminosauren des Proteins Sensitivitatstests durchgefiihrt werden. Weiterhin sollte
anhand von Doppelmutantenanalysen mit Proteinen bereits bekannter Funktion in der
DNA-Reparatur eine Einordnung von REV3 in die verschieden Reaktionswege auf DNA-
Schaden geschehen.



2 Material und Methoden

2.1 Material
2.1.1 Organismen

Pflanzen

Die Versuche dieser Arbeit wurden mit gentechnisch verdnderten Arabidopsis-Linien des
Okotypes Columbia (Col-0) durchgefiihrt. Die genutzten T-DNA Insertionsmutanten wur-
den Uber NASC (Nottingham Arabidopsis Stock Centre, http://arabidopsis.info/) bezogen
und stammen aus der SALK- (Alonso et al., 2003) bzw. GABI-Kat-Kollektion (Rosso et al.,
2003). In Tabelle 2.1 sind die verwendeten transgenen Pflanzenlinien der SALK- sowie
GABI-Kat-Kollektion aufgefihrt. Durch Kreuzungen (Kapitel 2.2.15) wurden verschiede-
ne T-DNA-Insertionsmutanten zu Doppelmutanten kombiniert. Fir Komplementationsstu-
dien wurden in die Insertionsmutante rev3-2, sowie als Kontrolle in den Wildtyp, Kom-
plementationskonstrukte eingebracht, welche in Kapitel (3.2.2) eingehend beschrieben
sind.

Tabelle 2.1: Verwendete T-DNA Insertionsmutanten. Aufgefiihrt sind die in der vorliegenden Arbeit verwen-
deten T-DNA Einzelmutanten. Bei diesen handelt es sich um T-DNA-Insertionsmutanten der SALK- (Alonso
et al., 2003) oder GABI-Kat-Kollektion (Rosso et al., 2003). In der Spalte ,,Charakterisierung” ist die Quelle
der ersten grundlegenden Charakterisierung der jeweiligen Mutante aufgeflhrt.

Genname Locus Mutanten- Insertionslinie  Charakterisierung
bezeichnung

REV3 At1g6750 rev3-2 SALK 029237 Sakamoto et al., 2003
rev3-3 SALK 067237 Sakamoto et al., 2003
rev3-5 SALK 126789 diese Arbeit

HARP AT19g48310 harp-2 GABI_170B02 diese Arbeit
harp-4 GABI_771D06 diese Arbeit

AHZ2 At5g07810 ah2-3 SALK 006334 diese Arbeit
ah2-4 SALK 137595 diese Arbeit

RECQ4A At1g10930 recq4a-4 GABI_203C07 Hartung et al., 2007
MuUs81 At4g30870 mus81-1 GABI_113F11 Hartung et al., 2006
ATR At5g40820 atr-2 SALK_032841 Culligan et al., 2004
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Bakterien

Fir die Vermehrung der transformierten Plasmide wurde der Escherichia coli Stamm
NEB5a (New England Biolabs, NEB; Katalog-Nr. C2989K) genutzt. Fir die Transforma-
tion von Arabidopsis wurde Agrobacterium tumefaciens, GV3101::pMP90 (Koncz et al.,
1984) verwendet.

2.1.2 Plasmide

Alle in dieser Arbeit hergestellten und verwendeten Plasmide sind in Tabelle 2.2 aufge-
fihrt und im nachsten Abschnitt ndher beschrieben.

Tabelle 2.2: Plasmide. Aufgeflihrt sind die wahrend dieser Arbeit hergestellten und verwendeten Plasmi-
de fiir Komplementationsstudien. Als Ausgangsvektor flir diese Plasmide diente stets der bindre Vektor
pPZP221 (Hajdukiewicz et al., 1994), in dessen Multiple cloning site verschiedene Konstrukte eingefuigt
wurden. PM, Punktmutation.

Plasmid Resistenz Resistenz Einkloniertes Konstrukt
(Bakterium) (Pflanze)

pSK-26 Spectinomycin  Gentamycin Wildtyp-Konstrukt REV3
pSK-27 Spectinomycin  Gentamycin PM-Konstrukt REV3 (Motiv C; D1549A)
pSK-28 Spectinomycin  Gentamycin PM-Konstrukt REV3 (Motiv A; D1385A)

Als Ursprungsvektor fir alle klonierten Vektoren wurde der bindre Vektor pPZP221 (Haj-
dukiewicz et al., 1994) genutzt. Dieser enthalt ein zur Selektion von transformierten E. coli
benétigtes Spectinomycin/Streptomycin-Resistenzgen (aadA) sowie eine Multiple cloning
site (MCS). Die MCS wird von zur Agrobakterium-vermittelten Transformation von Arabi-
dopsis benbtigten Sequenzen Left Border (LB) und Right Border (RB) flankiert. LB und
RB grenzen die T-DNA ab, welche in die Pflanze Ubertragen wird.

Nach Linearisierung des Ursprungsvektors mit den Resktriktionsendonukleasen Sacl und
Xmal wurde mittels In-Fusion-Klonierung (Kapitel 2.2.7) ein Wildtyp-Konstrukt aus cDNA
und gDNA unter Kontrolle des natirlichen Promotors und Terminators des Gens einge-
fgt. Hierdurch entstand das Plasmid pSK-26. Fir die Herstellung der Punktmutationen
tragenden Konstrukte bezlglich REV3 wurde das komplette Wildtyp-Konstrukt tragende
Plasmid pSK-26 mittels Mutageneseprimern amplifiziert (Kapitel 2.2.4). Die hierdurch ent-
standenen Plasmide wurden pSK-27 sowie pSK-28 benannt. Eine detaillierte Ubersicht
der hergestellten Konstrukte befindet sich in Kapitel 3.2.2.

2.1.3 Enzyme
Polymerasen
Fur PCR-basierte Genotypisierungen (Kapitel 2.2.4) wurden folgende Tag-Polymerasen
verwendet:
» DreamTaqg DNA Polymerase (ThermoScientific/Fermentas, St. Leon-Rot)

» Taqg DNA Polymerase mit einer Amplifikationsgeschwindigkeit von ca. 1 kb/min (Her-
stellung am eigenen Lehrstuhl), 10 x Amplifikationspuffer: 160 mM Ammoniumsulfat,
670 mM Tris, 25 mM MgCls, 0,1 % Tween 20, pH 8,8 mit HCI)
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Fur Klonierungen (Kapitel 2.2.4) wurde eine Polymerase mit 5’-3’ Exonuklease-Funktion
(Proofreading) eingesetzt:

 Phusion High-Fidelity DNA Polymerase (Finnzymes, Espoo, Finnland)

Restriktionsendonukleasen

Die Restriktionsendonukleasen Sacl und Xmal wurden flr die Linearisierung des Ur-
sprungsvektors pPZP221 verwendet (Kapitel 2.2.7). Zum Verdauen von methylierten (A™)
Ursprungsvektoren bei der ortsgerichteten Mutagenese von Plasmiden (Kapitel 2.2.4)
fand die Restriktionsendonuklease Dpnl Verwendung. Alle Restriktionsendonukleasen
wurden von der Firma NEB bezogen und nach Herstellerangaben mit den mitgelieferten
Puffern verwendet.

- Dpnl (5-GAMATC-3))
- Sacl (5-GAGCT*C-3))
- Xmal (5-C*"CCGGG-3)

2.1.4 Chemikalien

Alle in dieser Arbeit verwendeten Standardchemikalien wurden von ortsliblichen Herstel-
lern in p.a. Qualitdt bezogen und sind hier nicht aufgefiihrt.

Sonderchemikalien:

 Acetosyringon (Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz)

» Agarose SeaKem LE (Lonza, Basel, Schweiz)

» Benzylaminopurin (BAP; Duchefa Biochemie B. V., Haarlem, Niederlande)
» Beef-Extrakt (GERBU Biotechnik GmbH, Gaiberg)

« DNA-Marker GeneRuler”™ 1kb DNA-Leiter (Thermo Scientific/Fermentas Life Scien-
ces GmbH, St. Leon-Rot)

» dNTP Set (ThermoScientific/Fermentas, St. Leon-Rot)
» Hefe-Extrakt (Duchefa Biochemie B. V., Haarlem, Niederlande)
* Micro-Agar (Duchefa Biochemie B. V., Haarlem, Niederlande)

» Murashige & Skoog Medium mit Vitaminen und MES-Puffer (MS-Medium; Duchefa
Biochemie B. V., Haarlem, Niederlande)

 Natriumhypochlorit 12 % (Carl Roth, Karlsruhe)
» Pepton (Duchefa Biochemie B. V., Haarlem, Niederlande)

» Plant Agar (Duchefa Biochemie B. V., Haarlem, Niederlande)
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» Silwet L-77 (Lehle Seeds, Round Rock, Texas, USA)

+ Silwet Gold (Hermann Meyer KG, Rellingen)

+ Trypton (Duchefa Biochemie B. V., Haarlem, Niederlande)

» Tween 20 (SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg)

* 5-Brom-4-chlor-3-indolyl-3-D-glucuronid, Cyclohexylammoniumsalz (X-GIcA; Duche-
fa Biochemie B. V., Haarlem, Niederlande)

2.1.5 Genotoxine

» Bleomycinsulfat (Duchefa Biochemie B. V., Haarlem, Niederlande)

» cis-Diamin-dichlorid-platin (Il) (Cisplatin) (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen)

» Hydroxyharnstoff (Hydroxyurea, HU) (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen)

» Methylmethansulfonat (MMS) (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Mlnchen)
» Mitomycin C (MMC) (Duchefa Biochemie B. V., Haarlem, Niederlande)
+ Raltitrexed (RTX) (AK Scientific, Inc., Union City, Kalifornien, USA)

2.1.6 Medien

Alle Kulturmedien wurden nach der Herstellung durch Autoklavieren sterilisiert. Zugabe
von Antibiotika (Tabelle 2.3) zur Selektion erfolgte nach dem Autoklavieren und Abkiih-
len des Mediums auf circa 50 °C. Konzentrationen zugegebener Genotoxine fir Sensi-
tivitatstests und Rekombinationstests sind den jeweiligen Kapiteln 2.2.16 und 2.2.18 zu
entnehmen. Das zur Transformation von Arabidopsis benétigte Infiltrationsmedium wurde
fur jede Transformation frisch hergestellt und daher nicht autoklaviert.

Kulturmedium fiir A. thaliana

Kulturmedium fiir E. coli

Kulturmedium fiir A. tumefaciens

GM-Medium

Saccharose

MS-Medium

Plant-Agar (flir Festmedien)
pH 5,7 mit KOH

LB-Medium

Trypton

Hefe-Extrakt

NaCl

Plant-Agar (fir Festmedien)
pH 7,0 mit NaOH

YEB-Medium

Beef-Extrakt

Hefe-Extrakt

Pepton

Saccharose

MgSO,

Plant-Agar (fir Festmedien)

109/l
4949/l
8¢/

10¢/l
59/l
10¢/l
17,59/l

5q/l
19/l
59/
5¢/l
493 mg/l
129/
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Zur Transformation von Arabidopsis

Infiltrations-Medium

MS-Medium 2,59/l
Saccharose 509/l
Benzylaminopurin 4,25 p/l/l
Acetosyringon (100 mg/ml) 1ml/l
Silwet L-77 500 pi/l
pH 5,7 mit KOH

Tabelle 2.3: Verwendete Antibiotika. Alle verwendeten Antibiotika wurden von der Firma Duchefa Bioche-
mie B. V., (Haarlem, Niederlande) bezogen. Angegeben sind die Endkonzentrationen in den Medien zur

Selektion verschiedener Organismen.

Antibiotikum E. coli A. thaliana A. tumefaciens
Cefotaxim 500 mg/I

Gentamycin 20 mg/I 75mg/l 20 mg/I
Rifampicin 100 mg/|
Spectinomycin 100 mg/I 100 mg/I

2.1.7 Losungen und Puffer

Rekombinationstests:
Histochemische Féarbung

DNA-Schnellpréaparation

2.1.8 Oligonukleotide

Phosphatpuffer (100 mM)

NasHPO,4 x 2 H,O 17,89/l
pH 7 mit H3PO4

X-GlIcA (1%)

X-GIcA 109/l
DMF 11
Na-Azid (5 %)

Na-Azid 509/l
ddH»0O 11
X-GlcA Farbeldosung (11)

100 mM Phosphatpuffer 930 ml
1% X-GlcA-Lbésung 50 ml
5% Na-Azid-Lésung 20ml
Shorty-Extraktionspuffer

Tris 2M
LiCl 0,4M
EDTA 25 mM
SDS 1%
pH 9,0 mit HCI

TE-Puffer

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

Alle als Primer fir PCR-basierte Genotypisierungen sowie Sequenzierungen verwende-
ten Oligonukleotide wurden von den Firmen Metabion International (Martinsried) und In-
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vitrogen (Darmstadt) bezogen. Diese wurden fiir die genannten Standardreaktionen in
entsalzter Form bestellt. Fir Klonierungen wurden HPLC-aufgereinigte Oligonukleotide
der Firma Biomers (UIm) verwendet. Die Bezeichnungen und zugehdrigen Sequenzen
der verwendeten Oligonukleotide befinden sich im Anhang (Kapitel A) dieser Arbeit.

2.1.9 Verbrauchsmaterial und Kits

DNA-Aufreinigung: innuPREP PCRpure Kit (Analytik Jena, Jena)
DNA-Aufreinigung: High Pure PCR Product Purification Kit (Roche, Mannheim)

In-Fusion Klonierung: In-Fusion Advantage PCR Cloning Kit (Clontech, Mountain
View, USA)

Plasmid-Praparation: Plasmid Miniprep Kit | (Peglab Biotechnologie GmbH, Erlan-
gen)
RNA-Extraktion: RNeasy Plant Mini Kit (50) (Quiagen GmbH, Hilden)

cDNA-Synthese: Revert Aid First Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas Life Scien-
ces, St. Leon-Rot)

RT-PCR: LightCycler® 480 SYBR Green | Master (Roche, Mannheim)

Konzentrationsbestimmung RNA-Extraktionen: Qubit RNA Broad Range Assay Kit
(Invitrogen, Darmstadt)

Konzentrationsbestimmung DNA-Extraktionen: Qubit dsDNA Broad Range Assay
Kit (Invitrogen, Darmstadt)

2.1.10 Gerate

Binokulare

Stemi DV4 (Carl Zeiss Microlmaging, Géttingen)
SZB 300 (VWR International, Darmstadt)

Heizschréanke, Heizbldcke, Schiittler und Inkubatoren

Pflanzenanzuchtschrank CU-36L4 (Percival Scientific, Perry, USA)
Inkubationsschuttler 3032 (GFL, Burgwedel)

Inkubationsschittler Certomat IS (B. Braun Biotech International, Melsungen)
Thermoblock TDB-120 (lab4you, Berlin)

Thermoblock Thermomixer compact (Eppendorf, Hamburg)

Trockenschrank UE 500 (Memmert, Schwabach)

Reinraumbénke

et130V Sicherheitswerkbank (Ehret, Emmendingen)
Typ KVF (BDK Luft- und Reinraumtechnik, Sonnenbiihl-Genkingen)
Uniflow UVU 700 (UniEquip, Planegg)
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Thermocycler

* Flexcycler (Analytik Jena, Jena)

* iCycler (BioRad, Mlinchen)

+ LightCycler 480 Real-Time PCR System (Roche, Mannheim)
» Mastercycler gradient (Eppendorf, Hamburg)

» SensoQuest Labcycler 48 (SensoQuest, Géttingen)

» Tpersonal Thermocycler (Biometra, Géttingen)

Waagen

* 440-47 (Kern und Sohn, Balingen)

» Feinwaage AB104-S (Mettler-Toledo, Gie3en)

Zentrifugen

CM-70M.07 Schittelzentrifuge (Neolab, Heidelberg)

* MiniSpin Tischzentrifuge (Eppendorf, Hamburg)

Z 233 M-2 (Hermle Labortechnik, Wehningen)

Z 383 K (Hermle Labortechnik, Wehningen)

Sonstige

* Elektroporation: Capacitance Extender Plus (Bio-Rad Laboratories, Miinchen)
+ Elektroporation: Gene Pulser Il (Bio-Rad Laboratories, Miinchen)

» Elektroporation: Pulse Controller Plus (Bio-Rad Laboratories, Mlinchen)

» Reinstwasser: Purelab classic Reinstwasseranlage (ELGA Labwater, Celle)

+ Reinstwasser: TKA high purity water system (Thermo Electron LED GmbH, Niede-
relbert)

+ Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren: Qubit Fluorometer (Life Technolo-
gies, Darmstadt)

+ UV-Geldokumentationssystem (Peglab, Erlangen)

» UV-Bestrahlungssystem: BIO-LINK BLX
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2.1.11 Software und Datenbanken
» ApE Plasmid Editor (Wayne Davis, University of Utah, USA)

» BLAST - Basic Local Alignment Search Tool
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi)

* DNASTAR 5.03 Programmsammlung (Lasergene, Madison, USA): EditSeq, Map-
Draw, MegAlign, PrimerSelect, SeqgMan

» Imaged Bildverarbeitungsprogramm (Wayne Rasband, National Institute of Health,
Maryland, USA) mit SmartRoot (http://www.uclouvain.be/en-smartroot; Guillaume
Lobet und Xavier Draye, Université catholique de Louvain, Belgien)

+ LightCycler 480 Software (Roche, Mannheim)
« NCBI - National Center for Biotechnology Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)

» SIGNnAL - SALK Institute Genomic Analysis Laboratory T-DNA Express
(http://signal.salk.edu/cgi-bin/tdnaexpress)

» TAIR - The Arabidopsis Information Resource (http://www.arabidopsis.org/)

Der letzte Zugriff auf die aufgeflihrten Datenbanken und Online-Tools erfolgte am 23. Mai
2014.

2.2 Methoden

2.2.1 DNA-Schnellpraparation aus Pflanzengewebe

Zur DNA-Schnellpraparation wurde ein Rosettenblatt einer mindestens zwei Wochen
alten Pflanze in einem 1,5ml Reaktionsgefa3 mit Hilfe eines Plastikpistills homogeni-
siert. AnschlieBend wurden 600 pl Shortypuffer hinzugegeben und durch Invertieren ge-
mischt. Durch Zentrifugation (12.100 g, 5 Minuten) wurden Zelltrimmer abgetrennt und
anschlieBend 300 pl des Uberstandes zu, bereits in frischen ReaktionsgefaBen vorgeleg-
ten, 300 ul Isopropanol Gberfiihrt. Nach erneutem, sorgfaltigen Mischen durch Invertieren
erfolgte ein letzter Zentrifugationsschritt (12.100 g, 10 Minuten), nach welchem der Uber-
stand verworfen und das DNA-Pellet einige Stunden bei Raumtemperatur getrocknet wur-
de. AnschlieBend wurden 100 pl TE-Puffer auf das Pellet gegeben und dieses bei 37 °C
unter Schitteln darin geldst. Die so praparierte DNA wurde direkt zur Genotypisierung
mittels PCR eingesetzt und bei Raumtemperatur gelagert.

2.2.2 RNA-Extraktion aus Pflanzengewebe

RNA-Extraktion aus 12 - 14 Tage alten, in Pflanzen-Anzuchtschranken angezogenen, Ara-
bidopsis-Keimlingen erfolgte mit dem RNeasy-Plant Mini Kit (Quiagen) nach Herstelleran-
gaben. Hierflr wurden jeweils 15 Pflanzen in 1,5 ml Reaktionsgefa3e Gberflhrt und so-
fort in flissigem Stickstoff eingefroren. Zum Zellaufschluss diente ein Plastik-Pastill, mit
dem das gefrorene Pflanzenmaterial homogenisiert wurde. Der optionale DNAse-Verdau
wurde durchgefiihrt. Die gewonnene Gesamt-RNA der Zellen wurde fiir eine anschlieBen-
de cDNA-Synthese als Template verwendet. Die Lagerung der RNA-Proben erfolgte bei
-80 °C.
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2.2.3 cDNA-Synthese

Mit Hilfe des RevertAid”™ H Minus Strand cDNA Synthesis Kits der Firma Fermentas
wurden die mRNA-Molekile der aus der RNA-Extraktion gewonnenen Gesamt-RNA in
cDNA umgeschrieben. Hierflr wurden unspezifische Oligo(dT)-Primer eingesetzt, wel-
che an dem PolyA-Schwanz, der bei der Synthese jeder mRNA an das 3’-Ende ange-
fugt wird, binden. Fir jede Reaktion wurden 5pug RNA eingesetzt. Die so gewonnene
cDNA diente als Template fur Klonierungs-PCRs fiir die hergestellten Komplementations-
konstrukte sowie zur Messung von Genexpression in HARP und AH2-Mutanten durch
quantitative Realtime-PCR.

2.2.4 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Polymerase-Kettenreaktionen (PCRs) zur Amplifizierung von DNA-Fragmenten wurden in
dieser Arbeit fir Genotypisierungen und Klonierungen durchgefihrt. Fir die Berechnung
der Schmelztemperatur der verwendeten Primer wurde die Formel

Tm =4 (Anzahl G/C) + 2 - (Anzahl A/T)

genutzt. Die Annealingtemperatur wurde dann 1-2 °C unter der berechneten Schmelz-
temperatur gewahlt. Die Elongationszeit sowie die genaue Zusammensetzung des PCR-
Ansatzes richtete sich nach den Herstellerangaben flr die verwendeten DNA-Polymera-
sen.

Genotypisierung von Arabidopsis mittels PCR

Die Genoptypisierung von T-DNA-Insertionslinien erfolgte tber Standard-PCRs mit zwei
verschiedenen Primerkombinationen. Dabei handelte es sich zum einen um eine T-DNA-
spezifische Primerkombination und zum anderen um eine Kombination aus zwei gen-
spezifischen Primern. Bei der T-DNA-spezifischen Primerkombination bindet ein Primer
innerhalb der T-DNA, wéahrend der zugehérige Primer zwischen 0,5kb und 1 kb davon
entfernt in der natlrlichen genomischen Sequenz bindet. Ein PCR-Produkt kommt dem-
nach nur zustande, wenn sich die T-DNA im vorausgesagten Integrationsort befindet. Bei
der Primerkombination aus genspezifischen Primern binden die Primer up- und down-
stream des T-DNA-Integrationsortes in der genomischen DNA. Aufgrund einer entspre-
chend kurz gewéhlten Amplifikationsdauer wird hier nur ein PCR-Produkt gebildet, wenn
sich keine T-DNA im Integrationsort befindet. Fir PCR-basierte Genotypisierungen wur-
den die DreamTaq Polymerase oder die institutseigene Tag-Polymerase eingesetzt (Ka-
pitel 2.1.3), welche eine Amplifikationsgeschwindigkeit von ca. 1 kb/min besitzen. Das
zugehdrige Standardprotokoll ist Tabelle 2.4 zu entnehmen.

Klonierungs-PCRs

Zur Amplifikation von fir Klonierungen benétigte DNA-Fragmente wie genomische Berei-
che und cDNA-Fragmente fiir Komplementationen von REV3 wurde die Phusion High-
Fidelity Polymerase gewahlt, welche Uber eine 3’-5" Exonukleasefunktion (Proofreading)
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Tabelle 2.4: Standardprotokoll fiir PCR-basierte Genotypisierungen. Die Annealingtemperatur richtet
sich nach den jeweiligen Sequenzen der verwendeten Primer und wurde 1 - 2 °C niedriger gewabhlt, als die
berechnete Schmelztemperatur Ty (Kapitel Seite 38). Bei unterschiedlichen Schmelztemperaturen des Pri-
merpaares wurde die jeweils niedrigere Schmelztemperatur als Richtwert gewahlt. Die Amplifikation besteht
aus den Schritten Denaturierung, Annealing und Elongation.

Schritt Temperatur  Dauer Anzahl der Durchlaufe
Initiale Denaturierung 95 °C 3 min 1
Denaturierung 95 °C 20s
Annealing 1-2°C<Tm 20s 35
Elongation 72 °C 1 min/kb
Finale Elongation 72 °C 2min/kb 1

verflgt. Dadurch konnte die Einbaurate falscher Nukleotide minimiert und durch Sequen-
zierung (Kapitel 2.2.8) ausgeschlossen werden. Da diese Polymerase zudem Uber eine
héhere Prozessivitat und damit verbunden eine héhere Amplifikationsgeschwindigkeit als
die fir Standard-PCRs eingesetzte Tag-Polymerase besitzt (2 - 4 kb/min), wurden Elon-
gationszeiten dementsprechend angepasst. Eine weitere Abweichung zum Standardpro-
tokoll stellt die héhere benbtigte Denaturierungstemperatur von 98 °C dar.

Ortsgerichtete Mutagenese von Plasmiden mittels PCR

Um Punktmutationen innerhalb des Wildtypkonstruktes fir REV3 einzufligen, wurde das
Plasmid, welches das bereits vollstandige Wildtypkonstrukt enthielt, mittels zueinander
komplementaren Mutageneseprimern durch die Phusion Polymerase vollstandig ampli-
fiziert. Die Mutageneseprimer wurden so konzipiert, dass der gewunschte Basenaus-
tausch in ihrer Mitte liegt. Nach der Amplifikation wurde das Ursprungsplasmid im PCR-
Ansatz mit der Restriktionsendonuklease Dpnl verdaut, eine E. coli-Transformation durch-
gefiihrt (Kapitel 2.2.9) und anschlieBend einige der auf Selektionsmedium gewachsenen
Klone durch Sequenzierung auf die gewlinschte Mutation Uberprift.

Kolonie-PCR

Zur Identifizierung von positiven Klonen eines Transformationsansatzes (Kapitel 2.2.9)
wurden Kolonie-PCRs durchgefihrt. Die Primer wurden hierbei so gewahlt, dass einer
der Primer in dem inserierten Fragment und der andere Primer in dem Rickgrat des Ur-
sprungsvektors bindet. So konnte nur dann ein PCR-Produkt entstehen, wenn sich das
Fragment innerhalb des Plasmids befand. Als Matrize diente die DNA aus E. coli-Zellen,
welche direkt von dem Selektionsmedium aufgenommen wurden. Die initiale Denaturie-
rungsdauer betrug 5min, wahrend ansonsten nach Standardprotokoll (Tabelle 2.4) mit
DreamTaq Polymerase vorgegangen wurde.

Kontrolle der cDNA-Qualitat und Realtime-PCR

Sollte die cDNA (Kapitel 2.2.3) fiir gRT-PCRs eingesetzt werden, fand eine zusatzliche
Qualitatskontrolle der cDNA-Proben statt. Hierflir wurde eine PCR mit 3-Tubulin Haus-
haltsgen (At5g44340) spezifischen Primern durchgefihrt. Diese Kontrolle diente dem
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Nachweis, dass sich keine genomische DNA (gDNA) in den cDNA-Proben befand, da
diese die Ergebnisse der qRT-PCR verfalschen wiirde. Die Primer fiir die Kontroll-PCR
waren so gewahlt, dass mindestens ein Intron zwischen den Exons lag, auf denen die Pri-
mer binden konnten. Somit wurde bei Amplifikation von gDNA ein gré3eres PCR-Produkt
synthetisiert, als wenn ausschlieB3lich die cDNA des Gens amplifiziert wurde. Dieser Gro-
Benunterschied war in einem Elektrophorese-Gel deutlich erkennbar.

Realtime-PCR wurde zur Quantifizierung der Expression der Gene HARP und AHZ2 an-
gewandt. Hierbei wurde die relative Expression der Gene in den T-DNA-Mutanten im
Vergleich zum Wildtyp untersucht. Als Matrize diente die durch reverse Transkription aus
RNA-Proben gewonnene cDNA (Kapitel 2.2.2 und 2.2.3). Nach jedem PCR-Zyklus wurde
die Emission (521 nm) des zugeflgten Farbstoffes SYBR-Green | (SYBR Green | Master,
Kapitel 2.1.9) in den Proben gemessen, wobei der SYBR-Green |I-DNA-Komplex durch
blaues Licht (490 nm) angeregt wurde. Da die Fluoreszenzemissions-Intensitat direkt mit
der Menge an doppelstrangiger DNA korreliert, lassen sich Uber diese Messungen Aus-
sagen Uber die DNA-Konzentrationen in den Proben treffen. Zur Normalisierung wurde
zudem fur jede cDNA-Probe die Expression des Haushaltsgens ACTINZ2 (At3g18780)
detektiert. Nach Beendigung der Amplifikationszyklen wurde eine Schmelzkurve erstellt,
anhand derer sich sicherstellen lie3, dass ausschlieB3lich eine Amplifikation spezifischer
Produkte stattfand. Folgendes Standardprotokoll wurde fir alle gRT-PCRs verwendet:

Tabelle 2.5: Standardprotokoll fiir Genexpressionsanalysen mittels qRT-PCR. Die Emission des DNA-
interkalierenden Farbstoffes SYBR-Green | wurde nach jedem der 50 PCR-Zyklen gemessen.

Schritt Temperatur  Dauer Anzahl der Durchlaufe
Initiale Denaturierung 95 °C 5min 1
Denaturierung 95 °C 10s
Annealing 56°C 10s 50
Elongation 72 °C 20s
Aufzeichnung der Schmelzkurve 55 °C-95 °C 1

2.2.5 Aufreinigung von DNA-Fragmenten

Zur Aufreinigung von far Klonierungen amplifizierten DNA-Fragmenten wurde das Aufrei-
nigungskit der Firma Analytik Jena (Kapitel 2.1.9) eingesetzt. Die Durchfuhrung erfolgte
nach Herstellerangaben. Statt des mitgelieferten Elutionspuffers wurde zur Elution der
DNA von der Saule steriles ddH,O verwendet.

2.2.6 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Die Konzentrationsbestimmung von isolierten DNA-Proben aus Plasmidpraparationen
(Kapitel 2.2.10), PCR-Fragmente flr Klonierungen (Kapitel 2.2.4) sowie RNA-Proben (Ka-
pitel 2.2.2) erfolgte durch das Qubit Fluorometer. Hierbei wurden entweder das Qubit
dsDNA-, oder das Qubit RNA Broad Range Assay Kit nach Herstellerangaben genutzt.
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2.2.7 In-Fusion Klonierung

Das Einbringen von DNA-Fragmenten in den Ursprungsvektor pPZP221 fir die Komple-
mentationen von REV3 erfolgte tber das In-Fusion HD Cloning Kit der Firma Clontech
(Kapitel 2.1.9) nach Herstellervorgaben. Der Ursprungsvektor wurde hierflr zunachst in
einem Doppelverdau mit den Restriktionsendonukleasen Sacl und Xmal linearisiert. Die
Amplifikation der Fragmente erfolgte iiber Primer mit 15bp langen Uberhdngen, welche
homolog zu den Enden des benachbarten Fragments beziehungsweise des linearisier-
ten Plasmids waren. Nach Aufreinigung und Konzentrationsbestimmung von Plasmid und
Fragmenten wurden diese im Verhaltnis 2:1 gemischt und mit einer entsprechenden Men-
ge des In-Fusion Enzyme HD Premixes versetzt. Das darin enthaltene Enzym verbindet
die homologen Sequenzen zwischen den Fragmenten und dem Plasmid, wodurch die
Fragmente in gewlnschter Reihenfolge in dem Plasmid inseriert werden. Die Reaktion
wurde 15 Minuten bei 50 °C inkubiert und anschlieBend wurden 8 ul des Reaktionsansat-
zes in 100 pyl kompetenter E. coli-Zellen transformiert (Kapitel 2.2.9). Nach Vorselektion
mit Selektionsmedium wurden positive Klone mithilfe von Kolonie-PCR (Kapitel 2.2.4) und
anschlieBender Sequenzierung identifiziert.

2.2.8 Sequenzierungen

Zur Sicherstellung einer fehlerfreien Klonierung beziehungsweise zur Identifizierung von
Klonen mit gewlnschten Punktmutationen wurden die Sequenzen der klonierten Kon-
strukte mittels Sequenzierung Uberprtft. Auch zur Insertionsortbestimmung von in dieser
Arbeit charakterisierten Insertionsmutanten wurden Sequenzierungen herangezogen. Al-
le Sequenzierungen wurden von der Firma GATC Biotech (Konstanz) durchgefiihrt. Nach
Abschluss der Sequenzierungen wurden die Sequenzdaten von der Firmenwebsite her-
untergeladen und mithilfe von Programmen der DNAstar Programmsammlung und ApE
(Kapitel 2.1.11) ausgewertet.

2.2.9 Transformation und Kultur von E. coli

Hitzekompetente, bei -80 °C gelagerte E. coli-Zellen des Stammes NEB5« wurden zu-
nachst auf Eis aufgetaut. AnschlieBend wurden 5-10pl zu 100 pyl des Plasmids (bezie-
hungsweise 8 ul des In-Fusion-Ansatzes, Kapitel 2.2.7) hinzugegeben und das Gemisch
fir 30 Minuten auf Eis inkubiert. Nach einem Hitzeschock (90 Sekunden, 42 °C) wurden
die Zellen erneut fir zwei Minuten auf Eis inkubiert. Daraufhin wurden 400 pl LB Medium
hinzugegeben und die Anséatze 1 h bei 37 °C und 650 rpm schittelnd inkubiert. Ausplat-
tiert wurden je 100 ul eines Ansatzes auf mit dem Antibiotikum Spectinomycin (Tabelle
2.2) versehenem LB Festmedium. Die Inkubation der Agarplatte erfolgte Uber Nacht bei
37 °C. Durch den Selektionsmarker wurde eine Vermehrung nicht transformierter Zellen
unterbunden. Durch Kolonie-PCR (Kapitel 2.2.4) identifizierte positive Klone wurden in
5 ml mit Spectinomycin versetztem LB Medium bei 37 °C und 200 rpm inkubiert. Aus die-
ser Ubernachtkultur wurden die Zellen zur Plasmid-Isolierung (Kapitel 2.2.10) gewonnen.
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2.2.10 Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli

Isolierung der Plasmid-DNA aus E. coli erfolgte mittels des Plasmid Miniprep Kits | der
Firma Peqglab (Kapitel 2.1.9) nach Herstellerangaben. Als Ausgangsmaterial dienten 4 mi
einer Ubernachtkultur (Kapitel 2.2.9). Eluiert wurde mit sterilem ddHO.

2.2.11 Transformation und Kultur von A. tumefaciens

Die Transformation von A. tumefaciens erfolgte durch Elektroporation. Hierfir wurden
elektrokompetente Zellen auf Eis aufgetaut und anschlie3end in eine ebenfalls auf Eis vor-
gekuhlte Elektroporationsklvette (2 mm Elektrodenabstand, Peglab Biotechnologie Gm-
bH, Erlangen) Uberflihrt. Nach Zugabe des Plasmids (2 ul der Plasmidpraparation (Ka-
pitel 2.2.10) auf 100 ul Zellsuspension) erfolgte die Elektroporation (2,5kV, 200 €2, 5ms).
Daraufhin wurden auf Eis 500 ul YEB-Medium hinzugegeben und die Zellen 1 h bei 28 °C
und 750 rpm inkubiert. Zur Selektion auf erfolgreich transformierte Zellen wurden 100 pl
eines Ansatzes auf mit Rifampicin, Gentamycin und Spectinomycin versetztem YEB-Fest-
medium ausplattiert. Die Inkubation erfolgte flir zwei Tage bei 28 °C.

2.2.12 Transformation und Linienentablierung von A. thaliana

Agrobakterium-vermittelte Transformation

Die Agrobakterium-vermittelte stabile genetische Transformation von A. thaliana erfolgte
mithilfe der Floral Dip-Methode (veréndert nach Clough und Bent, 1998). Hierfir wurde
zuné&chst eine Vorkultur aus den auf Selektionsmedium gewachsenen Kolonien der Elek-
troporation (Kapitel 2.2.11) angesetzt (20 ml), welche 12-16 h bei 28 °C und 200 rpm inku-
biert wurde. Von dieser Vorkultur wurden anschlie3end 2 ml zum Ansetzen einer Hauptkul-
tur (400 ml) eingesetzt. Die Inkubation der Hauptkultur erfolgte analog zur Vorkultur. Die
Zellen der Hauptkultur wurden abzentrifugiert (15 min, 4200 g) und die Pellets in 800 ml
Infiltrationsmedium aufgenommen. Bei den zu transformierenden Pflanzen wurden be-
reits vorhandene Schoten und gebffnete Bliten entfernt und die so praparierten Pflanzen
bis zur Rosette fir circa 30 Sekunden in das langsam auf einem Magnetrihrer rihren-
de Infiltrationsmedium getaucht. Anschlie3end wurden die Pflanzen horizontal in eine mit
Papiertiichern ausgelegte und mit Leitungswasser angefeuchtete Kiste gelegt und unter
Lichtausschluss bis zum n&chsten Tag inkubiert. Am Folgetag wurden die Pflanzen mit
Leitungswasser abgespriht und bis zur Samenreife im Gewachshaus kultiviert.

Etablierung von homozygoten single locus Linien aus der Transformation

FiUr Sensitivitatstests der Komplementationslinien von REV3 wurden aus jeder Transfor-
mation mehrere genetisch verschiedene Linien etabliert, deren T-DNA homozygot an
nur einem Locus im Genom enthalten ist (homozygoten single locus Linien). In der T1-
Generation wurden dazu durch Selektion mittels Gentamycin und Spectinomycin auf zu-
satzlich mit Cefotaxim versetztem GM Festmedium erfolgreich transformierte Pflanzen
identifiziert. Die hierzu notwendige Samensterilisation sowie Anzucht unter sterilen Be-
dingungen erfolgte wie in Abschnitt 2.2.13 beschrieben. Diese sogenannten Primartrans-
formanten wurden bis zur Samenreife im Gewachshaus kultiviert. Die daraus resultieren-
de, segregierende T2-Generation wurde auf Selektionsmedium auf eine 3:1-Aufspaltung
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untersucht. Nach Mendel spalten die Nachkommen einer T1-Generation, deren T-DNA in
nur einem Locus inseriertist, 1:2:1 (homozygot T-DNA tragend : hemizygot : homozygotes
WT-Allel) auf. Das bedeutet, dass 75 % der auf Selektionsmedium ausgebrachten Pflan-
zen eine T-DNA entweder homozygot oder hemizygot tragen und daher wachsen kén-
nen, wahrend 25 % der Pflanzen keine T-DNA tragen und absterben. Flr single locus-
Analysen wurden jeweils 52 Pflanzen auf Selektionsmedium ausgebracht, die gewach-
senen sowie abgestorbenen Pflanzen gezahlt und das Verhaltnis statistisch mithilfe des
x2-Tests mit einem kritischen Wert X2(1,0,95) ausgewertet. Von jeweils zehn der so er-
haltenen single locus Linien wurden zehn Pflanzen im botanischen Garten bis zur Sa-
menreife kultiviert und das Saatgut anschlie3end einzeln fiir jede Pflanze geerntet. In der
T3-Generation erfolgte der Test auf Homozygotie. Hierfir wurde das Saatgut der single lo-
cus Linien auf Selektionsmedium ausgebracht. Von den erneut jeweils 52 ausgebrachten
Samen sollten bei einer vorliegenden Homozygotie alle Pflanzen wachsen kénnen. Hier
wurden jeweils 20 Pflanzen vermehrt und gemeinsam geerntet. Das erhaltene Saatgut
der T4-Generation wurde flir Sensitivitatstests (Kapitel 2.2.16) eingesetzt.

2.2.13 Oberflachensterilisation von Arabidopsis-Samen

Zur Oberflachensterilisation von Arabidopsis-Samen wurde zunéchst die bendtigte Men-
ge Saatgut in 1,5 ml Reaktionsgefa3e abgeflllt. AnschlieBend wurde 1 ml einer 6 %-igen,
mit einem Tropfen Polysorbat-20 (Tween 20) versetzten Natrium-Hypochlorit-Lésung hin-
zugegeben und die Samen darin 5 Minuten schittelnd inkubiert (Eppendorf Thermomixer
compact, 1400 rpm). Die drei darauf folgenden Waschschritte mit sterilem ddH2O wur-
den unter einer Reinraumbank durchgefuhrt. Nach dem letzten Waschschritt wurden die
Samen in einer sterilen 0,1 %-igen Agaroselésung aufgenommen. Die so behandelten
Samen wurden Uber Nacht bei 4 °C einer Kaltestratifikation unterzogen und konnten am
nachsten Tag auf GM Festmedium ausgebracht werden.

2.2.14 Pflanzenanzucht und Samenlagerung
Anzucht im Pflanzenanzuchtschrank

Pflanzen fir Rekombinations- oder Sensitivitatstests, sowie zur RNA-Extraktion, wurden
unter sterilen Bedingungen auf GM Festmedium angezogen. Hierfir mussten die Samen
zunachst oberflachensterilisiert und stratifiziert werden (Kapitel 2.2.13). Die Aufzucht er-
folgte dann in einem Pflanzenanzuchtschrank bei einem Tag/Nacht-Rhythmus von 16 h
Licht (22 °C) und 8 h Dunkelheit (20 °C).

Anzucht im Pflanzen-Anzuchtsraum

Die Kultivierung von Pflanzen, deren Anzuchtsbedingungen nicht reproduzierbar konstant
sein mussten, wie beispielsweise fir Segregationsanalysen oder Genotypisierungen, wur-
den im Pflanzen-Anzuchtsraum auf GM Festmedium angezogen. Hierfiir mussten die
Samen zunachst oberflachensterilisiert und stratifiziert werden (Kapitel 2.2.13). Die Tem-
peratur betrug hier durchgehend etwa 24 °C, bei 16 h Belichtung und 8 h Dunkelheit.
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Erdanzucht von A. thaliana

Pflanzen, die fir Kreuzungen oder Vermehrungen vorgesehen waren, wurden unter un-
sterilen Bedingungen im S1-Gewéachshaus auf Erdsubstrat (Mischung 1:1 aus Floraton 3
(Floragard) und Vermiculit Kérnung 2 -3 mm, deutsche Vermiculite Dammstoff GmbH)
kultiviert. Hierfir wurden die Samen in H,O Uber Nacht bei 4 °C stratifiziert. Die Lufttem-
peratur wahrend der gesamten Kulturdauer betrug tags 24 °C und nachts 22 °C bei einer
relativen Luftfeuchte von 50 - 60 %. Die Beleuchtung erfolgte fir 16 h/Tag.

Samenlagerung

Die Aufbewahrung der Samen erfolgte an einem dunklen, trockenen Ort bei Raumtempe-
ratur.

2.2.15 Kreuzung von A. thaliana

Um Doppelmutanten aus einzelnen T-DNA-Insertionsmutanten zu erzeugen, sowie zur
Etablierung fir Rekombinationstests benétigter Pflanzenlinien (Kapitel 2.2.18), wurden
Kreuzungen von Arabidopsis-Pflanzen durchgefihrt. Hierfir wurden circa vier Wochen
alte Pflanzen verwendet. Bei den Pflanzen, welche als Mutterpflanzen dienen sollten,
wurden bereits vorhandene Schoten und gedffnete Blliten sowie zu junge Knospen und
nicht bendtigte Blutenstédnde entfernt. Daraufhin wurden mit einer spitzen Pinzette bei
den noch geschlossenen Bliten Kelch-, Kron- und Staubblétter entfernt, ohne dabei den
Fruchtknoten zu verletzen. AnschlieBend wurden von einer Pflanze, deren Pollen verwen-
det werden sollte, vollstdndig entwickelte und gedffnete Bliten abgenommen und Pollen
von den Staubblattern auf die Narbe des freigelegten Fruchtknotens abgestrichen. Die
Pflanzen wurden bis zur Samenreife im Gewéachshaus weiter kultiviert. Hierbei wurden
mehrmals pro Woche neue Triebe der Pflanze zurlickgeschnitten. Die nach circa zwei
Wochen gereiften Samen wurden geerntet, bei 37 °C fir zwei Tage getrocknet und konn-
ten anschlieBend weiter verwendet werden. In der F2-Generation wurden durch PCR-
basierte Genotypisierung (Kapitel 2.2.4) homozygote Pflanzen identifiziert und vermehrt.

2.2.16 Sensitivitatstest mit genotoxischen Agenzien

Um transgene Pflanzenlinien wie T-DNA enthaltende Einzel- und Doppelmutanten sowie
Komplementationslinien auf ihre Sensitivitdten bezlglich verschiedener genotoxischer
Agenzien zu untersuchen, wurden Sensitivitatstests durchgefihrt. Hierfir wurden die Sa-
men wie in Abschnitt 2.2.13 beschrieben oberflachensterilisiert, nach Kaltestratifikation
Uber Nacht auf GM Festmedium ausgebracht und fir sieben Tage im Pflanzen-Anzucht-
schrank inkubiert. Daraufhin wurden je zehn Keimlinge pro Well in sterile 6-Well-Plates
mit 4 ml GM Flissigmedium umgesetzt. Bei den Kontrollen, in die keine Genotoxinzuga-
be erfolgte, wurde direkt 5ml GM vorgelegt. Am darauf folgenden Tag erfolgte die Ge-
notoxinzugabe: Pro Well wurde 1 ml Genotoxin-Stocklésung hinzugegeben, sodass sich
verschiedene Genotoxin-Endkonzentrationen in den Wells befanden (Tabelle 2.6). Bei
Verwendung des in DMSO gel6sten Genotoxins Camptothecin wurde zu den Kontrollen
ohne Genotoxinzugabe 15 ul DMSO zugegeben. Dies entsprach der DMSO-Menge, die
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bei der héchsten Camptothecin-Konzentration zugegeben wurde. Nach weiteren 14 Ta-
gen Inkubationsdauer im Pflanzenanzuchtschrank wurde das Frischgewicht der Pflanzen
aus den einzelnen Wells bestimmt. Dazu wurde Uberschissiges Flissigmedium mithil-
fe von Papiertichern entfernt und die Pflanzen mit einer Analysewaage gewogen. Je-
der Sensitivitatstest erfolgte in mindestens drei voneinander unabhangigen biologischen
Wiederholungen. Fur die Auswertung wurden die Mittelwerte mit Standardabweichung
berechnet und in einem Saulendiagramm dargestellt.

Tabelle 2.6: Genotoxinkonzentrationen der Sensitivitatstests. Die Genotoxin-Endkonzentrationen bezie-

hen sich auf jeweils 5 ml Gesamtvolumen eines Wells. Cisplatin, cis-Diamin-dichlorid-platin (l1); MMC, Mito-
mycin C; MMS, Methylmethansulfonat.

Genotoxin Lésungsmittel  Eingesetzte Endkonzentrationen  Einheit
Camptothecin DMSO 50, 100, 200 nM
Cisplatin ddH,O 5,10 uM
Hydroxyurea  GM fllssig 0,5,1,2,4 mM
MMC ddH,O 2,5,5,10, 15, 20 ug/mi
MMS ddH,0O 40, 60, 80, 100 ppm

2.2.17 UV-B Bestrahlung von Wurzeln

Zum Testen von Pflanzen auf UV-B-Sensitivitat wurden diese nach der Oberflachensterili-
sation und Stratifikation (Kapitel 2.2.13) auf quadratische, mit GM Festmedium geflillte Pe-
trischalen ausgebracht, diese mit Parafilm verschlossen und fur drei Tage senkrecht auf-
gestellt im Pflanzenanzuchtschrank inkubiert. Pro Platte wurden dabei zwei verschiedene
Pflanzenlinien in zwei Reihen ausgebracht. Am dritten Tag erfolgte die UV-B-Bestrahlung.
Hierzu wurden die gedffneten Platten in das UV-Bestrahlungssystem BIO-LINK BLX ge-
stellt und in verschiedenen Dosen (0, 5 und 7 kJ/m?) bei einer Wellenlange von 312nm
bestrahlt. Dabei wurden je zwei Platten und somit vier Pflanzenlinien parallel bestrahilt,
wobei jeweils eine WT-Linie mitgefuhrt wurde. Anschlie3end wurden die Platten erneut
mit Parafilm verschlossen und mit Alufolie lichtundurchlassig umhdillt fir einen Tag inku-
biert, woraufhin die Alufolie entfernt wurde und die Platten senkrecht aufgestellt flir sechs
Tage im Pflanzenanzuchtschrank inkubiert wurden. Daraufhin wurden die Pflanzen vor
einem dunklen Hintergrund fotografiert und die Wurzelldangen der Hauptwurzeln mit dem
Programm SmartRoot vermessen. Pro Linie und Platte wurden die Wurzelldngen von je
sechs Pflanzen bestimmt, das arithmetische Mittel mit Standardabweichung berechnet
und das Ergebnis als Saulendiagramm dargestellt.

2.2.18 Rekombinationstests

Far Rekombinationstests wurden die zu untersuchenden T-DNA Insertionsmutanten zu-
nachst in die Reporterlinien DU.GUS, IU.GUS, DGU.US (Orel et al., 2003) und IC9 (Moli-
nier et al., 2004) sowie in die /-Scel exprimierende Linie #8 (Dukowic, 2009) eingekreuzt.
Die Reporterlinien tragen ein Reporterkonstrukt mit zwei nicht funktionellen Fragmenten
des fir die g-Glucoronidase codierenden GUS-Gens, die Uber eine Linkersequenz von-
einander getrennt sind. Entsteht ein DNA-Doppelstrangbruch zwischen den Fragmenten
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des Konstruktes, kann er ber HR repariert werden, wenn daflir homologe Bereiche inner-
halb des Konstruktes genutzt werden. Da die GUS-Fragmente sich in den verschiedenen
Reporterkonstrukten in ihrem Aufbau unterscheiden, kénnen die GUS-Genfragmente je
nach Konstrukt auf unterschiedliche Weise zu einem funtionellen Gen restauriert wer-
den. Durch die histochemische Farbung mit einem kinstlichen Substrat X-GIcA der g-
Glucoronidase kdnnen Rekombinationsereignisse durch Blauférbung der Zellen quantifi-
zierbar gemacht werden.

Das DGU.US-Reporterkonstrukt dient dem Nachweis von SSA-Ereignissen. Es besteht
aus einem in zwei Halften unterteilten, nicht funktionalen GUS-Gen mit Gberlappenden
Sequenzen des mittleren Teils (GU und US). Die beiden direkten Sequenzwiederholun-
gen sind flr die Reparatur mittels SSA-Mechanismus nétig. Die Linkersequenz, welche
die beiden Halften separiert, tragt zudem eine I-Scel-Schnittstelle, ber die gezielt Dop-
pelstrangbriiche eingefigt werden kénnen. Mithilfe der Reporterkonstrukte 1U.GUS und
DU.GUS kénnen Reparaturereignisse durch den SDSA-Mechanismus detektiert werden.
Die beiden Konstrukte unterscheiden sich ausschlieBlich in der Orientierung des zur Re-
paratur bendtigten homologen Sequenzbereiches (U). Die beiden GUS-Fragmente sind
hier ebenfalls durch eine I-Scel-Schnittstelle tragende Linkersequenz getrennt, weisen
jedoch im Unterschied zum DGU.US-Konstrukt keine Sequenziberlappung auf. Mit dem
DU.GUS-Konstrukt (U in direkter Orientierung) kdnnen nur interchromosomale Rekom-
binationsereignisse nachgewiesen werden, das 1U.GUS-Konstrukt (U in inverser Orien-
tierung) ermdoglicht hingegen zusétzlich den Nachweis intrachromosomaler Rekombina-
tionsereignisse. Durch das 1C9-Konstrukt ist die Restauration des GUS-Gens nur durch
Verwendung der homologen Sequenzen des Schwesterchromatids oder des homologen
Chromosoms mdglich. Die beiden GUS-Fragmente liegen hier in direkter Orientierung
zueinander, wobei das N-terminale Fragment dem C-terminalen Fragment folgt. Durch
Restauration des Gens Uber intrachromosomale HR wirde ein zirkulares DNA-Molekil
entstehen, welches aus der chromosomalen DNA entfernt werden wirde.

Nach Vermehrung durch Selbstung in der F1-Generation wurden in der segregierenden
F2-Generation die Pflanzen identifiziert, welche homozygot das Reporterkonstrukt bezie-
hungsweise die |-Scel-Expressionskassette tragen und zusatzlich entweder homozygote
Insertionsmutanten oder homozygot fiir das entsprechende Wildtyp-Allel waren. Diese
Pflanzen wurden erneut durch Selbstung vermehrt und identische Genotypen gemein-
sam geerntet.

Zum Testen der Rekombinationsraten mittels Induktion durch genotoxische Agenzien
(Bleomycin, MMC) wurde das Saatgut der F3-Generation eingesetzt. Hierflir wurden die
Samen der zu untersuchenden Pflanzen zunéachst oberflachensterilisiert (Kapitel 2.2.13)
und anschlieBend auf GM Festmedium ausgebracht. Nach einwdéchiger Inkubation im
Pflanzenanzuchtschrank wurden die Keimlinge in Halbschalenplatten mit je 9 ml GM Fliis-
sigmedium umgesetzt. Einen Tag darauf erfolgte die Genotoxinzugabe: 1 ml Mutagen-
Stocklésung wurde hinzugegeben, sodass sich eine Genotoxin-Endkonzentration von
5 ug/mlin den Ansatzen befand. Zu den Kontrollansatzen wurde 1 ml GM Flissigmedium
gegeben. Nach weiteren flnf Tagen Inkubation wurden die Pflanzen aus den Halbschalen
in Kunststoffrohrchen (50 ml) Gberfihrt und mit 5-10 ml X-GIcA Farbeldsung versetzt. An-
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schlieBend erfolgte eine zweitagige Inkubation bei 37 °C. Danach wurde die Farbelésung
verworfen und mithilfe etwa der gleichen Menge 70 % vergalltem Ethanol fir zwei Tage
bei 60 °C wurden die Farbstoffe der Blattgewebe herausgeldst. Die Pflanzen wurden an-
schlie3end bei Raumtemperatur gelagert. Die Auswertung der histochemischen Farbung
konnte durch Auszdhlen der blauen Sektoren im Pflanzengewebe am Binokular erfolgen.
Die Ergebnisse von mindestens drei biologisch unabhangigen Wiederholungen wurden
mit ihren arithmetischen Mittelwerten und der Standardabweichung als Saulendiagramm
graphisch dargestellt.

Um mithilfe von |-Scel gezielt spezifische Doppelstrangbriiche innerhalb der Reporterkon-
strukte IU.GUS, DU.GUS sowie DGU.US zu erzeugen, waren weitere Kreuzungen nétig.
Nach der Etablierung der homozygoten Linien im Reporterhintergrund und mit den I-Scel-
Expressionskassetten wurden diese so miteinander gekreuzt, dass das aus den Kreuzun-
gen resultierende Saatgut entweder die homozygote Insertionsmutante oder das entspre-
chende homozygote Wildtyp-Allel hemizygot sowohl die |-Scel-Expressionskassette als
auch das Reporterkonstrukt trug. Fir die Rekombinationstests wurde das Kreuzungs-
saatgut direkt auf mit Gentamycin versetztes GM Festmedium ausgebracht. Da bei den
Kreuzungen stets die |-Scel exprimierende Linie als Vaterlinie genutzt wurde, welche
eine Gentamycin Resistenzkassette tragt, konnte durch die Verwendung von gentamycin-
haltigem Medium sichergestellt werden, dass das Saatgut nicht durch unbeabsichtigte
Selbstung der Pflanzen entstand. Nach 14 Tagen Inkubation im Pflanzenanzuchtschrank
erfolgte die Farbung und Auswertung analog zu den genotoxininduzierten Rekombinati-
onstests.



3 Ergebnisse

3.1 Untersuchungen zur Funktion von HARP und AH2 in A.
thaliana

Die Annealing Helikasen HARP und AH2 gehéren zu der SNF2-Familie der ATP-abhén-
gigen molekularen Motorproteine. Zu den Aufgaben der Angehdrigen dieser Familie ge-
hért unter anderem die ATP-abhangige Umstrukturierung des Chromatins. lhre Helikase-
Domane ist in zwei konservierte Regionen unterteilt: eine N-terminale SNF2-Region und
eine C-terminale Helikase-Region. In Eukaryoten konnten tber 1300 Proteine dieser Fa-
milie identifiziert werden (Flaus et al., 2006). Diese SNF2-Proteine kénnen anhand ih-
rer Domanenstruktur in 24 Unterfamilien eingeteilt werden, welche sechs gréBere Grup-
pen bilden: die SNF2-, SWR1-, RAD54-, RAD5/16-, SSO1653- und SMARCAL1-ahnliche
Gruppe. In Arabidopsis sind 41 SNF2-Proteine bekannt, welche sich in 19 Unterfami-
lien einteilen lassen. Funktionelle Analysen zeigten, dass viele dieser SNF2-Proteine
fir die Entwicklung und Stressantwort benétigt werden. Einige von ihnen sind durch
DNA-Methylierungsreaktionen an der epigenetischen Regulation beteiligt. Zwei der Ara-
bidopsis SNF2-Proteine fallen in die SMARCAL1-&hnliche-Gruppe, die somit die kleinste
der sechs Gruppen darstellt: die Expressionsprodukte von At1g48310 und At5g07810.
At19g48310 codiert das 673 AS umfassende Protein Chromatin Remodeling Factor 18
(CHR18). Neben der typisch flr Proteine aus der SNF2-Familie aufgebauten Helikase-
domane tragt CHR18 eine N-terminale Harp-Domane. At5g07810 codiert ein 1190 AS
langes Protein, welches wie CHR18 eine Helikasedomane besitzt. Zuséatzlich tragt das
Genprodukt von At5g07810 C-terminal eine putative HNH-Domane.

In Publikationen betreffend HSHARP wird CHR18 aufgrund seiner Struktur als dessen
Homolog aufgefasst (Ghosal et al., 2011). Das Genprodukt von At5g07810 kann hinge-
gen als Homolog der Annealing Helikase HsAH2 gesehen werden. Im Folgenden wird
daher CHR18 als AtHARP und At59g07810 als AtAH2 bezeichnet. |hr struktureller Auf-
bau im Vergleich zu ihren menschlichen Homologen ist in Abbildung 3.1 dargestellt. Die
Identitdt der HARP-Homologe betragt 24,4 %. Beide Proteine tragen C-terminal die ty-
pische Helikasedoméne aus zwei Untereinheiten, N-terminal davon tragt HsHARP zwei
und AtHARP eine Harp-Doméane. Am aufBersten N-terminalen Ende tragt das menschli-
che Homolog ein RPA Bindemotiv (RBM), welches in Arabidopsis nicht gefunden werden
konnte (Ghosal et al., 2011). Die AH2-Homologe weisen 23,6 % ldentitat auf und tra-
gen die SNF2-Helikasedomane N-terminal. HsAH2 tragt statt einer Harp-Doméne eine
Harp Like Domain (HPL). Um zu Uberprufen, ob diese auch in Arabidopsis und anderen
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Organismen vorhanden ist, wurden die Proteinsequenzen verschiedener Homologe mit-
hilfe des Online-Tools Clustal Omega (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo) aligniert.
Tats&chlich konnte in den untersuchten Homologen ein hoch konservierter Bereich iden-
tifiziert werden, welcher der HPL-Doméane von HsAH2 entspricht (Abbildung 3.2). Die
putative HPL-Doméne in Arabidopsis umfasst 114 AS und befindet sich zwischen den Po-
sitionen 804 und 918 des Proteins. Weiterhin tragen HsAH2 und AtAH2 eine C-terminale
HNH-Domane. Zusétzlich konnte fir HsAH2 eine Zinkfingerdoméne sowie zwei zur Inter-
aktion mit PCNA wichtige Motive identifiziert werden: eine PCNA Interacting Protein Box
(PIPB) sowie ein AlkB Homolog 2 PCNA-Interaction Motif (APIM) am C-Terminus. PIPB
besteht aus der konservierten Konsensussequenz QxxL/I/MxxHF/DF/Y (Warbrick, 2000)
und konnte ebenso wie das Zinkfingermotiv nicht in Arabidopsis nachgewiesen werden.
Das APIM besteht aus einer kiirzeren und variableren Konsensussequenz (K/R-F/Y/W-
L/I/V/IA-L/IV/A-K/R, Gilliam et al., 2009), welche bei HsAH2 RFLVK lautet und in AtAH2
nicht gefunden werden konnte.

A)  RBM
HsHARP HP | | HP SNF2 Hc
1 954 AS
AtHARP HP || SNF2 Hc
1 673 AS
B) PIPB NZF APIM
HsAH2 SNF2 Hc i ﬁ HPL HNH ﬁ
1 1077 AS
AtAH2 SNF2 Hc HPL HNH
1 1190 AS

Abbildung 3.1: Vergleich der Doménenstrukturen von HARP und AH2 im Menschen und Arabidopsis.
Abgebildet ist eine schematische Darstellung der Domé&nenstrukturen von HARP und AH2 im Menschen und
Arabidopsis. Die ldentitat der HARP-Homologe aus Arabidopsis und dem Menschen betragt 24,4 %. Beide
besitzen eine C-terminale Helikasedoméane, welche in die SNF2 und Helikase C-terminale (Hc) Regionen
einteilen lasst. Menschliches HARP tragt zwei aufeinander folgende Harp-Doméanen (HP), wahrend HARP in
Arabidopsis nur eine dieser Doménen trégt. Die N-terminale RPA Bindedoméne (RBM) konnte ebenfalls nur
im menschlichen Protein identifiziert werden (A). Die AH2-Homologe aus Arabidopsis und dem Menschen
weisen 23,6 % ldentitat auf und tragen die SNF2-Helikasedoméane N-terminal. C-terminal tragen beide Ho-
mologe ein HNH-Motiv. Zwischen den Helikasedomanen und dem HNH-Motiv liegt bei dem menschlichen
Protein eine zur Interaktion mit PCNA wichtige Doméane (PIPB), sowie ein Zinkfingermotiv (ZNF), gefolgt von
einer Harp Like Domain (HPL). Am C-Terminus befindet sich ein ebenfalls zur Interaktion mit PCNA wichti-
ges Motiv (APIM). Auch bei Arabidopsis konnte eine HPL-Domane identifiziert werden, eine PIPB, ein APIM
und ein ZNF konnten jedoch nicht nachgewiesen werden (B).

Um die Funktionen der HARP- und AH2-Homologe in Arabidopsis zu untersuchen, wur-
den T-DNA-Insertionslinien der betreffenden Gene bestellt und diese Uber PCR-basierte
Genotypisierungen homozygot etabliert. Daraufhin wurden die Mutanten durch Inserti-
onsortbestimmung der T-DNA und Expressionsanalysen der betroffenen Gene charakte-
risiert. Die Doppelmutanten und Einzelmutanten von HARP und AH2 wurden dann Sen-
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Abbildung 3.2: Konservierung der HPL-Domaéne in verschiedenen Organismen. Sequenzvergleich der
konservierten HPL-Domane verschiedener Organismen: Mensch (Homo sapiens, Hs), Maus (Mus musculus,
Mm), kleines Blasenmitzenmoos (Physcomitrella Patens, Pp), Tomate (Solanum lycopersicum, Sl), Reis
(Oryza sativa, Os) und Arabidopsis thaliana (At). Der schwarze Rahmen umgibt die im Menschen als HPL-
Domaéne identifizierte Sequenz und die dazu homologen Bereiche der anderen Organismen. Identische AS
zwischen den Sequenzen mindestens drei verschiedener Organismen sind schwarz unterlegt, wahrend ein-
ander ahnliche AS grau unterlegt sind.

sitivitdtstests unterzogen, um eine mogliche Rolle in der DNA-Reparatur von Arabidopsis
aufzuzeigen. Far harp-Mutanten wurden zudem Rekombinationstests durchgefiihrt, da
der Annealing Helikase HARP im Menschen eine Rolle an Rekombinationsvorgangen
zugeschrieben wird.

3.1.1 Charakterisierung von harp- und ah2-T-DNA Insertionsmutanten

Far funktionelle Analysen von HARP und AH2 wurden Uber NASC jeweils zwei T-DNA-
Insertionsmutanten pro Locus bezogen. Mittels PCR-basierten Genotypisierungen wur-
den aus den erhaltenen segregierenden Linien homozygote Mutantenlinien etabliert. An-
schlieBend konnten Insertionsortbestimmungen der T-DNAs sowie Expressionsanalysen
der Mutantenlinien durchgeflihrt werden.

Insertionsortbestimmung

Die Insertionsbestimmung diente der Bestimmung des genauen Insertionsortes der T-
DNA im Gen. Die T-DNA (abgegrenzt von RB und LB) wurde Uber Agrobakterium-vermit-
telte Transformation in das Genom von Arabidopsis eingefugt. Die Insertionen erfolgen
dabei ungerichtet und neben Mehrfachinsertionen an verschiedenen Stellen im Genom
kénnen diese auch innerhalb eines Locus auftreten. Mehrfachinsertionen innerhalb ei-
nes Locus kdénnen in verschiedener Orientierung (Kopf-an-Kopf und Kopf-an-Schwanz)
vorliegen und sind nicht von Bedeutung flr die getatigten Versuche der vorliegenden
Arbeit. Weiterhin kénnen durch die Insertion der T-DNA ins Pflanzengenom kiirzere Dele-
tionen und Insertionen direkt am Integrationsort entstehen. Zudem wurde gezeigt, dass
es auch zu gréBeren Chromosomenumlagerungen wie Translokationen und Duplikatio-
nen kommen kann (Tax und Vernon, 2001, Clark und Krysan, 2010). Solche Duplika-
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tionen und Translokationen kénnen die Ergebnisse der durchgeflihrten Versuche verfal-
schen, weswegen die Insertionsortbestimmung der neu zu charakterisierenden T-DNA-
Insertionsmutanten unumgénglich ist. Fir die Insertionsortbestimmung wurden mittels
PCR Fragmente mit einer Lange von circa 500 bp amplifiziert, die jeweils in 5’- und 3’-
Richtung aus der LB oder RB der T-DNA in die genomische DNA reichen. Die Sequen-
zierung erfolgte dann anhand des jeweiligen verwendeten genomischen Primers, sodass
die Bestimmung des Ubergangs von genomischer DNA zu der T-DNA (ber Sequenz-
abgleich durchgefiihrt werden konnte. Die beiden T-DNAs der Insertionslinien harp-2
(GABI_170B02) und harp-4 (GABI_771D06) liegen unweit voneinander entfernt in der
Mitte des Gens (Abbildung 3.3).

harp-2 harp-4
IGABI;17OBOZ| |GABI4771D06

AtHARP
(At1G48310)

1 5387 bp
AtHARP HP SNF2 Hc

1 673 AS

harp-2 Del 25 b
LB T-DNA B v

ATTTTTGTTG TAAATGGC...ACTTATAT ATGATCGCGT...

Del 14 bp Del 7 bp

harp-4
LB T-DNA
..CTTTGTTTCA AGTCCTTT...

Y.

[ 1T
Ins 24 bp: GGTCGTTATGTAGATTTCTCTATC  Del 8 bp

Abbildung 3.3: Aufbau des HARP-Gens und Insertionsortbestimmung der harp T-DNA-Mutanten.
AtHARP hat eine Lange von 5387 bp und ist in 24 Exons unterteilt. Die Integrationsorte der T-DNAs der Inser-
tionslinien harp-2 (GABI_170B02) und harp-4 (GABI_771D06) sind im oberen Bildabschnitt gekennzeichnet.
Die Linie harp-2 tragt eine Mehrfachinsertion, welche an beiden Seiten mit einer LB abschlie3t. Bei der in
5’-Orientierung gelegenen LB entstand eine 14 bp umfassende und bei der in 3’-Orientierung gelegenen LB
eine 7 bp umfassende Deletion der T-DNA. Zuséatzlich wurden angrenzend zu der LB in 3'-Orientierung 25 bp
der genomischen Sequenz von HARP deletiert. Der Insertionsort der Linie harp-4 konnte nur am 5’-Ende
sequenzgenau bestimmt werden. Dort befindet sich eine LB, welche um 8 bp verkirzt ist und von einer 24 bp
langen Insertion zwischen trunkierter LB und genomischer DNA gefolgt ist.

Die T-DNA-Insertion der Linie harp-2 befindet sich innerhalb des elften Introns zwischen
den Exons elf und zwdlf der insgesamt 24 Exons. Da sich auf beiden Seiten eine LB
befindet, wurden mindestens zwei T-DNAs hintereinander inseriert. An beiden LB-Enden
konnten Deletionen festgestellt werden. Bei der T-DNA in 5’-Richtung handelt es sich
um eine 14 bp umfassende und bei der T-DNA in 3’-Richtung um eine 7 bp umfassende
Deletion der LB. Zusatzlich zu diesen beiden Deletionen entstand auch eine 25 bp lange
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Deletion der genomischen DNA angrenzend der 5’-terminalen LB. Der Insertionsort ergibt
sich dadurch zwischen den Positionen 2231 und 2251 bp bezogen auf das Start-Codon
von HARP. Die T-DNA der Insertionslinie harp-4 befindet sich in Exon zwdlf. Hier liegt in
5’-Orientierung eine LB vor, welche um 8 bp deletiert wurde. Zuséatzlich befindet sich dazu
angrenzend eine 24 bp umfassende Insertion zwischen trunkierter LB und genomischer
DNA (GGTCGTTATGTAGATTTCTCTATC). Der von der LB ausgehende Insertionsort be-
findet sich an Position 2442 bp des Gens bezogen auf das Start-Codon von HARP. Auf
der anderen Seite der Insertion konnte weder eine LB noch eine RB durch PCR-Analysen
gefunden werden.

Auch die Insertionen der Linien ah2-3 (SALK_006334) und ah2-4 (SALK_137595) liegen
mittig im Gen (Abbildung 3.4). Die T-DNA der Linie ah2-3 liegt in Exon zwdlf und die
der Linie ah2-4 an der Exon/Intron-Grenze am 3’-Ende von Exon neun der insgesamt 25
Exons. Bei beiden Insertionslinien befinden sich randstandig LB-Sequenzen, weswegen
auch hier von mindestens zwei aufeinander folgenden T-DNAs am Insertionsort auszuge-
hen ist. Bei der Linie ah2-3 entstanden an beiden an die genomische DNA angrenzenden
LBs Deletionen. Bei der 5’ gelegenen LB umfasst diese 13 bp und bei der 3’ gelegenen LB
21 bp. Zusatzlich erfolgte eine Duplikation der Sequenz TTCAGTTT, welche sich daher in
5’- und 3’-Richtung der T-DNAs befindet. Der Insertionsort befindet sich zwischen den Po-
sitionen 3700 - 3770 bp genomischer DNA des Gens AHZ2 ab dem Start-Codon. Bei der in
5’-Richtung liegenden LB der Insertionslinie ah2-4 entstand eine 26 bp umfassende Inser-
tion zwischen LB und genomischer DNA (AATACACCACAATTTGTTATGCAGGA). Auch
angrenzend der in 3’-Richtung liegenden LB befindet sich eine Insertion. Diese umfasst
40bp (ATTGACGAATATCAGAGGAGTTTTCTAAGGTTGTCCAGGA) und ist gefolgt von
einer 4 bp langen Deletion (GGTA) der genomischen DNA. Der Insertionsort liegt somit
zwischen 3001 und 3007 bp der urspriinglichen Sequenz bezogen auf das Start-Codon
von AH2.

Expressionsanalysen

Mithilfe von Expressionsanalysen wurde der Einfluss der T-DNA-Insertionen auf die Ex-
pression der betroffenen Gene Uberprift. Dies ist notwendig, da beispielsweise durch
SpleiB3en Intron-Insertionen mit dem Intron entfernt werden kénnen und das Gen daher
trotz T-DNA-Insertion unbeeinflusst exprimiert werden kénnte. Die Expression der Gene
wurde mittels gRT-PCR in einem in 5’-Richtung der Insertion gelegenen Bereich, Uber
die Insertion und im Bereich in 3’-Richtung der T-DNA-Insertion gemessen. Dafir wur-
de die gesamt-RNA der Mutantenlinien und des Wildtyps Col-0 extrahiert, von welcher
bei der cDNA-Synthese mit Oligo(dT)-Primern fur alle Proben die gleiche Menge einge-
setzt wurde. Die Expressionen wurden auf das ebenfalls bei der gRT-PCR eingesetzte
Haushaltsgen ACTIN2 normalisiert. Die durch die Primerkombinationen A (im Gen in
5’-Richtung der T-DNA), B (die T-DNA tberspannend) und C (im Gen in 3-Richtung der T-
DNA) entstehenden Amplifikate haben im Wildtyp eine Lange von circa 200 bp. Bei dem
T-DNA Uberspannenden Primerpaar sollte bei der entsprechenden Insertionslinie kein
Produkt entstehen kénnen, da die Amplifikationsdauer so kurz gewahlt wurde, dass die
komplette Amplifikation der T-DNA nicht mdglich ist. Bei durch SpleiBvorgange entfernten
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Abbildung 3.4: Aufbau des AH2-Gens und Insertionsortbestimmung der ah2 T-DNA-Mutanten. AH2
hat eine Lange von 7202 bp und ist in 25 Exons unterteilt. Die Integrationsorte der T-DNAs der Insertions-
linien ah2-3 (SALK_006334) und ah2-4 (SALK_137595) sind im oberen Bildabschnitt gekennzeichnet. Bei
beiden Linien liegen Mehrfachinsertionen der T-DNAs vor, die an beiden Seiten mit einer LB abschlie3en.
Die endsténdigen LBs der Linie ah2-3 sind um 13 beziehungsweise 21 bp verklrzt. Zudem entstand eine
8 bp umfassende Duplikation genomischer DNA (unterstrichene Nukleotide) angrenzend zum Insertionsort
der T-DNAs. Bei der Linie ah2-4 entstanden an beiden Seiten Insertionen zwischen LB und angrenzender
genomischer DNA, welche an der 5-Seite 26 bp und an der 3’-Seite 40 bp umfasst. Zusatzlich wurden am
3’-Ende nach der Insertion 4 bp genomischer DNA deletiert.

Insertionen wirde hingegen ein Produkt entstehen. Aufgrund der rdumlichen N&he der
Insertionen der beiden Linien konnten fir beide Insertionslinien die gleiche Primerkombi-
nation B eingesetzt werden.

Die Ergebnisse der quantitativen Expressionsanalyse der harp-Insertionslinien sind in Ab-
bildung 3.5 dargestellt. Bei beiden Insertionslinien lie3 sich eine gesteigerte Expression
des Genabschnittes in 5’-Richtung der T-DNA im Vergleich zum Wildtyp feststellen (176 %
beziehungsweise 193 %). Mit dem die Insertion Uberspannenden Primerpaar wurde bei
beiden Insertionslinien nahezu keine Expression (0,033 % beziehungsweise 0,021 %) im
Vergleich zum Wildtyp gemessen. Bei der harp-2-Insertionslinie findet in 3’-Richtung der
T-DNA eine zum Wildtyp gesteigerte Genexpression statt (250,4 %), wohingegen bei der
harp-4-Insertionslinie nur eine geringe Expression (5,4 %) im Vergleich zum Wildtyp ge-
messen werden konnte. Da bei der harp-2-Insertionslinie mit dem T-DNA Gberspannen-
den Primerpaar keine Expression Uber die T-DNA gemessen wurde, wurde diese nicht
durch SpleiBvorgange aus der mRNA entfernt. Die erhéhte Expression in 5- und 3’-
Richtung der Insertionsstelle deutet darauf hin, dass das Protein trotz T-DNA-Insertion
gebildet werden kann. Jedoch wirden die Genfragmente bei der Translation wahrschein-
lich zu keinem funktionsfahigen Protein fliihren. Im Fall der harp-4-Insertionslinie zeigt die
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geringe Expressionsrate in 3’-Richtung der Insertion, dass auch hier Restprotein gebildet
werden kénnte. Jedoch wirde wie bei harp-2 die T-DNA eine korrekte Proteinbildung st6-
ren. Ebenso kénnte die Transkription durch die T-DNA-Insertion abgebrochen und inner-
halb der T-DNA neu gestartet werden, da sich Promotoren innerhalb der T-DNA befinden.
Dies kénnte zur Bildung von zwei mit hoher Wahrscheinlichkeit nicht funktionalen Prote-
infragmenten fihren. Wahrend es bei den mdéglicherweise gebildeten Proteinfragmenten
in 3’-Richtung der T-DNA zu einer Verschiebung des Leserasters kommen kann, ist dies
fir Fragmente in 5’-Richtung nicht der Fall. Solche Fragmente wirden jedoch nicht al-
le Doménen des Proteins beinhalten, sondern nur die Harp-Doméane und einen Teil der
SNF2-Domaéne. Dies gilt aufgrund der rdumlichen Nahe der T-DNA-Insertionen fir beide
Insertionslinien.
harp-2 harp-4

I GABI_170B02 I | GABI_771D06 |

» - | | - » -
AtHARP
(At1G48310)
5387 bp
A B C
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0 - 0 - =
A B C A B C
Primerkombination Primerkombination

Abbildung 3.5: Quantitative Expressionsanalyse der verwendeten harp-Insertionslinien. Das Expres-
sionsniveau wurde mithilfe dreier verschiedener Primerkombinationen mittels quantitativer RT-PCR getestet.
Die Primerpaare binden in 5’-Richtung der T-DNA-Insertion (A), Uberspannen diese im genomischen Bereich
(B) oder binden in 3'-Richtung der Insertion (C). Die ungefahre Lage der Primerpaare ist im oberen Bildab-
schnitt mit Pfeilen gekennzeichnet. Diese binden stets in Exons des Gens. Die als Matrize verwendete cDNA
wurde durch reverse Transkriptase unter Verwendung von Oligo(dT)-Primern aus der isolierten Gesamt-RNA
der Linien gewonnen. Die Expressionsdaten der Insertionslinien wurden auf die des ACTIN2 Haushaltsgens
normalisiert. Bei beiden harp-Insertionslinien konnte im Durchschnitt eine erhéhte Expression (176 % bezie-
hungsweise 193 %) des Genabschnittes in 5’-Richtung der T-DNA-Insertion (A) gemessen werden. Bei der
Primerkombination B wurde hingegen bei beiden Linien nahezu keine (0,033 % bei harp-2 beziehungsweise
0,021 % bei harp-4) detektiert. Die Expression in 3’-Richtung der T-DNA (C) betragt bei harp-2 circa 250 %
und bei harp-4 lediglich 5,4 % des Wildtyps. Die Saulen geben die Mittelwerte aus mindestens drei biologisch
unabhangigen Durchgangen an, die Fehlerbalken stellen die Standardabweichung der Mittelwerte dar.

Die Ergebnisse der quantitativen Expressionsanalyse der ah2-Insertionslinien sind in Ab-
bildung 3.6 dargestellt. Bei beiden Insertionslinien ist die Genexpression in 5’-Richtung
der Insertionsstelle vergleichbar hoch wie beim Wildtyp. Mit dem die Insertion Gberspan-
nenden Primerpaar wurde bei der ah2-3-Insertionslinie eine geringe Restexpression von
3,4 % detektiert, welche bei der ah2-4-Insertionslinie nahezu nicht vorhanden ist (0,027 %).
In 3'-Richtung der T-DNA war bei ah2-3 eine im Vergleich zum Wildtyp geringere Expres-
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sionsrate von 20 % festzustellen, wahrend bei ah2-4 wie bei den harp-Insertionslinien
eine gesteigerte Genexpression (456,5 %) gemessen wurde. Da bei allen harp- und ah2-
Insertionslinien eine Beeintrachtigung der Genexpression durch die inserierten T-DNAs
festgestellt wurde, konnten alle Linien flr die funktionale Untersuchung von HARP und
AH2 verwendet werden.
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Abbildung 3.6: Quantitative Expressionsanalyse der verwendeten ah2-Insertionslinien. Das Expressi-
onsniveau wurde mithilfe dreier verschiedener Primerkombinationen mittels quantitativer RT-PCR getestet.
Die Primerpaare binden in 5-Richtung der T-DNA-Insertion (A), Uberspannen diese im genomischen Be-
reich (B) oder binden in 3’-Richtung der Insertion (C). Die ungefahre Lage der Primerpaare ist im oberen
Bildabschnitt mit Pfeilen gekennzeichnet. Diese binden stets in Exonbereichen des Gens. Die als Matrize
verwendete cDNA wurde durch reverse Transkriptase unter Verwendung von Oligo(dT)-Primern aus der iso-
lierten Gesamt-RNA der Linien gewonnen. Die Expressionsdaten der Insertionslinien wurden auf die des
ACTIN2 Haushaltsgens normalisiert. Mit der Primerkombination A wurde durchschnittlich bei ah2-3 eine im
Vergleich zum Wildtyp geringere Expression (67,8 %) gemessen, wahrend diese bei ah2-4 der des Wildtyps
entspricht. Die Expression mit den Insert-Uberspannenden Primern (B) liegt bei 3,35 % bei ah2-3 bezie-
hungsweise bei 0,027 % bei ah2-4. In 3’-Richtung der Insertion (C) konnte bei ah2-3 eine im Vergleich zum
Wildtyp verminderte Expression von 20 % gemessen werden, wahrend diese bei ah2-4 um 356,5 % erhdht
ist. Die Saulen geben die Mittelwerte aus mindestens drei biologisch unabhangigen Durchgangen an, die
Fehlerbalken stellen die Standardabweichung der Mittelwerte dar.

3.1.2 Sensitivitaten von harp- und ah2-Insertionsmutanten gegeniiber ge-
notoxischem Stress

Menschliche HARP-defiziente Zelllinien zeigen unter anderem erhdhte Sensitivitadten ge-
gentber den genotoxischen Agenzien CPT, MMC, und HU. AH2-defizienten Zellen konn-
ten Sensitivitdten gegentber CPT, Cisplatin und HU nachgewiesen werden. Bei allen der
Genotoxine handelt es sich um Replikationsstress verursachende Chemikalien, weswe-
gen den Annealing Helikasen im Menschen eine Funktion in der Antwort auf Replika-
tionsstress nachgesagt wird. Um die Rolle der putativen Homologe der Annealing He-
likasen in Arabidopsis zu untersuchen, wurden harp- und ah2-Insertionslinien auf ihre
Sensitivitdten gegenuber der Agenzien CPT, MMC und HU getestet. Um eventuelle In-
teraktionen bei der Antwort auf die verschiedenen DNA-Schaden zu Uberprifen, wurden
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zudem durch Kreuzungen harp ah2 Doppelmutanten erzeugt, welche parallel zu den Ein-
zelmutanten und dem Wildtyp Sensitivitatstests unterzogen wurden. Daflir wurden sieben
Tage alte Keimlinge, welche unter sterilen Bedingungen auf GM Festmedium angezogen
wurden, in 6-Well-Plates mit Fliissigmedium umgesetzt. Am Folgetag wurden die Geno-
toxine in verschiedenen Endkonzentrationen hinzugegeben und die Keimlinge darin fir
zwei Wochen inkubiert. Die steigenden Konzentrationen beeintréchtigten entsprechend
verstarkt das Wachstum aller Linien, inbegriffen das des Wildtyps. Nach der Inkubation
wurde das Frischgewicht mithilfe einer Analysenwaage bestimmt und flr die Auswertung
relativ zu den Frischgewichten der unbehandelten Pflanzen der jeweiligen Linie im di-
rekten Vergleich dargestellt. Die Sensitivitatstests erfolgten in mindestens drei biologisch
unabhangigen Durchgangen. Es wurden beide Insertionslinien von sowohl harp als auch
ah2 miteinander gekreuzt, weswegen durch die verschiedenen Kombinationsméglichkei-
ten der Linien insgesamt vier Doppelmutantenlinien etabliert wurden. Da sich diese in den
Sensitivitatstests stark &hneln, werden exemplarisch die Ergebnisse der Doppelmutanten
harp-2 ah2-3 und harp-4 ah2-4 in diesem Kapitel dargestellt, wéhrend die Diagramme
der Sensitivitdtstest mit den Doppelmutantenlinien harp-2 ah2-4 und harp-4 ah2-3 dem
Anhang dieser Arbeit (Abbildungen A.1-A.3) zu entnehmen sind.

Die Ergebnisse der Sensitivitatstests mit dem Genotoxin MMC sind in Abbildung 3.7 dar-
gestellt. Sowohl bei der Doppelmutante harp-2 ah2-3, als auch bei der Linie harp-4 ah2-4
lassen sich fir alle getesteten Konzentrationen keine signifikanten Wachstumsunterschie-
de der Doppelmutanten und der Einzelmutanten gegeniber dem Wildtyp feststellen. Dies
ist auch bei den Sensitivitatstests mit HU der Fall (Abbildung 3.8). Ein anderes Ergebnis
zeigt sich bei dem Genotoxin CPT, welches in Abbildung 3.9 dargestellt ist. Nach Be-
handlung mit 50 und 100 uM CPT weisen die beiden harp-Insertionslinien keinen Wachs-
tumsdefekt auf, wohingegen beide ah2 Einzelmutanten ein deutlich verringertes relati-
ves Frischgewicht zeigen. Dies ist bei der geringsten verwendeten Konzentration (50 uM
CPT) am deutlichsten zu sehen und liegt hier bei circa 60 % des Wildtyps. Die beiden
Doppelmutanten verhalten sich bezuglich ihrer Sensitivitat wie der Wildtyp und die harp-
Insertionslinien. Demnach wird durch den Ausfall von HARP in AH2-defizienten Pflanzen-
linien die Sensitivitat der ah2-4-Mutantenlinie aufgehoben.

3.1.3 AtHARP in der homologen Rekombination

Fir die Annealing Helikasen HsHARP und HsAH2 wird eine Funktion in verschiedenen
zellularen Prozessen postuliert, Annealing-Aktivitaten werden beispielsweise fur die Re-
gression von blockierten Replikationsgabeln benétigt. Aber auch bei dem Annealing ho-
mologer Sequenzabschnitte bei allen Mechanismen der HR kénnten Annealing Helikasen
eine Rolle spielen (Ubersicht: Wu, 2012). Um die mdgliche Funktion von AtHARP in der
HR zu untersuchen, wurden mit den Insertionslinien harp-2 und harp-4 Rekombinations-
tests durchgeflhrt.

Hierfir wurden die beiden Insertionslinien mit Reporterkonstrukt tragenden Linien ge-
kreuzt und in der F2-Generation Gber PCR-basierte Genotypisierungen diejenigen Pflan-
zen identifiziert, welche das Reporterkonstrukt homozygot tragen und entweder homozy-
gote Insertionsmutanten oder homozygot beziglich des Wildtyp-Allels von HARP waren.
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Abbildung 3.7: Reparatur von DNA-Schiaden nach MMC-Behandlung in harp ah2 Einzel- und Doppel-
mutanten. Die Insertionslinien harp-2, harp-4, ah2-3, ah2-4 sowie deren Doppelmutanten harp-2 ah2-3 und
harp-4 ah2-4 wurden mit 5, 10, 15 und 20 ug/ml MMC behandelt. Dargestellt ist das zu den unbehandel-
ten Pflanzen relative Frischgewicht nach Behandlung der einzelnen Linien im Vergleich zum Wildtyp. Die
Einzel- und Doppelmutanten zeigen eine mit dem Wildtyp vergleichbare Sensitivitat. Die Saulen geben die
Mittelwerte aus mindestens drei biologisch unabhangigen Durchgéngen an, die Fehlerbalken stellen die
Standardabweichung der Mittelwerte dar.

Diese Pflanzen wurden weiter vermehrt und das Saatgut der nachsten Generation wur-
de fUr mutageninduzierte Rekombinationstests verwendet. Bei den Rekombinationskon-
strukten handelte es sich um DGU.US zum Nachweis der Reparatur von DNA-Schaden
Uber SSA, DU.GUS und DGU.US zum Nachweis der Reparatur iber SDSA und IC9 zum
Nachweis der Reparatur Gber interchnromosomale HR. Die Reporterkonstrukte sind in Ka-
pitel 2.2.18 im Detail beschrieben und sind in Abbildung 3.10 schematisch dargestellt.
Mittels Genotoxininduktion kénnen spontane HR-Raten mit induzierten HR-Raten in den
Linien verglichen werden. Jedoch induzieren Genotoxine unspezifisch DNA-Schaden, so-
dass im Falle des DGU.US-Konstruktes nicht nur von Reparaturereignissen durch SSA
ausgegangen werden kann. Entsteht ein DNA-Schaden auBerhalb der Linkersequenz der
GUS-Fragmente, kann es auch durch andere Reparaturwege zur Restauration des Repor-
tergens kommen. Durch |-Scel-Erkennungssequenzen innerhalb der Linkersequenzen in
den Konstrukten DGU.US, DU. und IU.GUS lassen sich spezifisch DSBs innerhalb die-
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Abbildung 3.8: Reparatur von DNA-Schaden nach HU-Behandlung in harp ah2 Einzel- und Doppel-
mutanten. Die Insertionslinien harp-2, harp-4, ah2-3, ah2-4 sowie deren Doppelmutanten harp-2 ah2-3 und
harp-4 ah2-4 wurden mit 0,5, 1, 2 und 4 mM HU behandelt. Dargestellt ist das zu den unbehandelten Pflan-
zen relative Frischgewicht nach Behandlung der einzelnen Linien im Vergleich zum Wildtyp. Die Einzel- und
Doppelmutanten zeigen eine mit dem Wildtyp vergleichbare Sensitivitdt. Die S&ulen geben die Mittelwerte
aus mindestens drei biologisch unabhangigen Durchgéngen an, die Fehlerbalken stellen die Standardabwei-
chung der Mittelwerte dar.

ser Sequenzen induzieren. Hierfir mussen Reporterkonstrukt tragende Linien mit |-Scel-
Expressionskassette tragenden Linien gekreuzt werden.

Far die Rekombinationstests mit Genotoxininduktion wurden Arabidopsis-Keimlinge steril
auf GM Festmedium angezogen und nach sieben Tagen in GM Flissigmedium umge-
setzt. Am nachsten Tag erfolgte die Bleomycin- beziehungsweise MMC-Zugabe, durch
welche sich eine Endkonzentration der Genotoxine von 5 pug/ml im Medium ergab. Fir
die Analyse der Reparatur spontan auftretender Rekombinationsereignisse wurde bei
jeweils der Halfte der Pflanzen kein Genotoxin hinzugegeben. Nach weiteren sechs Ta-
gen Inkubation fand die histochemische Farbung statt: die Pflanzen wurden aus dem
GM Flassigmedium in X-GlcA-haltige Farbelésung Uberflihrt und darin fir zwei Tage bei
37 °C inkubiert. Dabei konnte das restaurierte GUS-Reportergen das kinstliche Substrat
X-GIcA zu einem unléslichen Indigofarbstoff umsetzen. Nach Entfarbung der Pflanzen in
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Abbildung 3.9: Reparatur von DNA-Schaden nach CPT-Behandlung in harp ah2 Einzel- und Doppel-
mutanten. Die Insertionslinien harp-2, harp-4, ah2-3, ah2-4 sowie deren Doppelmutanten harp-2 ah2-3 und
harp-4 ah2-4 wurden mit 50, 100 und 200 uM CPT behandelt. Dargestellt ist das zu den unbehandelten
Pflanzen relative Frischgewicht nach Behandlung der einzelnen Linien im Vergleich zum Wildtyp. Die bei-
den harp-Insertionslinien weisen keine Sensitivitdt gegentiber CPT-Behandlung auf, wahrend die beiden
ah2 Einzelmutanten ein deutlich geringeres relatives Frischgewicht zeigen. Dies ist bei 50 uM CPT am deut-
lichsten erkennbar. Hier liegt das Frischgewicht der ah2 Einzelmutanten bei circa 60 % des Wildtyps. Bei
den jeweiligen Doppelmutanten ist die Sensitivitdt der ah2 Einzelmutante aufgehoben. Die Saulen geben
die Mittelwerte aus mindestens drei biologisch unabhéngigen Durchgéngen an, die Fehlerbalken stellen die
Standardabweichung der Mittelwerte dar. Signifikanzniveaus wurden mit Klammern (ber den jeweiligen Bal-
ken gekennzeichnet (p < 0,001: ***, 0,01 > p > 0,001: **, 0,05 > p > 0,01: *), nicht signifikante Ergebnisse
wurden nicht gekennzeichnet.
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vergalltem EtOH konnte die Rekombinationsrate durch Ausz&hlen der blauen Sektoren
im Pflanzengewebe bestimmt werden. Die Auswertung erfolgte relativ zum Wildtyp.

Die Ergebnisse der Rekombinationstests mit harp-2 und harp-4 und den Rekombinati-
onskonstrukten DGU.US, DU.GUS und IU.GUS sind in Abbildung 3.11 dargestellt, die
Ergebnisse der Rekombinationstests im 1C9-Reporterhintergrund sind Abbildung 3.12
zu entnehmen. Bei den Reporterkonstrukten DGU.US, DU.GUS und IU.GUS findet bei
beiden Insertionslinien eine Reduktion der HR statt. Dies ist sowohl im uninduzierten
Zustand, als auch nach Schadensinduktion durch genotoxische Agenzien der Fall. Bei
Verwendung des DGU.US-Konstruktes zur Detektion von somatischen HR-Ereignissen
durch SSA Iasst sich sowohl im uninduzierten als auch im Bleomycin-induzierten Zustand
ein Ruckgang der HR zwischen 40 und 60 % des Wildtyps feststellen. Die Schadensin-
duktion fir die Konstrukte DU.GUS und IU.GUS zum Nachweis von SDSA-Ereignissen
erfolgte durch MMC, da dies fiir diese Konstrukte einen deutlicheren Effekt erzielt als
Bleomycin-Induktion. Bei DU.GUS ist die deutliche relative Abnahme der Rekombinati-
onsrate in den Insertionslinien durch MMC-Zugabe nochmals gréBer als im uninduzier-
ten Zustand. Im uninduzierten Zustand betragen die relativen HR-Raten circa 60-70 %
des Wildtyps und im induzierten Zustand circa 20-30 % des Wildtyps. Fir die Rekom-
binationsraten der harp-2 Linie mit DU.GUS im uninduzierten Zustand konnte aufgrund
groBBer Schwankungen der Anzahl von blauen Sektoren zwar ein deutlicher, jedoch kein
signifikanter Rickgang der HR detektiert werden. Anhand der Daten der harp-4-Linie
konnte ein signifikanter Rickgang der HR bestétigt werden. Die Tendenz der Abnahme
der HR-Ereignisse ist ebenfalls bei dem 1U.GUS-Konstrukt zu verzeichnen, jedoch sind
die Unterschiede zwischen uninduziertem (circa 40 - 70 % des Wildtyps) und induziertem
Zustand (circa 25-40 % des Wildtyps) hier weniger stark ausgepragt als beim DU.GUS-
Konstrukt.

Bei den Linien im IC9-Hintergrund konnte uninduziert keine Veranderung der HR-Raten
in den Mutantenlinien im Vergleich zum Wildtyp festgestellt werden. Bei der harp-4-Linie
konnte nach Bleomycin-Induktion eine signifikante Reduktion der HR nachgewiesen wer-
den, welche circa 20 - 60 % des Wildtyps entspricht.

Zur Uberpriifung der Rekombinationsraten nach spezifischer DSB-Induktion innerhalb
der Linkersequenzen der Reporterkonstrukte wurden I-Scel-induzierte Rekombinations-
tests im DGU.US, DU.GUS und IU.GUS-Reporterhintergrund durchgefihrt. Hierflr wur-
den die bereits fir mutageninduzierte Rekombinationstests verwendeten homozygoten
Linien in I-Scel-exprimierende Linien eingekreuzt, welche ebenfalls homozygot bezlglich
der T-DNA-Insertion in HARP beziehungsweise des Wildtyp-Allels waren. Das daraus re-
sultierende Saatgut wurde direkt fir die Rekombinationstests eingesetzt. Es war dement-
sprechend hemizygot bezliglich des Reporterkonstruktes und der I-Scel Expressions-
kassette und homozygot bezuglich der T-DNA-Insertion in HARP beziehungsweise des
Wildtyp-Allels. Die Anzucht der Keimlinge fir die Rekombinationstests erfolgte auf gen-
tamycinhaltigem GM Festmedium. Da flr die Kreuzungen stets die I-Scel-exprimierende
Linie als Vaterpflanze verwendet wurde, konnte durch die Verwendung des Selektions-
mediums sichergestellt werden, dass die Bestaubung durch die gewéhlte Vaterpflanze
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A) DGU.US B)  DU.IU.GUS C) IC9
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Abbildung 3.10: Schematische Darstellung der verwendeten GUS-Reporterkonstrukte. Alle Reporter-
konstrukte basieren auf einem nichtfunktionalen GUS-Reportergen, welches bei jedem Konstrukt (iber einen
spezifischen Reparaturweg zu einem funktionalen GUS-Gen restauriert werden kann. Das DGU.US Re-
porterkonstrukt dient dem Nachweis der Reparatur von DNA-Schaden tber SSA. Das GUS-Gen ist durch
eine Linkersequenz in zwei Halften unterteilt, wobei die endstandigen U-Sequenzen Uberlappen (A). Die
DU.GUS und IU.GUS-Konstrukte dienen dem Nachweis der Reparatur Gber SDSA. Auch sie tragen ein
durch eine Linkersequenz in zwei Halften unterteiltes GUS-Gen, jedoch gibt es bei diesem Konstrukt keine
Sequenziiberlappungen. Die zur Reparatur benétigte homologe Sequenz (U) befindet sich N-terminal des
nichtfunktionalen GUS-Gens und liegt bei DU.GUS in direkter Orientierung zum Gen vor (obere Darstellung),
wahrend sie bei IU.GUS in inverser Orientierung befindet (untere Darstellung; B). Die roten Dreiecke (ber
der Linkersequenz der DGU.US und DU./IU.GUS-Konstrukte markieren eine I-Scel-Schnittstelle, Gber die
in I-Scel-induzierten Rekombinationstests spezifische DSBs eingefligt werden kénnen. Das 1C9-Konstrukt
dient dem Nachweis von interchromosomaler HR. Die beiden Halften des GUS-Gens liegen hierbei in umge-
kehrter Reihenfolge zueinander vor (C).

erfolgte. Nach zweiwdchiger Inkubation auf dem Festmedium erfolgte die Farbung und
Auswertung der Rekombinationstests analog zu den genotoxininduzierten Rekombinati-
onstests. Die Ergebnisse der I-Scel-induzierten Rekombinationstests sind in Abbildung
3.13 dargestellt. Mit allen drei getesteten Reporterkonstrukten konnte bei beiden Inserti-
onslinien ein deutlicher Riickgang der somatischen HR im Vergleich zum Wildtyp festge-
stellt werden. Dieser betragt mit dem DGU.US-Konstrukt zwischen 20 und 30 % und mit
den Konstrukten DU.GUS und 1U.GUS zwischen 50 und 80 %.

3.2 Untersuchungen zur Funktion von REV3 in A. thaliana

Der TLS-Polymerase POL( wurden in Arabidopsis bereits Funktionen in der Reaktion auf
verschiedene DNA-Schaden nachgewiesen. REV3 ist die katalytische Untereinheit der
TLS-Polymerase POL(. Atrev3-Insertionslinien reagieren hypersensitiv auf die genotoxi-
schen Agenzien MMC, MMS, Cisplatin, sowie UV-B- und Gammastrahlung (Sakamoto
et al., 2003, Takahashi et al., 2005). Um diese Funktionen weiter zu untersuchen, wur-
den im Rahmen der vorliegenden Arbeit Komplementationsstudien und Doppelmutanten-
analysen durchgefiihrt. Fir die Komplementationsstudien wurde eine REV3-defiziente
Pflanzenlinie zum einen mit einem Wildtyp-Konstrukt und zum anderen mit Konstrukten
transformiert, welche Punktmutationen in konservierten Aminosauren der Polymerasedo-
manen tragen. Mit den daraus etablierten homozygoten single locus-Linien wurden Sen-
sitivitatstests durchgefiihrt, um die Rolle der zwischen verschiedenen Organismen hoch
konservierten Aminosauren in REV3 im Zusammenhang mit dessen Funktion bei der
Reaktion auf verschiedene genotoxische Agenzien zu analysieren. Die durchgefiihrten
Doppelmutantenanalysen dienten der Zuordnung von REV3 in die verschiedenen Wege
der Reaktion auf bestimmte DNA-Schaden. Hierflir wurden rev3-Insertionslinien mit Mu-
tanten der Reparaturfaktoren MUS81, RECQ4A und ATR gekreuzt und die etablierten
Doppelmutanten in Sensitivitatstests untersucht.
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Abbildung 3.11: Rekombinationsraten der harp-Insertionslinien vor und nach Mutageninduktion. Mit-
hilfe der Reporterkonstrukte DGU.US, DU.GUS und IU.GUS wurde die somatische Rekombinationsrate in
den Insertionslinien harp-2 und harp-4 untersucht. Dies geschah uninduziert, sowie induziert durch Genoto-
xinzugabe (Bleomycin bei DGU.US, MMC bei DU. und 1U.GUS; Endkonzentration: 5 pg/ml). Mit Ausnahme
der Mutantenlinie harp-2 im DU.GUS-Hintergrund im uninduzierten Zustand, welche zwar einen deutlichen,
jedoch nicht signifikanten Riickgang der HR aufweist, konnte durch alle untersuchten Reporterkonstrukte
ein signifikanter Rickgang der HR in den beiden harp-Insertionslinien nachgewiesen werden. Die S&ulen
geben die Mittelwerte aus drei biologisch unabhangigen Durchgéngen an, der Fehlerbalken stellt die Stan-
dardabweichung der Mittelwerte dar. Die berechneten Signifikanzniveaus wurden mit Klammern Uber den
jeweiligen Balken gekennzeichnet (p < 0,001: ***, 0,01 > p > 0,001: **, 0,05 > p > 0,01: *), nicht signifikante
Ergebnisse wurden nicht gekennzeichnet.
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Abbildung 3.12: Rekombinationsraten der harp-Insertionslinien vor und nach Mutageninduktion: 1C9-
Konstrukt. Mithilfe des Reporterkonstruktes IC9 wurde die somatische Rekombinationsrate in den Inserti-
onslinien harp-2 und harp-4 untersucht. Dies geschah uninduziert, sowie induziert durch Bleomycinzugabe
(Endkonzentration: 5 ug/ml). Uninduziert konnte kein Unterschied der Rekombinationsraten des Wildtyps und
der Insertionslinien festgestellt werden. Nach Induktion von DNA-Schaden durch Bleomycin zeigt die Inserti-
onslinie harp-4 einen signifikanten Rickgang der HR. Die Saulen geben die Mittelwerte aus drei biologisch
unabhangigen Durchgéngen an, der Fehlerbalken stellt die Standardabweichung der Mittelwerte dar. Die be-
rechneten Signifikanzniveaus wurden mit Klammern tber den jeweiligen Balken gekennzeichnet (p < 0,001:
*** 0,01 >p>0,001:** 0,05 >p > 0,01: *), nicht signifikante Ergebnisse wurden nicht gekennzeichnet.

Insgesamt wurden fiir die durchgefihrten Arbeiten drei T-DNA-Insertionslinien verwen-
det: rev3-2 (SALK_029237), rev3-3 (SALK_067237) und rev3-5 (SALK_126789). Fur
Komplementationsstudien wurde die Mutante rev3-2 eingesetzt, wahrend zur Etablie-
rung von Doppelmutanten mit anderen Faktoren der DNA-Reparatur von Arabidopsis
flr Sensitivitatstests die Insertionslinien rev3-3 und rev3-5 verwendet wurden. Die rev3-
2-Insertionslinie tragt eine reziproke Chromosomentranslokation zwischen den Chromo-
somen | und V, welche durch die inserierte T-DNA auf Chromosom | verursacht wurde
(Curtis et al., 2009). Aus diesem Grund wurde zusatzlich die Insertionslinie rev3-5 neu
charakterisiert und bei den Doppelmutantenanalysen mit der bereits charakterisierten Li-
nie rev3-3 mitgefihrt (Sakamoto et al., 2003).

3.2.1 Charakterisierung der T-DNA Insertionsmutante rev3-5

Zur Charakterisierung der rev3-5-Insertionslinie analog zu den Mutantenlinien der An-
nealing-Helikasen eine Insertionsortbestimmung und Expressionsanalyse durchgefiihrt.

Insertionsortbestimmung

Die Insertion der rev3-5-Insertionslinie befindet sich im Intron acht zwischen den Exons
acht und neun der insgesamt 22 Exons und liegt somit im Vergleich der Insertionen der
Linien rev3-2 (13. Exon) und rev3-3 (Ubergang 14. Intron/15. Exon) weiter vorne im Gen.
Die Ergebnisse der Insertionsortbestimmung sind in Abbildung 3.14 dargestellt und zei-
gen, dass sich auf jeder Seite der Insertion eine LB befindet, weswegen es sich um eine
Mehrfachinsertion von T-DNAs handelt. Bei beiden LBs am Ubergang zur genomischen
DNA fand eine Deletion am &uBersten Bereich der LB statt, sodass bei der 5’ liegen-
den LB 8bp und bei der 3’ liegenden LB 2bp fehlen. Im Bereich der 3’ gelegenen LB
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Abbildung 3.13: Rekombinationsraten der harp-Insertionslinien nach I-Scel-Induktion. Mithilfe der Re-
porterkonstrukte DGU.US, DU.GUS und IU.GUS wurde die somatische Rekombinationsrate in den Inserti-
onslinien harp-2 und harp-4 nach I-Scel-Induktion untersucht. Die Erkennungssequenz der Meganuklease
I-Scel befindet sich innerhalb der Linkersequenz der Reporterkonstrukte. Somit werden in diesen Rekombi-
nationstests spezifische DSBs in den Reporterkonstrukten induziert. Sowohl fir harp-2, als auch flr harp-4
ist eine signifikante Abnahme der Rekombinationsrate in allen getesteten Konstrukten im Vergleich zum
Wildtyp festzustellen. Der Rickgang bei DU.GUS und 1U.GUS ist hierbei starker als der bei DGU.US. Die
relativen Rekombinationsraten betragen bei DGU.US etwa 70 % und bei IU. beziehungsweise DU.GUS etwa
40 % des Wildtyps. Die Saulen geben die Mittelwerte aus drei biologisch unabh&ngigen Durchgangen an, der
Fehlerbalken stellt die Standardabweichung der Mittelwerte dar. Signifikanzniveaus wurden mit Klammern
Uber den jeweiligen Balken gekennzeichnet (p < 0,001: ***, 0,01 > p > 0,001: **, 0,05 > p > 0,01: *).
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kam es zudem zu einer 31 bp umfassenden Deletion genomischer DNA (TGGTAGTTT-
TATCTTCTTTTATATCACAATA) und der Insertionsort der T-DNAs ergibt sich zwischen
den Positionen 1826 und 1857 bp in Bezug auf das Start-Codon der genomischen Gen-

sequenz.
rev3-5 rev3-2 rev3-3
SALK_02937 | | SALK_067237 |

AtREV3
(At1G67500)

1 9201 bp

REV7 B-POL ZNF ZNF

AtREV3 H-' [AVZR | V/ o | | BV

1 1890 AS

rev3-5

Del 31 bp
LB T-DNA LB

...ATATATTGTG GTGTAAAC...GGTGTTAT CTGAAACAAT....

Del 8 bp Del 2 bp

Abbildung 3.14: Ubersicht iiber alle verwendeten rev3 Insertionslinien und Insertionsortbestimmung
der rev3-5-Insertionslinie. REV3 hat eine Lange von 9201 bp und ist in 22 Exons unterteilt. Im oberen
Bildabschnitt sind die Integrationsorte der Insertionslinien rev3-2 (SALK_029237), rev3-3 (SALK_067237)
und rev3-5 (SALK_126789) gekennzeichnet. Das Genprodukt von REV3 umfasst 1890 AS und tragt mehrere,
zwischen Organismen stark konservierte Regionen: die N-terminale Region (N-T), eine REV7-Bindedoméne
(REV?7), eine typisch fiir B-Polymerasen aufgebaute Polymerasedoméne (B-POL) sowie zwei Zinkfingermoti-
ve (ZNF). Im unteren Bildabschnitt ist die Insertionsortbestimmung der Insertionslinie rev3-5 dargestellt. Da
beide Seiten der Insertion mit einer LB abschlieen, liegt eine Mehrfachinsertion von T-DNAs vor. Bei beiden
zur genomischen DNA abgrenzenden LBs kam es zu einer kurzen Deletion, welche bei der 5’ gelegenen LB
8bp und bei der 3’ gelegenen LB 2bp umfasst. Zuséatzlich wurde angrenzend zu der 3’ gelegenen LB eine
31 bp umfassende Deletion genomischer DNA festgestellt.

Expressionsanalyse

Da die inserierte T-DNA der rev3-5-Insertionslinie im Intron liegt, musste zwingend tber-
prift werden, ob diese eventuell durch SpleiBen der pra-mRNA entfernt wurde. In der
gRT-PCR wurden drei Primerpaare eingesetzt. Diese binden in 5’-Richtung der T-DNA,
die T-DNA Uberspannend oder in 3’-Richtung der T-DNA-Insertion. In Abbildung 3.15 sind
die gemittelten Ergebnisse der Expressionsanalysen aus drei unabhangigen biologischen
Durchgangen dargestellt. In 5’-Richtung der T-DNA wurde eine zum Wildtyp vergleichbar
starke Expression des Gens gemessen. Mit dem T-DNA (berspannenden Primerpaar
konnte nahezu keine (0,28 %) Expression im Vergleich zum Wildtyp detektiert werden,
wahrend in 3’-Richtung der Insertion kein Unterschied der Expression zu dem Wildtyp
festgestellt werden konnte. Da mit der Primerkombination Uber die T-DNA-Insertionsstelle
nahezu kein Produkt gebildet wurded, wurde die T-DNA nicht durch SpleiBvorgange ent-
fernt. Ein Expressionsprodukt wirde daher aufgrund der vorliegenden T-DNA-Insertion
mit hoher Wahrscheinlichkeit kein funktionales Protein bilden.
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Abbildung 3.15: Quantitative Expressionsanalyse der rev3-5-Insertionslinie. Das Expressionsniveau
wurde mithilfe dreier verschiedener Primerkombinationen mittels quantitativer RT-PCR getestet. Die Primer-
paare binden in 5’-Richtung der T-DNA-Insertion (A), Gberspannen diese im genomischen Bereich (B) oder
binden in 3’-Richtung der Insertion (C). Die ungeféhre Lage der Primerpaare ist im oberen Bildabschnitt mit
Pfeilen gekennzeichnet. Diese binden stets in Exonbereichen des Gens. Die als Matrize verwendete cDNA
wurde durch reverse Transkriptase unter Verwendung von Oligo(dT)-Primern aus der isolierten Gesamt-RNA
der Linien gewonnen. Die Expressionsdaten der Insertionslinien wurden auf die des ACTIN2 Haushaltsgens
normalisiert. Mit den Primerkombinationen A und C konnte keine veranderte Genexpression in der Inserti-
onslinie im Vergleich zum Wildtyp detektiert werden. Uber die T-DNA-Insertion (B) betragt die Expression in
der Insertionslinie 0,28 % des Wildtyps.

3.2.2 Komplementationsstudien mit REV3

Um die Funktionsweise von REV3 in Arabidopsis weiter zu untersuchen, wurden Komple-
mentationsstudien durchgefihrt. REV3 besitzt drei zwischen verschieden Organismen
hoch konservierte Regionen: die N-terminale Doméne, die REV7-Bindedoméne sowie die
Polymerasedoméne. Die Polymerasedoméne ist fir die Katalyse der Polymerisierungsre-
aktionen notwendig und tragt sechs konservierte Regionen |- VI, dabei ist das Level der
Konservierung bei Region | am héchsten und Region VI am niedrigsten. Anhand der Da-
ten der Sequenzvergleiche aus Sakamoto et al., 2003, sowie bereits Bekanntem zu der
allgemeinen Funktionsweise von Polymerasen wurden zwei stark konservierte AS in der
Polymerasedoméne von REV3 ausgewahlt, welche durch Punktmutationen durch andere
AS ausgetauscht wurden. Bei diesen AS handelt es sich um AS innerhalb der Motive A
und C, welche an der Bildung des aktiven Zentrums des Proteins beteiligt sind. In Mu-
tagenesestudien mit Phagen wurde gezeigt, dass die betroffene AS in Motiv A an der
Polymerisierungsreaktion und die in Motiv C wahrscheinlich an Translokationsreaktionen
beteiligt ist (Bernad et al., 1990).
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Abbildung 3.16: Ubersicht der verwendeten REV3 Komplementationskonstrukte. Dargestellt ist eine
schematische Ubersicht (iber die verwendeten Komplementationskonstrukte. Das Wildtyp-Konstrukt wurde
Uber In-Fusion Klonierung hergestellt (Abbildung 3.17). Es besteht zum vorderen Teil aus cDNA und zum
hinteren Teil aus gDNA von REVS3. Eingefasst sind cDNA und gDNA von dem natlrlichen Promotor (P)
und Terminator (T) des Gens. Die Expression des Konstruktes fiihrt zu einem natirlichen REV3 Genpro-
dukt. Innerhalb der Polymerasedoméne (hellblau) des Proteins liegen sechs stark konservierte Regionen
I- VI, welche wiederum die fiir die Ausbildung des aktiven Zentrums des Proteins wichtigen Motive A, B
und C enthalten. Die Punktmutationen tragenden Konstrukte wurden mittels zielgerichteter Mutagenese des
Wildtyp-Konstrukt tragenden Plasmids hergestellt. Sie enthalten Punktmutationen in Motiv A beziehungswei-
se in Motiv C, wobei es sich jeweils um D—A Substitutionen handelt. Die betroffenen Asparaginsauren sind
im oberen Teil der Abbildung rot dargestellt. Zur Selektion erfolgreicher Transformationsereignisse und zur
Etablierung von homozygoten single locus-Linien wurde die bereits in pPZP221 vorhandene Gentamycin-
Resistenzkassette (P - Gent? - T) genutzt. LB und RB grenzen die T-DNA ab, welche den in Pflanzen
Ubertragenen Abschnitt des Vektors darstellt.

Fur die in dieser Arbeit durchgeflihrten Komplementationsstudien wurde die rev3-2-Insert-
ionslinie mit drei verschiedenen Konstrukten komplementiert (Abbildung 3.16). Bei dem
ersten Konstrukt handelt es sich um ein Wildtyp-Konstrukt, welches das aus cDNA und
gDNA kombinierte Genkonstrukt unter der Kontrolle des natlrlichen Promotors und Termi-
nators des Gens tragt. Als Terminator und Promotor wurden die genomischen Bereiche in
5’-Richtung (718 bp) und 3’-Richtung (945 bp) des Gens bis zu den jeweils angrenzenden
Genen gewahlt.

Die Verknupfung der insgesamt drei Fragmente mit dem durch Xmal und Sall lineari-
sierten Plasmid pPZP221 erfolgt Uber eine In-Fusion Reaktion (Abbildung 3.17). Hierfr
wurden die einzelnen Fragmente zun&chst Uber PCR amplifiziert. Als Matrize fur das
Promotor- (718 bp) und das 3’-ORF/Terminator gDNA-Fragment (1465 bp) diente geno-
mische DNA aus Col-0, wahrend flr das gréBte, mittlere Fragment (5113 bp) aus Col-0
isolierte cDNA genutzt wurde. Durch die Verwendung von cDNA konnte statt mit der
umfangreichen genomischen Sequenz von REV3 (9201 bp) mit kiirzeren Sequenzen ge-
arbeitet werden. Durch die zusatzliche Verwendung von gDNA enthielt das Konstrukt wei-
terhin Introns, welche nicht von Prokaryoten herausgesplei3t werden kénnen. Dadurch
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konnte die, wenn auch unwahrscheinliche, Expression eines funktionellen Proteins in E.
coli und A. tumefaciens ausgeschlossen werden.

Amplifikation der Fragmente, Anhangen spezifischer Homologiebereiche

FeoNAT T T
718 bp 5113 bp 945 520 bp
] REV3 cDNA B
/n-Fusion Reaktion \
X X X X
pPZP221*Xmal \ \ REV3 cDNA \ \ pPZP211*Sall
* In-Fusion Kit
pPZP221*Xmal P [ REV3 cDNA [TgDNA"| T | pPzP211*sal

. /

Abbildung 3.17: In-Fusion Reaktion zur Herstellung des REV3 Wildtyp-Komplementationskons-
truktes. Die Herstellung des Wildtyp-Komplementationskonstruktes bezlglich REV3 erfolgte durch eine
In-Fusion Reaktion. Hierfiir wurden zun&chst die drei einzelnen Fragmente durch PCR amplifiziert, wobei
mittels Uberhangprimern jeweils homologe Bereiche zu dem benachbarten Fragment beziehungsweise des
geschnittenen Vektors angehangt wurden (dargestellt als gleichfarbige Rechtecke an den Enden der Frag-
mente). In der In-Fusion Reaktion wurden diese Homologiebereiche genutzt, um die Fragmente und den
Vektor in der gewiinschten Reihenfolge miteinander zu verknipfen.

Fir die Amplifikation der Fragmente wurden Uberhangprimer genutzt, um homologe Se-
quenzbereiche in einer Lange von 15 bp zu den angrenzenden Fragmenten, beziehungs-
weise dem geschnittenen Plasmid, anzuhangen. In der darauf folgenden In-Fusion Re-
aktion werden diese Homologiebereiche genutzt, um die Fragmente in einem Schritt in
gewUlnschter Reihenfolge mit dem gedffneten Plasmid zu verknUpfen. Weiterhin tragt der
verwendete Ursprungsvektor pPZP221 innerhalb der T-DNA eine Gentamycin-Resistenz-
kassette, liber welche die Selektion der erfolgreich transformierten Pflanzen und die Eta-
blierung der homozygoten single locus-Linien mdglich war. Das Konstrukt wurde inner-
halb der MCS des Vektors eingefligt. Sein Expressionsprodukt enspricht dem Wildtyp-
Protein REV3. Die beiden Punktmutationen tragenden Konstrukte wurden mittels zielge-
richteter Mutagenese des Wildtyp-Konstrukt tragenden Plasmids hergestellt. Die dafir
verwendeten Mutageneseprimer tragen mittig die gewlnschte Aminosauresubstitution
(D1385A und D1549A). Die dadurch nach der Expression der mutierten Gene durch Ala-
nin ausgetauschten Asparaginsauren liegen innerhalb der stark konservierten Motive A
und C von REV3, welche flr die Ausbildung des aktiven Zentrums und somit fir die Poly-
meraseaktivitat des Proteins wichtig sind. Die so hergestellten Konstrukte wurden stabil
in Arabidopsis transformiert und die etablierten homozygoten single locus-Linien fir Sen-
sitivitdtstests verwendet. Dadurch sollte untersucht werden, wie sich das Fehlen dieser
AS auf die Funktion von REV3 bei der Reparatur verschiedener Schaden auswirkt. Alle
fir die In-Fusion Reaktion und Mutagenesen verwendeten Primersequenzen sind dem
Anhang (Tabelle A.2) zu entnehmen.
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Komplementationsstudien mit chemischen Agenzien

Zunéachst wurde die rev3-2-Insertionslinie mit dem Wildtyp-Konstrukt transformiert. Dies
diente der Kontrolle der Mutantenlinie sowie des klonierten Konstruktes. Da rev3-Mutan-
tenlinien gegenliber den genotoxischen chemischen Agenzien MMC, MMS und Cispla-
tin hypersensitiv reagieren, wurden diese Agenzien fir die Komplementationsstudien ge-
wahlt. Die Ergebnisse der Komplementationsstudien sind in Abbildung 3.18 dargestellt.
Dabei bezeichnen rev3-2::REV3#1 - #4 Komplementationslinien mit unterschiedlichen In-
tegrationsorten des Konstruktes in der Mutantenlinie rev3-2. Die Linie WT::REV3#1 diente
als zusétzliche Kontrolle, hierbei wurde das Konstrukt in die Wildtyp-Linie transformiert.
Die signifikante Hypersensitivitdt von rev3-2 konnte fir alle drei getesteten Genotoxi-
ne bestéatigt werden. Dabei ist die Hypersensitivitdt gegentiber MMC und Cisplatin im
Vergleich zum Wildtyp starker ausgepragt als die gegenlber niedrigen Konzentrationen
(40 und 60 ppm) MMS. Das relative Frischgewicht der Insertionslinie betrégt bei der je-
weils geringsten Genotoxinkonzentration bei MMC etwa 30 %, bei MMS etwa 80 % und
bei Cisplatin etwa 40 % des Wildtyps. Dieses Verhaltnis éandert sich bei héheren MMC-
und Cisplatin-Konzentrationen nicht merklich. Bei héheren MMS-Konzentrationen (80 und
100 ppm) zeigt die Insertionslinie jedoch ebenfalls eine starke Hypersensitivitat im Ver-
gleich zum Wildtyp. Das relative Frischgewicht betragt hier bei 80 ppm circa 35 % und
bei 100 ppm cira 20 % des Wildtyps. Die Hypersensitivitdten gegenlber allen drei Geno-
toxinen kdnnen mit den vier verschiedenen rev3-2-Komplementationslinien aufgehoben
werden. Die Kontrolle WT::REV3#1 verhalt sich gegenliber den Genotoxinen wie der Wild-

typ.

Nach dem Test der Funktionalitat des Wildtyp-Konstruktes in der Insertionslinie rev3-2 er-
folgten die Komplementationsstudien mit den Punktmutation tragenden Konstrukten. Wie
bei den Versuchen mit dem Wildtyp-Konstrukt wurden MMC, MMS und Cisplatin als Ge-
notoxine gewahlt. Die Ergebnisse der Komplementationsstudien mit dem Punktmutation
tragenden Konstrukt in Motiv A sind in Abbildung 3.19 dargestellt. Bei allen vier Kom-
plementationslinien mit der T-DNA Insertionsmutante als Ursprungslinie (rev3-2::REV3
D1385A#1 - #4) flhrt die Mutation in Motiv A der Polymerasedoméne zur gleichen Sensi-
tivitat gegentber MMC, MMS und Cisplatin wie bei rev3-2. Die Transformation des Punkt-
mutation tragenden Konstruktes in den Wildtyp (WT::REV3 D1385A#1) fuhrt zu keiner
Veranderung der Sensitivitat der Linie im Vergleich zum Wildtyp.

Die Ergebnisse der Komplementationsstudien mit dem Punktmutation tragenden Kon-
strukt in Motiv C sind in Abbildung 3.20 dargestellt. Hier zeigt sich ein anderes Ergebnis
als bei den Versuchen mit dem Punktmutation in Motiv A tragenden Konstrukt. Hier ver-
halt sich die Linie rev3-2::REV3 D1549A#1 bei allen getesteten Genotoxinen und Konzen-
trationen wie die rev3-2-Insertionslinie. Aufgrund dieser Ergebnisse wurde mittels PCR-
Analyse bestatigt, dass das Konstrukt vollstandig in das Genom der rev3-2-Insertionslinie
inseriert wurde (nicht gezeigt). Die Linien rev3-2::REV3 D1549A#2 - #4 zeigen bei der
Behandlung mit MMC einen intermediaren Phanotyp, dies ist vor allem bei der niedrigs-
ten MMC-Konzentration (5 pg/ml) signifikant. Bei Behandlung mit héheren MMC-Konzen-
trationen gleichen sich die relativen Frischgewichte der rev3-2-Insertionslinie und der
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Abbildung 3.18: Komplementationsstudien von rev3-2 mit dem Wildtyp-Konstrukt. Die Insertionslinie
zeigt wie erwartet Hypersensitivitaten gegeniiber der Genotoxine MMC, MMS und Cisplatin, wobei die Hy-
persensitivitdt gegenlber MMC und Cisplatin im Vergleich zum Wildtyp stérker ist als gegenlber geringen
MMS-Konzentrationen. Das relative Frischgewicht der Insertionslinie betragt bei der jeweils geringsten Ge-
notoxinkonzentration bei MMC etwa 30 %, bei MMS etwa 80 % und bei Cisplatin etwa 40 % des Wildtyps.
Dieses Verhaltnis dndert sich bei héheren MMC- und Cisplatin-Konzentrationen nicht merklich. Im Gegen-
satz dazu betrégt das relative Frischgewicht der rev3-2-Insertionslinie bei héheren MMS-Konzentrationen
lediglich etwa 35 % (80 ppm) beziehungsweise 20 % (100 ppm) des Wildtyps. Die vier Komplementationslini-
en mit unterschiedlichen Integrationsorten des Komplementationskonstruktes (rev3-2::REV3#1 - #4) zeigen
eine mit dem Wildtyp vergleichbare Sensitivitét bei allen getesteten Genotoxinen und Konzentrationen. Bei
der Linie WT::REV3#1 handelt es sich um eine Kontroll-Linie. Hier wurde das Konstrukt in die Wildtyp-Linie
transformiert. Auch diese Linie weist keinen Unterschied in ihrer Sensitivitdt zum Wildtyp auf. Die Saulen
stellen die Mittelwerte aus mindestens drei biologisch unabhéngigen Durchgangen dar, die Fehlerbalken
kennzeichnen die jeweilige Standardabweichung der Mittelwerte. Signifikanzniveaus wurden mit Klammern
Uber den jeweiligen Balken gekennzeichnet (p < 0,001: ***, 0,01 > p > 0,001: **, 0,05 > p > 0,01: *).
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Komplementationslinien rev3-2::REV3 D1549A#2 - #4 an, wodurch der signifikante Unter-
schied nur noch fir rev3-2::REV3 D1549A#3 nachweisbar ist. Die Behandlung mit MMS
fuhrte zur Aufhebung der Hypersensitivitat der rev3-2-Insertionslinie bei den Linien rev3-
2::REV3 D1549A#2 - #4. Bei der Behandlung mit Cisplatin ist selbiges fir eine Konzentra-
tion von 5puM der Fall, wahrend die Linien bei 10 uM einen zwischen Wildtyp und rev3-2
signifikant intermedidren Phanotyp aufweisen. Die Kontrolllinie WT::REV3 D1549A#1 ver-
hélt sich in allen Fallen wie der Wildtyp.

Komplementationsstudien mit UV-B Bestrahlung

Zusétzlich zu den Komplementationsstudien mit chemischen genotoxischen Agenzien
wurden diese auch mit UV-B-Bestrahlung durchgefiihrt. Hierfir wurden die Keimlinge un-
ter sterilen Bedingungen auf quadratische, mit GM Festmedium geflillte Platten ausge-
bracht, welche senkrecht aufgestellt fir drei Tage inkubiert wurden. Nach der Bestrahlung
mit 0, 5 und 7 kJ/m? wurden die Platten fiir einen Tag in Alufolie gehlillt, diese anschlie-
Bend entfernt und die Pflanzen weitere sechs Tage inkubiert. Daraufhin erfolgte die Foto-
dokumentation und Vermessung der Wurzellangen von jeweils sechs Pflanzen pro Linie.
Die Ergebnisse der Bestrahlungen aus mindestens drei biologisch unabhangigen Durch-
gangen sind in Abbildung 3.21 dargestellt. Im unbestrahlten Zustand zeigen die Wurzeln
der rev3-2 Insertionslinie ein geringflgig kirzeres Wurzelwachstum als der Wildtyp. Die
restlichen Linien verhalten sich &hnlich wie der Wildtyp. Nach 5 und 7 kJ/m? weist die
Insertionslinie rev3-2 wie erwartet ein im Vergleich zum Wildtyp stark reduziertes Wur-
zelwachstum auf. Dieses betragt bei 5kJ/m? circa 30 % und bei 7 kJ/m? circa 20 % des
Wildtyps. Die Sensitivitat der Mutante kann durch Expression des Wildtyp-Konstruktes in
den Linien rev3-2::REV3#1 - #4 komplementiert werden. Die Linie WT::REV3#1, welche
das Wildtyp-Komplementationskonstrukt im Wildtyp-Hintergrund tragt, weist bei beiden
UV-B Intensitaten ein im Vergleich zum Wildtyp um circa 30% besseres Wurzelwachs-
tum auf. Fir die mit den Punktmutationen in Motiv A und Motiv C tragenden Konstrukten
transformierten Linien rev3-2::REV3 D1385A#1 - #4 sowie rev3-2::REV3 D1549A#1 - #4
zeigt sich ein &hnliches Bild wie nach Behandlung mit chemischen genotoxischen Agen-
zien. Die UV-B-Sensitivitat der rev3-2 Insertionslinie kann nicht durch das Punktmutation
in Motiv A tragende Konstrukt komplementiert werden, die Linie WT::REV3 D1385A#1
verhalt sich wie der Wildtyp. Die Expression des Konstruktes mit Punktmutation in Motiv
C fuhrt hingegen bei den Linien rev3-2::REV3 D1549A#1 - #4 zu einer teilweisen Aufhe-
bung der Sensitivitat der Insertionslinie, wahrend sich die Linie rev3-2::REV3 D1549A#1
wie bei den Tests mit chemischen genotoxischen Agenzien in ihrer Sensitivitat nicht von
rev3-2 unterscheidet. Die Kontrollinie WT::REV3 D1549A#1 weist keine Auffélligkeiten im
Vergleich zum Wildtyp auf.
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Abbildung 3.19: Komplementationsstudien von rev3-2 mit einem Punktmutation in Motiv A tragen-
den Konstrukt. Getestet wurden vier Komplementationslinien mit rev3-2 als Ursprungslinie (rev3-2::REV3
D1385A#1 - #4) und eine Komplementationslinie mit dem Wildtyp als Ursprungslinie (AK#1) im Vergleich zu
der Insertionslinie rev3-2 und dem Wildtyp. Aufgeflihrt ist jeweils das zur unbehandelten Probe relative Frisch-
gewicht nach MMC-, MMS- und Cisplatin-Behandlung der Pflanzen. Bei allen getesteten Genotoxinen und
Konzentrationen wird die in rev3-2 vorhandene Hypersensitivitat bei den Linien rev3-2::REV3 D1385A#1 - #4
nicht durch das Einbringen des Punktmutationskonstruktes aufgehoben. Das relative Frischgewicht in den
Komplementationslinien sowie der rev3-2-Insertionslinie betrdgt nach MMC-Behandlung je nach zugegebe-
ner Konzentration zwischen 25 und 35 %, nach MMS-Behandlung zwischen 50 und 80 % und nach Cisplatin-
Behandlung zwischen 25 und 35 % des Wildtyps. Die Linie WT::REV3 D1385A#1 zeigt hingegen keinen
Unterschied zu der Sensitivitat des Wildtyps. Die Saulen stellen die Mittelwerte aus mindestens drei biolo-
gisch unabhéngigen Durchgéngen dar, die Fehlerbalken kennzeichnen die jeweilige Standardabweichung
der Mittelwerte. Signifikanzniveaus wurden mit Klammern Uber den jeweiligen Balken gekennzeichnet (p <
0,001: ***, 0,01 > p > 0,001: **, 0,05 > p > 0,01: ™).



3.2. Untersuchungen zur Funktion von REV3 in A. thaliana 73

REV3 PM Motiv C M‘ Gent® ’ ’ P REV3 cDNA ,gDNA T Hﬁl

D1549A
[ Frischgewicht nach MMC-Behandlung }
*%
Rx .l. o
100 .L.
9 J —
& 80 i
% 70 I ok e WT
2 60 rev3-2
g 0 I — rev3-2:REV3 D1549A#1
2 40 rev3-2::REV3 D1549A#2
Y 30 1 I rev3-2:REV3 D1549A#3
£ 20 < 1 0 rev3-2:REV3 D1549A#4
2 10 L= = WT:REV3 D1549A#1
0
5 20 MMC [ug/mi]
[ Frischgewicht nach MMS-Behandlung }
—
*
100 I ——
*
90
£ 80 1 L
H e
2 50 | - L — rev3-2::REV3 D1549A#1
2 40 .t rev3-2::REV3 D1549A#2
Y 30 I I rev3-2:REV3 D1549A#3
2 20 I rev3-2::REV3 D1549A#4
s 10 B WT:REV3 D1549A#1
0
MMS [ppm]
[ Frischgewicht nach Cisplatin-Behandlung J
*%
*k —_—k
** *
90
_ &
£ 70
£ & I — wT
H rev3-2
s 0 rev3-2::REV3 D1549A#1
8 40 rev3-2::REV3 D1549A#2
&30 rev3-2:REV3 D1549A#3
2 2 rev3-2:REV3 D1549A#4
s 10 = WT:REV3 D1549A#1
0

Cisplatin [uM]

Abbildung 3.20: Komplementationsstudien von rev3-2 mit einem Punktmutation in Motiv C tragen-
den Konstrukt. Getestet wurden vier Komplementationslinien mit rev3-2 als Ursprungslinie (rev3-2::REV3
D1549A#1 - #4) und eine Komplementationslinie mit dem Wildtyp als Ursprungslinie (WT::REV3 D1549A#1)
im Vergleich zu der Insertionslinie rev3-2 und dem Wildtyp. Aufgefihrt ist jeweils das zur unbehandelten
Probe relative Frischgewicht nach MMC-, MMS- und Cisplatin-Behandlung der Pflanzen. Die Komplementa-
tionslinie rev3-2::REV3 D1549A#1 verhalt sich fiir alle getesteten Genotoxine und Konzentrationen wie rev3-
2. Das Frischgewicht dieser Linien betragt je nach Konzentration nach MMC-Behandlung zwischen 25 und
40 %, nach MMS-Behandlung zwischen 50 und 85 % und nach Cisplatin-Behandlung zwischen 25 und 40 %
des Wildtyps. Nach Behandlung mit MMC konnte bei der Konzentration 5 pg/ml bei den Linien rev3-2::REV3
D1549A#2 - #4 ein intermedidrer Phanotyp festgestellt werden, welcher bei héheren Konzentrationen aufge-
hoben wird. Die Sensitivitat von rev3-2 gegeniiber MMS konnte bei allen getesteten Konzentrationen durch
das Punktmutation tragende Konstrukt in den Linien rev3-2::REV3 D1549A#2 - #4 aufgehoben werden. Sel-
biges gilt fUr die geringere der beiden getesteten Cisplatin-Konzentrationen (5puM). Nach Behandlung mit
10 uM konnte flr die Linien rev3-2::REV3 D1549A#2 - #4 ein zwischen Wildtyp und Insertionslinie interme-
diarer Phanotyp nachgewiesen werden. Die S&ulen stellen die Mittelwerte aus mindestens drei biologisch
unabhéngigen Wiederholungen dar, die Fehlerbalken kennzeichnen die jeweilige Standardabweichung der
Mittelwerte. Signifikanzniveaus wurden mit Klammern Uber den jeweiligen Balken gekennzeichnet (p < 0,001:
***,0,01 >p>0,001:**,0,06>p>0,01:%).
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Abbildung 3.21: Wurzelwachstum der Komplementationslinien von rev3-2 nach UV-B Bestrahlung.
Getestet wurden der Wildtyp, die rev3-2 Insertionslinie sowie die Komplementationslinien beziiglich des
Wildtyp-Konstruktes (rev3-2::REV3#1 - #4 und WT::REV3#1, in der Abbildung #1 - #4 und K#1), des Punkt-
mutation in Motiv A tragenden Konstruktes (rev3-2::REV3 D1385A#1 - #4, WT::REV3 D1385A#1, in der Ab-
bildung A#1 - A#4 und AK#1) sowie des Punktmutation in Motiv C tragenden Konstruktes (rev3-2::REV3
D1549A#1 - #4, WT::REV3 D1549A#1, in der Abbildung C#1 - C#4 und CK#1) auf ihr Wurzelwachstum oh-
ne und nach UV-B Bestrahlung. Die Bestrahlung erfolgte bei einer Wellenldnge von 312nm in den Dosen
5 und 7 kJ/m?. Die Auswertung der mindestens drei biologisch unabhéngigen Durchgénge erfolgte relativ
zum Wachstum des Wildtyps. Ohne UV-B Bestrahlung war nur ein geringfligig kirzeres Wurzelwachstum
bei der Insertionslinie festzustellen, wahrend kein deutlicher Unterschied zwischen den Wurzelldngen des
Wildtyps und den Komplementationslinien vorlag. Durch die Expression des Wildtyp-Konstruktes kann die
Sensitivitat der rev3-2 Insertionslinie nach UV-B Bestrahlung aufgehoben werden (rev3-2::REV3#1 - #4). Die
Linie WT::REV3#1 trégt das Wildtyp-Konstrukt im Wildtyp-Hintergrund und zeigt nach Bestrahlung ein im
Vergleich zum Wildtyp weniger gemindertes Wurzelwachstum. Die Expression des Punktmutation in Motiv
A tragenden Konstruktes kann die Sensitivitat von rev3-2 nicht aufheben. Die Expression des Punktmutati-
on in Motiv C tragenden Konstruktes fihrt bei den Linien rev3-2::REV3 D1549A#2 - #4 zu einer teilweisen
Komplementation der Sensitivitat, wahrend rev3-2::REV3 D1549A#1 keinen Unterschied zu rev3-2 aufweist.
Die Séaulen stellen die Mittelwerte aus mindestens drei biologisch unabhangigen Durchgangen dar, die Feh-
lerbalken kennzeichnen die jeweilige Standardabweichung der Mittelwerte. Signifikanzniveaus wurden mit
Klammern Uber den jeweiligen Balken gekennzeichnet (p < 0,001: ***, 0,01 > p > 0,001: **, 0,05 > p > 0,01:
*).
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3.2.3 REV3 und Faktoren der pflanzlichen DNA-Reparatur

REV3-defiziente Arabidopsis-Linien reagieren hypersensitiv gegenliber verschiedenen
DNA-schadigenden Agenzien. Dazu gehéren die Crosslink verursachenden Agenzien
MMC und Cisplatin, aber auch das alkylierende Agens MMS. Auch andere an der Re-
aktion auf die genannten Schaden wichtige Faktoren sind in Arabidopsis bekannt. Die
Endonuklease MUSB81 ist beispielsweise ebenfalls in die Reparatur von MMC, Cisplatin
und MMS induzierten DNA-Schaden involviert. Der RecQ-Helikase RECQ4A konnte ei-
ne Rolle in der Reparatur von MMS und Cisplatin induzierten Schaden, jedoch keine
direkte Rolle bei der Reparatur von MMC induzierten Schaden zugeschrieben werden.
Doppelmutanten von mhf1 und recq4a sowie fancm und recq4a im Gegensatz zu den
Einzelmutanten hypersensitiv gegentber MMC reagieren (Dangel et al., 2014). Ein wei-
terer wichtiger Reparaturfaktor ist RAD5A. RAD5A-defiziente Pflanzen reagieren hyper-
sensitiv auf MMC, Cisplatin und in einem geringeren MafB auf MMS (Chen et al., 2008a).
Doppelmutantenanalysen von MUS81, RECQ4A und RAD5A zeigten, dass diese an un-
terschiedlichen DNA-Reparaturwegen beteiligt sind (Mannuss et al., 2010). RAD5A und
REV3 arbeiten im Bezug auf die Reaktion von MMS, UV-B-Strahlung, Cisplatin und MMC
in alternativen Reparaturwegen (Wang et al., 2011). Um einen Zusammenhang zwischen
den Faktoren MUS81 und RECQ4A zu REV3 herzustellen, wurden in dieser Arbeit rev3
mus81-1 sowie rev3 recq4a-4 Doppelmutanten etabliert und Sensitivitatstests unterzo-
gen.

AuBerdem wurde das Zusammenspiel von REV3 mit der Checkpointkinase ATR unter-
sucht. Es ist bekannt, dass ATR vornehmlich durch UV-induzierte Schaden, einzelstran-
gige DNA-Abschnitte und blockierte Replikationsgabeln aktiviert wird. Zu diesem Zweck
wurden rev3 atr-2 Doppelmutanten etabliert und Sensitivitatstests durchgefihrt.

REV3, RECQ4A und MUS81 in der DNA-Reparatur von Arabidopsis

Zur Einordnung von REV3 in die voneinander unabhangigen, durch RECQ4A und MUSS81
vertretenen Reparaturwege, wurden Doppelmutantenstudien durchgefihrt. Die etablier-
ten Doppelmutanten rev3-3 recq4a-4, rev3-5 recq4a-4, rev3-3 mus817-1und rev3-5 mus81-
1 wurden mit verschiedenen Konzentrationen der genotoxischen Agenzien MMC, MMS
und Cisplatin behandelt und ihr Frischgewicht mit dem des Wildtyps und der jeweiligen
Einzelmutanten verglichen. Die Auswertung der mindestens drei biologisch unabhéngi-
gen Durchgéange erfolgte relativ zu den mitgefiihrten unbehandelten Pflanzen jeder Linie.

Die Ergebnisse der Sensitivitatstests der Doppelmutanten rev3-3 recq4a-4 und rev3-5
recq4a-4 sind in der Abbildung 3.22 dargestellt. Wie erwartet zeigt die recq4a-4 Einzel-
mutante keine Hypersensitivititen gegentber MMC. Die Hypersensitivitaten der beiden
rev3 recg4a-4-Doppelmutantenlinien entspricht denen der rev3 Einzelmutanten, welche
wiederum keine signifikanten Unterschiede zueinander aufweisen. Ein anderes Bild er-
gibt sich bei den Ergebnissen der Sensitivitatstests mit dem alkylierenden Agens MMS.
Die rev3 und recq4a-4 Einzelmutanten zeigen wie erwartet leichte Hypersensitivitaten,
welche vor allem bei der Konzentration von 60 ppm MMS deutlich sind. Die beiden Dop-
pelmutantenlinien rev3-3 recq4a-4 und rev3-5 recq4a-4 weisen noch starkere Hypersen-
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sitivitdten als die Einzelmutanten der Gene auf. Ahnlich verhalten sich die Einzel- und
Doppelmutanten beztglich ihrer Hypersensitivitditen gegenltber dem Crosslink verursa-
chenden Agens Cisplatin. Deutlich zeigt sich das vor allem bei einer Konzentration von
5uM Cisplatin und der rev3-3 recq4a-4-Doppelmutante. Hier betragt das gemittelte re-
lative Frischgewicht der Doppelmutante etwa 50 % des Gewichts der beiden jeweiligen
Einzelmutanten. Diese weisen beide gleich starke Hypersensitivitaten gegentber Cispla-
tin auf.

Die Abbildung 3.23 zeigt die Ergebnisse der Sensitivitatstests mit den Doppelmutan-
ten rev3-3 mus81-1 und rev3-5 mus81-1. Nach Behandlung mit MMC zeigen die rev3-
Insertionslinien und mus81-1 vergleichbare Hypersensitivitidten gegeniber dem Agens,
das Frischgewicht betragt bei der geringsten verwendeten MMC-Konzentration (5 pg/ml)
etwa 40 - 50 % des Gewichts des Wildtyps. Die rev3-3 mus81-1 und rev3-5 mus81-1 Dop-
pelmutanten weisen keine von den Einzelmutanten abweichende Sensitivitat auf. Nach
der MMS-Behandlung zeigt die Insertionslinie mus81-1 ein deutlich schlechteres Wachs-
tum als die beiden rev3-Insertionslinien, welche wie erwartet nur eine schwache Hyper-
sensitivitdt aufweisen. Die Doppelmutantenlinien rev3-3 mus81-1 und rev3-5 mus81-1
verhalten sich bezlglich ihrer Sensitivitdten gegentiber MMS wie mus817-1. Nach Behand-
lung mit Cisplatin weisen die rev3-Insertionslinien und mus871-1 ebenfalls eine miteinan-
der vergleichbar starke Sensitivitat auf. Bei 5 uM Cisplatin konnte fir die beiden Doppel-
mutanten ein geringfligig niedrigeres relatives Frischgewicht als fir die Einzelmutanten
festgestellt werden.
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Abbildung 3.22: Reparatur/Toleranz von DNA-Schéaden in rev3 recq4a-4 Doppelmutanten. Getestet
wurden die Doppelmutanten rev3-3 recq4a-4 und rev3-5 recq4a-4 im Vergleich zu den jeweiligen Einzel-
mutanten und dem Wildtyp auf verschiedene Konzentrationen der Agenzien MMC, MMS und Cisplatin. Die
Insertionslinie recq4a-4 zeigt keine Hypersensitivitat gegeniiber MMC, wéhrend die rev3-Insertionslinien ein
vergleichbar stark vermindertes Frischgewicht (45 % bei 5 pg/ml - 20 % bei 20 pg/ml) im Vergleich zum Wild-
typ aufweisen. Die beiden rev3 recq4a-4 Doppelmutanten verhalten sich wie die entsprechende rev3 Ein-
zelmutante. Die MMS-Konzentration von 60 ppm zeigt, dass sich die Hypersensitivitdten der Einzelmutanten
nicht voneinander unterschieden, wohingegen das Frischgewicht der beiden Doppelmutanten deutlich gerin-
ger als das der Einzelmutanten ist. Am deutlichsten zeigen sich diese Verhéltnisse bei 60 ppm MMS. Das
Frischgewicht der Einzelmutanten betragt hier etwa 80 % und das der Doppelmutanten etwa 25 % des Wild-
typs. Die rev3 und recq4a-4 Einzelmutanten weisen mit dem Wildtyp vergleichbar starke Hypersensitivitédten
gegenulber Cisplatin auf. Nach Behandlung mit 5uM Cisplatin zeigen die Doppelmutanten ein geringeres
relatives Frischgewicht (circa 50 %) im Vergleich zum Wildtyp als die jeweiligen Einzelmutanten (circa 20 %).
Die Saulen stellen die Mittelwerte aus mindestens drei biologisch unabhangigen Durchgéngen dar, die Feh-
lerbalken kennzeichnen die jeweilige Standardabweichung der Mittelwerte. Signifikanzniveaus wurden mit
Klammern Uber den jeweiligen Balken gekennzeichnet (p < 0,001: ***, 0,01 > p > 0,001: **, 0,05 > p > 0,01:
.
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Abbildung 3.23: Reparatur/Toleranz von DNA-Schéaden in rev3 mus81-1 Doppelmutanten. Getestet
wurden die Doppelmutanten rev3-3 mus81-1 und rev3-5 mus81-1im Vergleich zu den jeweiligen Einzelmu-
tanten und dem Wildtyp auf verschiedene Konzentrationen der Agenzien MMC, MMS und Cisplatin. Die
beiden rev3-Insertionslinien sowie die mus81-1 Einzelmutante weisen miteinander vergleichbare Hypersen-
sitivitdten gegeniiber MMC auf. Das relative Frischgewicht der Doppelmutanten unterscheidet sich nicht von
dem der Einzelmutanten und liegt je nach Konzentration zwischen 20 und 40 % des Wildtyps. Nach MMS-
Behandlung zeigen die rev3-Insertionslinien im Vergleich zu mus81-1 nur eine geringe Hypersensitivitat. Am
deutlichsten zeigen sich die Unterschiede bei 60 ppm MMS. Das Frischgewicht der rev3-Insertionslinien be-
trégt circa 40 % des Wildtyps. Die beiden Doppelmutanten unterscheiden sich in ihrer Sensitivitat nicht von
der mus81-1 Einzelmutante, deren Frischgewicht etwa 25 % des Wildtyps betragt. Nach der Behandlung mit
5 uM Cisplatin weisen die rev3 sowie die mus81-1 Einzelmutanten eine vergleichbar starke Sensitivitat auf,
wéhrend die beiden Doppelmutanten eine im Vergleich dazu geringfligig erhdhte Sensitivitat zeigen. Das
Frischgewicht der Einzelmutanten betragt relativ zum Wildtyp etwa 60 % und das der Doppelmutanten etwa
40 %. Die Saulen stellen die Mittelwerte aus mindestens drei biologisch unabhéngigen Durchgangen dar,
die Fehlerbalken kennzeichnen die jeweilige Standardabweichung der Mittelwerte. Signifikanzniveaus wur-
den mit Klammern Uber den jeweiligen Balken gekennzeichnet (p < 0,001: ***, 0,01 > p > 0,001: **, 0,05 > p
>0,01:%).
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Das Zusammenspiel von REV3 und ATR in der Reaktion auf DNA-Schaden

Die beiden Zellzyklus Checkpoint-Kinasen ATM und ATR gehdren zu den wichtigsten
Initiatoren der zellularen Stressantwort. Sie werden durch DNA-Schéden aktiviert und
phosphorylieren daraufhin zahlreiche nachgestellte Komponenten der Schadensrepara-
tur und Faktoren des Zellzyklus. ATM wird hauptséchlich durch DSBs und ATR vornehm-
lich durch UV-induzierte Schaden, ssDNA-Abschnitte und bei Replikationsstress aktiviert.
Durch Doppelmutantenanalysen sollte das Zusammenspiel von REV3 mit ATR untersucht
werden um zu analysieren, bei welchen DNA-Schaden REV3 gemeinsam mit oder ge-
trennt von ATR fungiert. Hierzu wurden die Doppelmutantenlinien rev3-3 atr-2 und rev3-5
atr-2 homozygot etabliert und in Sensitivitéatstests mit den genotoxischen Agenzien MMC,
MMS und Cisplatin behandelt. Das Frischgewicht der Doppelmutanten wurde mit dem
des Wildtyps und der jeweiligen Einzelmutanten verglichen. Die Auswertung der mindes-
tens drei biologisch unabhangigen Durchgénge erfolgte relativ zu den mitgeflihrten unbe-
handelten Pflanzen jeder Linie.

Die Ergebnisse der Sensitivitatstests der Doppelmutantenanalysen mit rev3-3 atr-2 und
rev3-5 atr-2 sind in der Abbildung 3.24 dargestellt. Die Einzelmutantenlinien von rev3
und atr-2 sind bezuglich ihrer Sensitivitdt gegentiber MMC nicht voneinander zu unter-
scheiden. Die Doppelmutantenlinien rev3-3 atr-2 und rev3-5 atr-2 reagieren vor allem bei
2,5 und 5 pg/ml MMC deutlich starker auf das Genotoxin, was sich in einem geringeren
relativen Frischgewicht auswirkt. Dies ist auch nach Behandlung mit MMS festzustellen.
Hier zeigen die Doppelmutanten ebenfalls ein geringeres Frischgewicht als die jeweiligen
Einzelmutanten. Zusétzlich kann hier gezeigt werden, dass die Linie atr-2 sensitiver ge-
genuber MMS reagiert als die rev3 Insertionslinien. Die Ergebnisse der Sensitivitatstests
mit dem Agens Cisplatin entsprechen denen nach MMC-Behandlung. Die Einzelmutanten
weisen ahnlich starke Sensitivitdten gegentiber Cisplatin auf, wahrend die Doppelmutan-
ten ein dazu deutlich verringertes Wachstum zeigen.
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Abbildung 3.24: Reparatur/Toleranz von DNA-Schéaden in rev3 atr-2 Doppelmutanten. Getestet wurden
die Doppelmutanten rev3-3 atr-2 und rev3-5 atr-2 im Vergleich zu den jeweiligen Einzelmutanten und dem
Wildtyp auf die genotoxischen Agenzien MMC, MMS und Cisplatin. Nach MMC-Behandlung weisen die bei-
den rev3 Insertionslinien sowie die atr-2 Einzelmutante jeweils ein relatives Frischgewicht von circa 50 %
des Wildtyps auf, die beiden Doppelmutanten zeigen bei einer Behandlung von 2,5 und 5 pg/ml MMC ein im
Vergleich zu den Einzelmutanten geringeres Frischgewicht (circa 30 %). Nach Behandlung mit MMS weisen
die beiden rev3-Insertionslinien sowie die atr-2 Einzelmutante leichte Hypersensitivitdten auf, wobei atr-2 ein
geringfligig geringeres Frischgewicht im Vergleich zum Wildtyp zeigt (circa 70 %) als die rev3-Insertionslinien
(circa 80 %). Im Vergleich dazu zeigen die beiden Doppelmutanten eine starke Hypersensitivitdt und damit
verbunden ein geringes Frischgewicht (circa 30 % des Wildtyps). Dies ist bei den MMS-Konzentrationen
40 und 60 ppm deutlich zu erkennen. Wahrend die rev3 und atr-2 Einzelmutanten eine vergleichbar starke
Hypersensitivitdt gegeniiber Cisplatin im Vergleich zum Wildtyp aufweisen, reagieren die beiden Doppel-
mutanten bei 5 uM deutlich starker sensitiv als die Einzelmutanten. Das zum Wildtyp relative Frischgewicht
betrégt bei den Einzelmutanten circa 60 % und bei den Doppelmutanten circa 20 %. Die S&ulen stellen die
Mittelwerte aus mindestens drei biologisch unabhangigen Durchgangen dar, die Fehlerbalken kennzeich-
nen die jeweilige Standardabweichung der Mittelwerte. Signifikanzniveaus wurden mit Klammern ber den
jeweiligen Balken gekennzeichnet (p < 0,001: ***, 0,01 > p > 0,001: **, 0,05 > p > 0,01: *).



4 Diskussion

4.1 Untersuchungen zur Funktion von HARP und AH2 in A.
thaliana

FUr die Annealing Helikasen HARP und AH2 werden im Menschen Funktionen in einer
Reihe zellularer Prozesse postuliert. Putative Homologe von HsHARP und HsAHZ2 in
A. thaliana wurden bisher nicht untersucht. Das Protein At1g48310, auch als CHR18 be-
kannt, &hnelt in seinem Aufbau stark dem menschlichen HARP, weswegen es als sein Ho-
molog angesehen wird. AfHARP besitzt im Gegensatz zu HsHARP keine N-terminal lie-
gende RPA-Bindedoméane und statt zwei nur eine Harp-Doméane. Neben AfHARP gehort
auch ein weiteres Protein in die SMARCAL1-&hnliche Untergruppe der SNF2-Familie in
Arabidopsis. Dieses ist bislang nur als At5g07810 bekannt und wurde bisher nicht weiter
in seiner Struktur untersucht. Durch bioinformatische Analysen wurde die Proteinsequenz
von At5g07810 mit HsAH2 verglichen. Die Proteine besitzen eine Identitat von 23,6 % und
tragen N-terminal eine typische SNF2-Helikasedomane. Ferner tragen beide Proteine ei-
ne C-terminal gelegene HNH-Doméne. Die in HsAH2 bekannten Domanen PIPB, APIM
und die Zinkfingerdomane konnten in At5g07810 nicht nachgewiesen werden (Abbildung
3.1). Durch Sequenzvergleiche zwischen HsAH2, At5g07810 und putativen Homologen
in anderen Organismen konnte gezeigt werden, dass die im menschlichen AH2 vorkom-
mende Harp Like Domain (HPL) sowohl in At5g07810 als auch den anderen untersuchten
Homologen im Pflanzenreich konserviert ist (Abbildung 3.2). Somit wurde At5g07810 als
Homolog von HsAH2 identifiziert. Da AtAH2 die in HsAH2 bekannten Motive zur DNA-
Interaktion und DNA-Bindung fehlen, kdnnte dies fiir verschiedene Funktionsweisen von
AtAH2 und HsAH2 sprechen. Die Harp-Doménen in HsHARP dienen der Bindung von
Nukleinsauren. Sie sind an der DNA-Umstrukturierungsfunktion beteiligt und erlauben die
direkte Interaktion von HARP mit der DNA (Mason et al., 2014). Mdglicherweise werden
diese Funktionen auch durch die HPL-Doméne in den AH2 Homologen vermittelt.

4.1.1 Charakterisierung von harp- und ah2-T-DNA Insertionsmutanten: In-
sertionsortbestimmung und Expressionsanalysen

Uber NASC wurden je zwei T-DNA-Insertionslinien der Gene HARP und AH2 bezogen.
Bei den Linien harp-2 (GABI_170B02), ah2-3 (SALK_006334) und ah2-4 (SALK_137595)
konnten die Insertionsorte der T-DNA der sequenzgenau bestimmt werden. Bei der Linie
harp-4 (GABI_771D06) konnte der Insertionsort nur an der 5’-gelegenen LB sequenz-
genau identifiziert werden. Auf der anderen Seite der Insertion konnte weder eine LB



4.1. Untersuchungen zur Funktion von HARP und AHZ2 in A. thaliana 82

noch eine RB nachgewiesen werden. Hier sollten in weiterfihrenden Arbeiten beispiels-
weise Southern Blot-Analysen durchgefiihrt werden, um gréBere chomosomale Veran-
derungen auszuschlie3en. Durch die Verwendung von jeweils zwei Insertionslinien pro
untersuchtem Gen wurde jedoch in dieser Arbeit sichergestellt, dass die Ergebnisse
nicht durch mégliche Sekundéreffekte neben der T-DNA-Insertion verfalscht wurden. Die
T-DNA-Insertionen der harp Mutanten liegen im Intron zwischen Exon elf und zwdélf, bezie-
hungsweise in Exon zwdlf der insgesamt 24 Exons. Bei den sequenzgenau bestimmten
Integrationen der T-DNA kam es zu kirzeren Insertionen und Deletionen am Integrations-
ort (Abbildung 3.3). Bei den Insertionslinien ah2-3 und ah2-4 befinden sich die T-DNAs in
Exon zwdlf, beziehungsweise an der Intron/Exon-Grenze am 3’-Terminus von Exon neun
der insgesamt 25 Exons. Auch hier kam es zu kiirzeren Deletionen und Insertionen sowie
einer 8 bp umfassenden Duplikation am Integrationsort der Linie ah2-3 (Abbildung 3.4).

Durch Expressionsanalysen wurde untersucht, welchen Einfluss die inserierte T-DNA auf
die Expression der betroffenen Gene hat. Es konnte gezeigt werden, dass in keiner der
beiden harp-Insertionslinien eine Genexpression Uber den Bereich der T-DNA-Insertion
erfolgt. Dies zu Uberprifen war vor allem bei der Linie harp-2 wichtig, da sich ihre Inserti-
on in einem Intron befindet. Bei Insertionen im Intron besteht die Mdglichkeit, dass diese
durch SpleiBen der pra-mRNA komplett aus der mRNA entfernt werden und es deswe-
gen zur unveranderten Expression des Gens kommt. Im Fall von harp-2 finden keine oder
gestorte SpleiBvorgange des betroffenen Introns statt. Daher wurde die T-DNA nicht aus
dem Intron entfernt und aus diesem Grund konnte keine Expression mit einem T-DNA-
Uberspannenden Primerpaar gemessen werden. Bei der Linie harp-2 erfolgt ferner eine
im Vergleich zum Wildtyp erhéhte Expression des Gens in 5’- und 3’-Richtung der Inser-
tionsstelle (Abbildung 3.5). Anhand der Ergebnisse der qRT-PCR Uber die T-DNA kann
zwar eine normale Genexpression dieses Bereiches ausgeschlossen werden, jedoch er-
moglichen sie keine eindeutige Aussage Uber die Expression auf Proteinebene. Da die
Bereiche in 5’- und 3’-Richtung der der T-DNA-Insertion exprimiert werden, muss davon
ausgegangen werden, dass aus diesen Teiltranskripten Teilproteine gebildet werden. In
diesem Fall ware es jedoch wahrscheinlich, dass die inserierte T-DNA zu einem verscho-
benen Leseraster des Proteins flhrt, wodurch das Teilprotein in 3’-Richtung der Insertion
eine andere Aminosauresequenz als HARP aufweist. Eine Verschiebung des Leserasters
fOhrt zudem h&ufig zu in-frame Stopp-Codons und dadurch zu einem Abbruch der Trans-
lation. Auch ist es wahrscheinlich, dass bei dem Teiltranskript in 5’-Richtung der Insertion
wahrend der Transkription ein Abschnitt der T-DNA angefligt wurde, bis es zu einem Ab-
bruch der Transkription kam. Dies wirde bei der Translation zu einem Nonsens-Anhang
dieses HARP-Teilproteins flhren. Das Teilprotein aus dem Transkript vor der Insertions-
stelle wiirde die Harp-Doméne und den N-terminalen Bereich der SNF2-Helikasedomane
umfassen. Dadurch kann aus dem hierbei exprimierten Teil der SNF2-Helikasedoméane
keine vollstandige, korrekt gefaltete Doméane gebildet werden. Eine erhéhte Expressions-
rate vor der Insertionsstelle liegt auch bei harp-4 vor. Nach der inserierten T-DNA findet
eine im Vergleich zum Wildtyp nur sehr geringe Expression (5,4 %) statt. Moglicherweise
kommt es hier zu einem Abbruch der Transkription durch die T-DNA, welche anschlieend
zu einem geringen Teil wieder aufgenommen wird. Aufgrund der rdumlichen Nahe der bei-
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den T-DNA-Insertionen wirde die Gro3e des Teilproteins in 5’-Richtung der Insertion bei
dieser Insertionslinie dem von harp-2 ahneln.

Auch bei den ah2-Insertionslinien findet Uber die T-DNA-Insertion eine stark verminderte
Expression statt (Abbildung 3.6). Wahrend bei der Linie ah2-3 eine Restexpression von
circa 3,35 % des Wildtyps gemessen wurde, ist diese bei ah2-4 nahezu nicht vorhanden
(0,027 %). Die Expression des Bereiches vor der T-DNA-Insertion entspricht in beiden
Insertionslinien dem Wildtyp. Nach der Insertion zeigt die Linie ah2-3 eine verminderte
und ah2-4 eine etwa 5-fach verstarkte Expression. Bei beiden Linien muss also davon
ausgegangen werden, dass die gebildeten Teiltranskripte zu der Bildung von Teilprotei-
nen fihren kénnen. Der vordere Bereich des Transkripts in 5’-Richtung der T-DNA wirde
bei beiden Insertionslinien jedoch lediglich einen Teil der SNF2-Helikasedoméane umfas-
sen, welcher bei ah2-3 aufgrund der nach 3’-Richtung versetzten T-DNA etwas gréBer
ausfiele als bei ah2-4. Eine vollstéandige, korrekt gefaltete Doméane ist jedoch auch hier
nicht zu erwarten. Die stark erhdhte Expression nach der T-DNA-Insertion in der Linie
ah2-4 beruht moglicherweise auf einem Abbruch der Expression und einem verstarkten
Neustart innerhalb der T-DNA. Der Vektor zur Transformation der SALK-Linien ist pROK2,
der neben einem NOS-Promotor flr das Kanamycin-Resistenzgen (NPTIl) an der RB
auch einen 35S-Promotor tragt, der Richtung LB gerichtet ist. Dieser 35S-Promotor hat
das Potential, die Expression der flankierenden genomischen Sequenzen zu aktivieren.
Ein gebildetes Teilprotein aus dem Transkript wirde die HPL- und putative HNH-Doméne
umfassen, falls sich das Leseraster nicht verschoben hétte.

Da es sich bei keiner der verwendeten T-DNA-Insertionslinien um Knock-Out-Insertions-
mutanten handelt, muss davon ausgegangen werden, dass Teilproteine gebildet werden
kénnen. Dies ist vor allem fir den vorderen Bereich der Proteine bis zur inserierten T-DNA
relevant, da hier noch keine Veranderung des Leserasters stattfinden konnte. Diesen
kurzen, korrekt exprimierten Teilproteinen wirden jedoch wichtige konservierte Domanen
fehlen, weswegen nicht von einer Bildung funktionaler Proteine auszugehen ist.

4.1.2 Sensitivitaten von harp- und ah2-Insertionsmutanten gegeniiber ge-
notoxischem Stress

Im Menschen fiihren Mutationen in dem flr die Annealing Helikase codierenden Gen
HARP zu der Multisystemerkrankung Schimke-immunoosséare Dysplasie (SIOD), wel-
che unter anderem mit disproportioniertem Kleinwuchs, faszialen Dysmorphien, T-Zell-
Immunodefizienz und Nierenbeschwerden in Zusammenhang gebracht wird. Menschli-
che HARP-defiziente Zelllinien reagieren hypersensitiv auf die genotoxischen Agenzien
CPT, MMC und IR. Menschliches HARP bindet lber sein N-terminal gelegenes RBM di-
rekt an RPA, welches in Eukaryoten fir eine Vielzahl von zellularen Prozessen wie DNA-
Replikation, -Rekombination und -Reparatur zur Stabilisierung von ssDNA-Intermediaten
bendtigt wird. Der Verlust von AH2 flhrt beim Menschen zu keiner bekannten Krankheit,
jedoch reagieren menschliche Zelllinien hypersensitiv auf die DNA-schadigenden Agenzi-
en CPT, HU und Cisplatin. Um zu Uberprifen, ob die Homologe in Arabidopsis ebenfalls
an der Reaktion auf Agenzien beteiligt sind, welche Replikationsstress verursachen, wur-
den harp ah2 Doppelmutanten und die jeweiligen Einzelmutanten auf ihre Sensitivitat
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gegeniber MMC, HU und CPT getestet (Abbildungen 3.7, 3.8 und 3.9). HARP-Defizienz
fihrt in Pflanzen im Gegensatz zum Menschen unter Normalbedingungen zu keinen pha-
notypischen Auffalligkeiten. Dies gilt auch flr Mutanten des Gens AH2. Weder die Doppel-
mutanten noch die harp und ah2 Einzelmutanten reagieren hypersensitiv auf MMC und
HU. Ferner wurden die harp und ah2 Einzelmutanten, jedoch nicht die Doppelmutanten,
neben den genannten Genotoxinen auch auf ihre Sensitivitdten gegentber Bleomycin,
Cisplatin und MMS getestet und zeigten bei keinem der Genotoxine Auffalligkeiten (nicht
gezeigt).

Die durch MMC verursachten Interstrang-Crosslinks an Replikationsgabeln kénnen durch
eine Kombination aus Unhooking des Crosslinks, TLS-Synthese und HR repariert wer-
den. An der rekombinativen Reparatur durch Invadierung in den bereits synthetisierten
Schwesterstrang und der D-loop-Bildung kénnten Annealing Helikasen beteiligt sein, in-
dem sie das Annealing des invadierenden Stranges an die homologen Sequenzbereiche
vermitteln. Im Gegensatz zu der Schadensantwort beim Menschen scheint dieser Repa-
raturweg in Arabidopsis unabhangig von HARP zu verlaufen. Auch AH2 scheint in Arabi-
dopsis nicht an der Reparatur von MMC-verursachten Schaden beteiligt zu sein.

Die Wirkungsweise von HU beruht auf der Hemmung der Ribonukleotid-Reduktase, was
zu einem Stillstand der Replikation fihrt. In Sdugetieren konnte gezeigt werden, dass
der Einfluss von HU sowie CPT die HR stark erhéht, welches die Uberlebensspanne der
behandelten Zellen verldngert. Werden Replikationsgabeln langer als 12 Stunden blo-
ckiert, kommt es in Stammzelllinien aus Mausen vermehrt zu MUS81-induzierten DSBs
an diesen Replikationsgabeln, welche Uber HR repariert werden (Saintigny et al., 2001,
Hanada et al.,, 2006). Bei kirzeren HU-Behandlungen kdnnen die angehaltenen Repli-
kationsgabeln durch HR-unabhangige Wege wieder aufgenommen werden (Petermann
et al., 2010). Da im Falle der durchgefiihrten Sensitivitatstests lange HU-Behandlungen
vorgenommen werden, muss davon ausgegangen werden, dass in der pflanzlichen DNA
DSBs entstanden. Die erhaltenen Ergebnisse lassen darauf schlieBen, dass HARP und
AH2 in Arabidopsis nicht an der Reparatur HU-verursachter Schaden beteiligt sind.

Ein anderes Bild ergibt sich nach Behandlung mit CPT. Die ah2 Einzelmutanten reagie-
ren hypersensitiv auf dieses Genotoxin, wahrend harp Einzelmutanten in ihrem Wachs-
tum keinen Unterschied zum Wildtyp zeigen. Interessanterweise ist die Hypersensitivi-
tat der ah2 Einzelmutanten in der harp ah2 Doppelmutante aufgehoben - diese verhalt
sich wie harp Einzelmutanten beziehungsweise der Wildtyp. CPT ist ein Hemmstoff der
Topoisomerase |. Es stabilisiert den kovalenten Komplex zwischen DNA und Topoisome-
rase | und verhindert die Re-ligation der DNA nach deren Entwindung. Aus dem durch
die Topoisomerase verursachten ESB kann durch Auftreffen der Replikationsgabel ein
DSB entstehen, welcher einen Stillstand der Replikation mit sich bringt und zum Zelltod
fihren kann. Somit sind CPT-induzierte Schaden zum gréten Teil replikationsabhangig.
Auch durch das entstehende Supercoiling der DNA kann es zu DNA-Briichen kommen
(Koster et al., 2007). DNA-DSBs fuhren zu einer Verlangsamung der Replikation, welche
durch Inhibierung des Proteins PARP1 aufgehoben werden kann. Es wurde herausge-
funden, dass PARP1 die HR nach CPT-Behandlung férdert und NHEJ unterdrickt (Sugi-
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mura et al., 2008). Neuere Studien mit Hefe, menschlichen Zelllinien und Xenopus lae-
vis Eiextrakten zeigen, dass PARP1 an einer Regressionen der Replikationsgabeln nach
TOP1-Inhibierung beteiligt ist. Dadurch wird die DSB-Bildung limitiert und der Neustart
der Gabel durch RECQ1 vermittelt (Chaudhuri et al., 2012, Berti et al., 2013). Sowohl
menschliche HARP als auch AH2 defiziente Zelllinien reagieren sensitiv auf CPT. Diese
Sensitivitat wird durch das Fehlen beider Annealing Helikasen erhéht, weswegen ihnen
eine voneinander unabhangige Funktion in der Reaktion auf CPT-induzierte Schaden
postuliert wird (Ciccia et al., 2012b). Auch bei anderen Replikationsstress verursachen-
den Agenzien konnte eine erhéhte Sensitivitat in Doppelmutanten im Vergleich zu den
jeweiligen Einzelmutanten festgestellt werden (Yuan et al., 2012). HsAH2 wird durch po-
lyubiquitiniertes PCNA an gestresste Replikationsgabeln rekrutiert. Dies geschieht tber
die PIP, das APIM und das ZNF-Motiv. Ferner wurde gezeigt, dass HsAH2 Crossover-
Ereignisse nach Replikationsstress verhindert, da in AH2-defizienten Zelllinien die Bil-
dung von RAD51-Foci im Vergleich zu WT-Zellen erhéht ist. Dies konnte durch WT AH2
komplementiert werden, jedoch nicht mit Konstrukten mit Punktmutationen in PIP, APIM
und ZNF.

In Arabidopsis nehmen HARP und AH2 in der Reaktion auf Replikationsstress andere
Rollen ein als im Menschen. Dies ist aufgrund ihrer unterschiedlichen Doméanenstruktur
nicht verwunderlich. Da in AfHARP im Gegensatz zum menschlichen Homolog das zur In-
teraktion mit RPA wichtige RBM vermutlich nicht vorhanden ist (Ghosal et al., 2011) und
in AtAH2 weder PIPB, APIM noch ein ZNF-Motiv gefunden werden konnte, fehlen den
Proteinen in Arabidopsis wahrscheinlich wichtige Motive zur Protein-Interaktion. Diese
vermitteln im Menschen die Rekrutierung der Annealing Helikasen an gestresste Replika-
tionsgabeln. Falls AtHARP und AtAH2 im Bezug auf MMC und HU-induzierte Schaden
dennoch eine Funktion einnehmen, ist diese anderen Reaktionswegen untergeordnet.
Nur auf CPT reagieren ah2 Insertionslinien hypersensitiv im Vergleich zum Wildtyp. Hier
scheinen HARP und AH2 in einem gemeinsamen Reparaturweg zu fungieren, in welchem
HARP AH2 vorangestellt sein muss (Abbildung 4.1). Fehlt funktionales HARP, kann die
Zelle auf einen alternativen Reparaturweg ausweichen, weswegen die Hypersensitivitat
der Doppelmutante aufgehoben ist. Der genaue Mechanismus dieses Zusammenspiels
bleibt offen, ebenso wie die Frage, weshalb dieser speziell an CPT-induzierten Schaden
angewandt wird und wie die Proteine an die Schaden rekrutiert werden. Es scheint nicht
unwahrscheinlich, dass auch in Arabidopsis HARP und AH2 an Gabelregressionen nach
CPT-Behandlung beteiligt sind. Da in der vorliegenden Arbeit auch gezeigt werden konnte,
dass HARP an Mechanismen der HR eine Rolle einnimmt, kdnnte dies auch im Zusam-
menhang mit CPT-induzierten Schaden der Fall sein. Dann stellt sich jedoch die Frage,
weshalb HARP und AH2 keine Funktion in der Reparatur von MMC- und HU-induzierten
Schéaden haben, welche Uber HR-Mechanismen repariert werden kdnnen. Mdglicherwei-
se kdnnten Doppelmutantenanalysen mit bereits bekannten Faktoren der DNA-Reparatur
weitere Erkenntnisse bei diesen Fragestellungen bringen.
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Abbildung 4.1: Funktion von HARP und AH2 an Camptothecin-verursachten Schaden. HARP und AH2
nehmen in Arabidopsis eine bisher unbekannte Funktion ein. Einzelmutanten von AHZ2, jedoch nicht von
HARP, zeigen CPT-Sensitivitat. Die Hypersensitivitat ist in der Doppelmutante vollstandig aufgehoben. Daher
scheint HARP in dem Reaktionsweg AH2 vorangestellt zu sein und die Zelle hat die Mdglichkeit, bei seinem
Fehlen auf einen vergleichbar effizienten Reaktionsweg auszuweichen.

4.1.3 AtHARP in der homologen Rekombination

Neben ihrer Funktion an gestressten Replikationsgabeln wird fir Annealing Helikasen
auch eine Rolle in Reparaturvorgangen durch HR vermutet. Sowohl SSA als auch SD-
SA und BIR beruhen auf einem proteinvermittelten Annealing von ssDNA-Abschnitten.
Ebenso ist bekannt, dass Helikasen durch Auflésen der Rekombinationsintermediate als
Antirekombinasen wirken kénnen. Diese Funktion konnte fir die Annealing Helikasen
HARP und AH2 im Menschen gezeigt werden. HsAH2 kann die RAD51-vermittelte Aus-
bildung von D-loops hemmen, wahrend fur HsHARP eine Rolle in der Auflésung bereits
etablierter D-loops postuliert wird. Die Funktion in den Reparaturwegen der HR wurde
jedoch bisher nicht genauer fiir Annealing Helikasen untersucht. In dieser Arbeit wur-
de mithilfe der Insertionslinien harp-2 und harp-4 die Funktion von AtHARP in der HR
untersucht. Die daflir verwendeten Reporterkonstrukte dienen dem Nachweis verschie-
dener Reparaturmechanismen. Das DGU.US-Konstrukt dient dem Nachweis von SSA-
Ereignissen, DU.GUS und IU.GUS dem Nachweis von SDSA und das IC9-Konstrukt dem
Nachweis von ausschlieB3lich interchromosomaler HR. Sowohl im uninduzierten als auch
im Genotoxin-induzierten Zustand konnte in HARP-defizienten Pflanzen ein Rickgang
der SSA- und SDSA-Raten verzeichnet werden, welche sich in den beiden Insertionslini-
en nicht voneinander unterscheiden. Auch die interchromosomale HR ist in den Inserti-
onslinien gehemmt, was in diesem Fall jedoch nur nach der Induktion von DNA-Schaden
mit Bleomycin deutlich ist (Abbildungen 3.11 und 3.12). Die Induktion mittels Genotoxinen
basiert auf einer unspezifischen Schadensinduktion, welche durch Zufall innerhalb des
Konstrukies geschehen muss, um zur Restauration des GUS-Reportergens zu flhren.
Wenn bei dem DGU.US-Konstrukt ein Schaden nicht genau in der Linkersequenz verur-
sacht wird, kann dieses Gen mdglicherweise auch durch andere Reparaturmechanismen
als SSA restauriert werden. Bei den Reporterkonstrukten DGU.US, DU.GUS und IU.GUS
ist neben der unspezifischen Induktion der HR-Rate mit Genotoxinen auch die spezifische
Induktion von DSBs innerhalb der Linkersequenz der Konstrukte mdglich. Dies geschieht
durch die Meganuklease I-Scel, deren 18 bp umfassende Erkennungssequenz nicht na-
thrlicherweise im Genom von Arabidopsis vorkommt und sich genau einmal innerhalb der
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Linkersequenz befindet. Durch Kreuzung von Pflanzen, welche jeweils homozygot bezlig-
lich des Reporterkonstruktes und fir die |-Scel-Expressionskassette sind, tragen die aus
dieser Kreuzung entstandenen Pflanzen diese Merkmale heterozygot. Die Expression der
Meganuklease fihrt zu einer starken Erhéhung der durch die Konstrukte quantifizierba-
ren Rekombinationsrate in den betroffenen Pflanzenlinien. Der Vergleich vom Wildtyp und
harp-Insertionslinien zeigt auch nach I-Scel-Induktion eine verringerte Rekombinations-
rate in der Mutante (Abbildung 3.13). Diese Reduktion ist fliir SSA etwas weniger stark als
fir SDSA, was auf eine wichtigere Rolle von HARP in der Reparatur Gber SDSA als Uber
SSA hindeutet. Bei SSA misste diese Rolle hauptsachlich in einer Annealing Aktivitat
von HARP gesehen werden, wéhrend bei SDSA sowohl die fur HsHARP beschriebenen
Annealing Aktivitdten als auch die Translokaseaktivitdten denkbar waren. HARP spielt
demnach eine Rolle in der Férderung der somatischen HR in Arabidopsis.

In zukinftigen Arbeiten sollten auch die Rekombinationsraten von Atah2-Insertionslinien
sowie die der Doppelmutanten beider Gene untersucht werden.

4.2 Untersuchungen zur Funktion von REV3 in A. thaliana

Die Translasionspolymerase POL( ist sowohl im Menschen als auch in Arabidopsis an
der Reparatur verschiedener DNA-Schéden beteiligt. In menschlichen Zelllinien flhren
Mutationen in dem Gen der katalytischen Untereinheit REV3 zu Hypersensitivitat ge-
genlber MMC und Cisplatin. In M&usen fihrt das Fehlen von REV3 zu Embryoletalitat.
REV3-defiziente Pflanzenlinien zeigen hingegen keine phanotypischen Auffalligkeiten un-
ter Standardbedingungen und Hypersensitivitdten gegentiber MMC, MMS, Cisplatin so-
wie UV-B und Gammastrahlung. Um das Protein in Arabidopsis genauer zu analysieren,
wurden in der vorliegenden Arbeit Punktmutationsstudien und Doppelmutantenanalysen
durchgeflhrt.

4.2.1 Charakterisierung der T-DNA Insertionsmutante rev3-5: Insertions-
ortbestimmung und Expressionsanalyse

Die Insertionslinie rev3-2 (SALK_029237) tragt eine durch die T-DNA Insertion verursach-
te reziproke Translokation zwischen Chromosom | und V (Curtis et al., 2009). Zwar zeigte
diese Insertionslinie bisher keinen von anderen Insertionslinien abweichenden Phéanotyp
und wurde in zahlreichen Publikationen verwendet, jedoch wurde zur Absicherung der Er-
gebnisse dieser Arbeit eine weitere Insertionslinie (rev3-5, SALK_126789) Gber NASC be-
zogen und durch Insertionsortbestimmung und Expressionsanalyse charakterisiert. Die
T-DNA Insertion der Linie rev3-5 liegt innerhalb des Introns zwischen den Exons acht
und neun der insgesamt 22 Exons und damit im Vergleich zu rev3-2 und der ebenfalls
verwendeten Linie rev3-3 (Sakamoto et al., 2003) weiter vorne im Gen. Bei der Insertion
kam es zu kurzen Deletionen der endstédndigen LBs der T-DNA und der genomischen
Sequenz (Abbildung 3.14).

Da es sich bei der T-DNA Insertion um eine Insertion im Intron handelt, wurde mithilfe
von Expressionsanalysen sichergestellt, dass diese nicht gemeinsam mit dem Intron aus
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der pr&-mRNA gesplei3t wird (Abbildung 3.15). Da nahezu keine Expression Uber die
Insertionsstelle hinweg gemessen werden konnte, konnte ein Heraussplei3en der T-DNA
ausgeschlossen werden. Die Expression des Gens in 5- und 3'-Richtung der T-DNA-
Insertion entspricht jeweils der des Wildtyps, weswegen von einer Teilproteinbildung aus
den Transkripten ausgegangen werden muss. Da sich die Insertion sehr weit vorne im
Gen befindet, wirde die Translation des Transkripts in 5’-Richtung der T-DNA jedoch
zu einem sehr kurzen Protein fihren, dem alle fir die TLS notwendigen Doménen feh-
len. Da die Expression vor und nach der Insertionsstelle etwa gleich stark ist, besteht
die Mdglichkeit, dass es nicht zu einem Abbruch und Wiederaufnahme der Transkripti-
on kam, sondern dass das komplette Gen inklusive der vollsténdigen T-DNA transkribiert
wurde. In diesem Fall wirde die Translation der mRNA mit hoher Wahrscheinlichkeit zu ei-
nem dysfunktionalen Protein flihren. Zuséatzlich kann die inserierte T-DNA eine Verschie-
bung des Leserasters verursachen, wodurch die Aminosauresequenz des Proteins im
C-terminalen Bereich nicht der des Wildtypproteins entspréache oder es durch das Auftref-
fen der Polymerase auf ein Stopp-Codon zum schnellen Abbruch der Translation kdme.
Bei Sensitivitatstests aller drei Insertionslinien rev3-2, rev3-3 und rev3-5 auf MMC konnte
kein Unterschied der Sensitivitdten zwischen den Mutanten festgestellt werden.

4.2.2 Komplementationsstudien mit REV3

Mithilfe von Komplementationsstudien sollte die Funktionsweise von REV3 in Arabidopsis
genauer untersucht werden. Dazu wurden drei Konstrukte kloniert und stabil in die Inser-
tionslinie rev3-2 und als Kontrolle in den Wildtyp transformiert: ein Wildtyp-Konstrukt und
zwei Punktmutationskonstrukte, in denen jeweils eine hoch konservierte Asparaginsaure
in Motiv A und Motiv C der Polymerasedoméne des Proteins durch ein Alanin substituiert
wurde. So fehlt an dieser Stelle am Protein nur die endsténdige Carboxylgruppe der Aspa-
raginsaure. Von den Komplementationslinien im Mutantenhintergrund wurden daraufhin
vier und von der Kontrolllinie eine homozygote single locus Linie etabliert, mit denen Sen-
sitivitatstests durchgefihrt wurden.

Der sogenannte Zwei-Metallionen Mechanismus wird, trotz ihrer strukturellen Unterschie-
de, von allen bekannten DNA-Polymerasen angewandt. Die zwei Metallionen (meist Mg?*)
werden durch zwei Asparaginsauren im aktiven Zentrum der Polymerase komplexiert.
Das erste Metallion aktiviert das freie 3'-OH-Ende des Primers, wodurch der nukleophi-
le Angriff des Sauerstoffatoms am «-Phosphat des einzubauenden dNTPs ermdglicht
wird. Durch das zweite Metallion wird die Freisetzung des Pyrophosphats des dNTPs
unterstiitzt. Die Motive A, B und C bilden das aktive Zentrum von B-Polymerasen. Da-
bei gehéren Motiv A und C zu der Handflachendoméne des Proteins und Motiv B bildet
die Fingerdomane aus. Die zwischen vielen prokaryotischen, eukaryotischen und vira-
len Polymerasen invariable Sequenz in Motiv C lautet ,YGDTDS". In Studien mit der
$29 DNA-Polymerase aus einem Bacillus subtilis Bakteriophagen wurden alle Aminosau-
ren dieser Konsensussequenz durch Punktmutationen veréndert und die Polymerasen
auf ihre Aktivitat hin untersucht (Bernad et al., 1990). Im Bezug auf die beiden Aspa-
raginsduren zeigte sich, dass die Initiierung der Polymeraseaktivitat in der Mutante der
zweiten Asparaginsdure vollkommen aufgehoben war, und durch die Mutation der ersten
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Asparaginsaure stark beeintrachtigt wurde. Bei der Elongation langerer DNA-Abschnitte
waren Mutanten beider Aminosauresubstitutionen stark beeintrachtigt. Bei der Analyse
der Reaktion bei kirzeren Polymerisierungsreaktionen zeigte die Mutante der zweiten
Asparaginsaure keinerlei Aktivitat, wahrend die der ersten Asparaginsaure 30 % Aktivitat
des Wildtyps aufwies. Somit konnte gezeigt werden, dass nur die zweite Asparaginsaure
die Komplexierung des Metallions vermittelt und absolut fir die Polymeraseaktivitat be-
nétigt wird, wahrend der ersten Asparaginsaure auch Funktionen in anderen Faktoren
wie der Prozessivitat und Translokaseaktivitdt zugewiesen werden konnten. Auch Motiv
A (DFQSLYPS) tragt einen katalytischen Asparaginsaurerest fir die Metallionenbindung.
Ferner ist es fir die Interaktion mit dem eintreffenden dNTP und der Koordination von
diesem mit den divalenten Metallionen wichtig. Die Konsensussequenz dieses Motivs ist
hoch konserviert und Mutationsstudien zeigten, dass Substitutionen innerhalb des Mo-
tivs zu veranderter dNTP-Erkennung und Genauigkeit der Polymerase fihren. Dies kann
unter bestimmten Bedingungen einen Vorteil mit sich bringen (Astatke et al., 1998, Niimi
et al., 2004). Die Asparaginsaure ist die einzige Aminosaure des Motivs, deren Mutation
zu einem voélligen Ausfall der Polymeraseaktivitat fiihrt (Patel und Loeb, 2000).

Anhand der chemischen genotoxischen Agenzien MMC, MMS und Cisplatin konnte in
der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass die Sensitivitaten der rev3-2 Insertionslinie
durch Expression des Wildtypkonstruktes vollstdndig aufgehoben werden kénnen (Abbil-
dung 3.18). Dies bedeutet, dass das Wildtyp-Konstrukt, welches aus cDNA und gDNA
von REV3 besteht, zu der Expression eines funktionalen REV3 in der Mutantenlinie fihrt.
Ferner kann dadurch ausgeschlossen werden, dass die reziproke Chromosomentranslo-
kation in der Insertionslinie eine Verfalschung der Sensitivitatstests mit sich bringt. Die
Kontrolllinie verhalt sich bei allen Genotoxinen und deren Konzentrationen wie der Wild-
typ. Daher kann davon ausgegangen werden, dass eine vermehrte Expression des Gens
weder zu negativen noch zu positiven Wachstumveranderungen nach Behandlung mit
chemischen genotoxischen Agenzien flhrt.

Die Expression des Konstrukies mit einer Punktmutation in Motiv A (D1385A) fuhrt zu
einem Protein, in dem die hoch konservierte Asparaginséure an Position 1385 durch ein
Alanin ausgetauscht ist. Nach Behandlung mit den chemischen genotoxischen Agenzien
MMC, MMS und Cisplatin zeigen alle vier Komplementationslinien die gleiche Hypersensi-
tivitat wie die Insertionslinie. Die Kontrolllinie verhalt sich wiederum wie der Wildtyp. Dies
bedeutet, dass der Aminosaureaustausch in Motiv A zu einem vollstandigen Verlust der
Funktionalitdt von REV3 in Bezug auf die getesteten Schaden fuhrt. Durch die bioche-
mischen Untersuchungen an Polymerasen anderer Organismen ist bekannt, dass ohne
die katalytische Asparaginséure in Motiv A der Cofaktor Mg?* nicht gebunden werden
kann und die Polymerisierungsreaktion nicht stattfinden kann. Daraus I&sst sich schlie-
Ben, dass die Funktion von REV3 in Antwort auf die getesteten Schaden auf seiner Poly-
meraseaktivitadt und nicht beispielsweise einer Rekrutierungsfunktion beruht.

Die Sensitivitatstests mit dem Punktmutationskonstrukt bezlglich Motiv C (D149A; ent-
spricht der ersten Asparaginsaure in Motiv C) zeigen ein anderes Bild. Auch hier wur-
den die Agenzien MMC, MMS und Cisplatin verwendet. Zunachst fallt auf, dass eine
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der Komplementationslinien (rev3::REV3 D1549A#1) bei allen verwendeten getesteten
Agenzien und Konzentrationen im Gegensatz zu den anderen drei Komplementations-
linien nicht von der rev3-2 Insertionslinie zu unterscheiden ist. Aufgrund dieser Abwei-
chung wurde per PCR Uberprift, ob das Konstrukt vollstédndig im Genom integriert wurde
und es nicht zu endstandigen Deletionen des Konstruktes kam. Dies konnte so ausge-
schlossen werden (nicht gezeigt). Als Erklarung sind mehrere Szenarien denkbar. Még-
licherweise erfolgte die Integration des Konstruktes bei dieser Linie an einen transkrip-
tionell inaktiven Bereich des Genoms wie Telomere oder Centromere oder anderes He-
terochromatin. Jedoch werden T-DNAs bevorzugt in transkriptionell aktive Bereiche ein-
gefligt (Schneeberger et al., 2005). Zudem konnte das als Selektionsmarker dienende
Gentamycin-Resistenzgen innerhalb des selben Konstrukts exprimiert werden, aus wel-
chem Grund diese Theorie unwahrscheinlich ist. Eine weitere Méglichkeit besteht darin,
dass die Insertion der T-DNA in ein ebenfalls fir die Reaktion auf die getesteten Scha-
den beteiligtes Gen erfolgte, wodurch dessen Expression gestért wurde. Ein weiterer
denkbarer Grund fiir die bestehende Hypersensitivitat kénnte eine Mehrfachinsertion des
Konstruktes sein. Eine damit verbundene Uberexpression kdnnte zu einem Gene Silen-
cing Effekt fihren. Gerade die Aktivitat von TLS-Polymerasen muss stark reguliert wer-
den, um ihre potentiell mutagenen Eigenschaften zu kontrollieren. Da wie bei rev3::REV3
D1549A#1 beobachtete Effekte vorkommen kdnnen, werden fiir Komplementationsstudi-
en immer mehrere genetisch unterschiedliche Komplementationslinien etabliert und ver-
wendet. Nach MMS-Behandlung der Linien konnte die Hypersensitivitat der rev3-2 In-
sertionslinie in den drei verbleibenden Komplementationslinien vollstandig aufgehoben
werden. Die Kontrolllinie zeigt in ihrem relativen Frischgewicht keinen Unterschied zum
Wildtyp. Behandlung der Pflanzen mit einer geringen Konzentration von Cisplatin (5 uM)
fOhrte ebenfalls zu einer Aufhebung der durch die T-DNA in REV3 verursachte Sensiti-
vitat. Interessanterweise zeigen die drei Komplementationslinien nach Behandlung mit
einer héheren Konzentration Cisplatin (10 uM) einen zwischen dem Wildtyp und der Mu-
tante intermediaren Phanotyp. Ein ahnlicher Effekt zeigt sich bei den Sensitivitatstests
mit MMC: auch hier zeigen die drei Komplementationslinien ein Frischgewicht, das sich
zwischen dem von der Mutante und dem Wildtyp bewegt. Dies ist am deutlichsten bei der
geringsten MMC-Konzentration zu sehen, da sich die Sensitivitaten bei héheren MMC-
Konzentrationen immer mehr im niedrigen Bereich angleichen. Aus diesen Ergebnissen
lasst sich schlieBen, dass die zwischen verschiedenen Organismen hoch konservierte
Asparaginsaure in Motiv C auch in Arabidopsis durch eine andere Aminosaure ersetzt
werden kann, ohne dass dies zu einem vélligen Verlust der Polymeraseaktivitat fihrt. Im
Fall von MMS und geringen Konzentrationen von Cisplatin kann die REV3 auch mit dieser
Aminosauresubstitution vollstéandig auf die verursachten Schaden reagieren. Im Gegen-
satz dazu scheint die Polymerase ihre Funktion bei hohen Cisplatin-Konzentrationen und
MMC nur zu einem Teil ausfuhren zu kénnen. Dies deutet darauf hin, dass der Reakti-
on auf MMS und MMC sowie verschiedenen Cisplatin-Konzentrationen unterschiedliche
Funktionsweisen von REV3 zugrunde liegen. Da aus Bakteriophagen bekannt ist, dass
Polymerasen mit Mutationen dieser Asparaginsaure eine Restaktivitat fir kurze Polyme-
risierungsreaktionen aufweisen, kdnnte es sein, dass diese Restaktivitat zur vollstandi-
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gen Aufhebung der Hypersensitivitdt bei MMS und niedrigen Cisplatin-Konzentrationen
ausreicht. In Bezug auf MMC-Schéden und héhere Cisplatin-Konzentrationen kénnte die
Polymerase fur Iangere Amplifikationsreaktionen herangezogen werden, fir welche Trans-
lokaseaktivitaten benétigt werden. Da sie die Translokaseaktivitéat aufgrund der Mutation
nicht ausfihren kann, muss REV3 dann eventuell durch eine andere, nicht so effizien-
te Polymerase ersetzt werden (Abbildung 4.2). Eine weitere denkbare Md&glichkeit wére,
dass die Polymerase von der Matrize abgeldst wird und fir jedes einzubauende dNTP
neu am Strang bindet. Dies wirde die Replikation stark verlangsamen und das interme-
diare Frischgewicht der Komplementationslinien erklaren. Fir diese Hypothese spricht,
dass bei der DNA-Synthese Uber Lasionen wie Inter- und Intrastrang-Crosslinks mehre-
re Basen gegentber der Lasion eingefligt werden muissen, wahrend bei Alkylierungen
nur eine Base von der Lasion betroffen ist. Interessanter Weise wurde in anderen Orga-
nismen gezeigt, dass POL( bei der TLS sehr ineffizient darin ist, Nukleotide gegentber
DNA-Lasionen einzufligen. Statt an diesem Insertionsschritt, der dort meist durch eine
andere TLS-Polymerase ausgeflhrt wird, ist POL({ vielmehr an der Extension nach die-
ser Insertion beteiligt (Johnson et al., 2000).

Zur Verifizierung der Ergebnisse mit chemischen genotoxischen Agenzien wurden die
Komplementationsstudien mit UV-B-Bestrahlung der Komplementationslinien und der Kon-
trollen fortgefuhrt. Zwar macht UV-B-Strahlung nur circa 1,5% der Sonnenenergie aus,
stellt jedoch flir Organismen eine ernstzunehmende Quelle fur Zellschaden dar. Aufgrund
seiner hohen Photonenenergie verursacht UV-B-Strahlung DNA- und Proteinschéden,
Lipidperoxidation und Pigmentoxidation (Ubersicht: Jordan, 1996). Werden die Stamm-
zellen der Wurzel geschadigt, zeigt sich dies in dem verwendeten Modell direkt in ver-
schlechtertem Wurzelwachstum. In Arabidopsis konnte fir die TLS-Polymerasen POLy
und POL(¢ gezeigt werden, dass diese fiir das Uberleben der Stammzellen bei UV-B
Bestrahlung von groBer Bedeutung sind und Mutanten dieser TLS-Polymerasen nach
UV-B Bestrahlung verkilrztes Wurzelwachstum aufweisen (Curtis und Hays, 2007). Die
pol pol¢ Doppelmutante zeigt dabei die héchste Sensitivitat, gefolgt von der pol{ und
schlieBBlich der pol Einzelmutante. Das Ergebnis der Komplementationsstudien mit UV-
B Bestrahlung ahnelt stark den Sensitivitatstests der Linien mit chemischen Genotoxi-
nen (Abbildung 3.21). Ohne Bestrahlung weisen die Linien keinen nennenswerten Unter-
schied zueinander auf. Das Ergebnis nach 7 kJ m? UV-B zeigt am deutlichsten, dass sich
auch hier durch Expression des Wildtyp-Konstruktes die Sensitivitat der rev3-2 Mutante
komplett aufheben I&sst. Die mit dem Punktmutationskonstrukt bezuglich Motiv A trans-
formierten Pflanzen zeigen kein verbessertes Wurzelwachstum im Vergleich zu rev3-2,
wéahrend die Linien bezlglich des Motivs C intermediare Wurzellangen aufweisen. Dies
weist darauf hin, dass auch die Reparatur von UV-induzierten Schaden prozessivere Po-
lymerisierungsaktivitat benétigt als die von MMS-Schaden. Dies passt zu der obigen
aufgestellten Hypothese zur Reaktion auf Inter- und Intrastrang-Crosslinks sowie Alky-
lierungen. Da die durch UV-B-Strahlung verursachten CPDs und (6-4)-Photoprodukte
ahnlich wie Inter- und Intrastrang-Crosslinks mehrere Basen betreffen, ist auch hier eine
Translokaseaktivitat der Polymerase erforderlich. Die Kontrolllinien der Punktmutations-
konstrukte verhalten sich wie der Wildtyp. Interessanterweise zeigt die Kontrolllinie des



4.2. Untersuchungen zur Funktion von REV3 in A. thaliana 92

[ Ablauf an Interstrang-Crosslinks
A) WT REV3 B) REV3 Punktmutation Motiv A C) REV3 Punktmutation Motiv C

-

v Unhooking des v Unhooking des Unhooking des
Crosslinks Crosslinks Crosslinks

%
%
%
!

Replikative

Replikative
Polymerase (z.B. POLJ)

Replikative
Polymerase (z.B. POLJ)

Polymerase (z.B. POLS)

TLS: Polymerase TLS: Polymerase v TLS: Polymerase

x Switch Switch Switch 1
POl

- POLG (REV3 DL1Z385A)

(REV3 D1549A)

v Polymerase Switch v v TLS: Polymerase

_\:I'_ Switch 2
x Replikative Zelltod / Alternativer
- Reparaturweg

z
%
/z

I

------ ~W» |Polymerase (z.B. POL)

Wiederaufnahme der
Replikation

/
,f

v Polymerase Switch

Replikative
= |Polymerase (z.B. POLJ)

v

Wiederaufnahme der
Replikation

/

!

—

Ablauf an Basen-Alkylierungen

-

D) WT REV3 E) REV3 Punktmutation Motiv A F) REV3 Punktmutation Motiv C
Auftreffen der Auftreffen der Q:gﬁ:%gr?szabel
Replikationsgabel Replikationsgabel
=~ =~ =~
Replikative Replikative Replikative
Polymerase (z.B. POLJ) Polymerase (z.B. POLD) Polymerase (z.B. POLJ)
v TLS: Polymerase Switch v TLS: Polymerase Switch v TLS: Polymerase Switch

(REV3 D1385A) (REV3 D1549A)

Wiederaufnahme der Alternativer Wiederaufnahme der
Replikation Reparaturweg Replikation

Abbildung 4.2: Moglicher Ablauf der Reaktion auf DNA-Lasionen mit WT-REV3 und punktmutiertem
REV3. Wird das Wildtyp-Protein REV3 exprimiert, kann es nach Unhooking des Crosslinks und einem Po-
lymerase Switch Uber die L&sion hinweg replizieren (A). Punktmutationen in Motiv A fihren zum vélligen
Verlust der Polymeraseaktivitat, weswegen REV3 nicht Uber den Schaden replizieren kann. Dies kénnte
zum Tod der Zelle fihren, wenn diese nicht auf einen alternativen Reparaturweg ausweichen kann (B).
Durch die Punktmutation in Motiv C ist die Polymeraseaktivitat von REV3 nicht véllig aufgehoben. Vielmehr
wird angenommen, dass das Enzym nicht mehr zur Translokation entlang des Matrizenstranges befahigt ist.
Nichtsdestotrotz kénnte ein kleiner Teil Gber den Schaden repliziert werden, woraufhin es zu einem erneuten
Polymerase Switch mit einer ineffizienteren Polymerase kommen kdnnte. AnschlieBend kdnnte die Replika-
tion nach einem weiteren Polymerase Switch durch eine replikative Polymerase weitergefiihrt werden (C).
Uber alkylierte Basen kann die TLS durch WT-REV3 durchgefiihrt werden (D). Durch den vélligen Verlust
der Polymeraseaktivitat in der in Motiv A punktmutierten Polymerase kann nicht Uber alkylierte Basen repli-
ziert werden und die Zelle muss einen alternativen Reparaturweg einschlagen (E). Bei kleineren Lasionen
wie Alkylierungen kann die Restaktivitat der in Motiv C mutierten Polymerase zur TLS Uber den Schaden
ausreichend sein, wodurch die Replikation normal fortgefiihrt werden kann (F).
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Wildtyp-Konstruktes ein im Vergleich zum Wildtyp deutlich verbessertes Wurzelwachs-
tum. In der Kontrolllinie kénnte es zu einer vermehrten Expression von REV3 kommen,
da das eingebrachte Gen zusatzlich zu dem naturlich vorkommenden Gen exprimiert wer-
den kann. Diese mégliche Uberexpression kénnte den Pflanzen nach UV-B Bestrahlung
einen Vorteil bringen, wahrend dies nach Behandlung mit anderen genotoxischen Agen-
zien nicht zu beobachten war. Allerdings wurde bei den Sensitivitatstests mit chemischen
Genotoxinen das Gesamtgewicht der Pflanzen und nicht speziell das Wurzelwachstum
untersucht. In dem verwendeten Modell kann es gerade bei sich schnell teilenden Ge-
weben wie der Wurzel von Vorteil sein, den vielen UV-B-induzierten Schaden mit einer
hohen Anzahl an REV3 entgegenzuwirken. Hierbei muss beachtet werden, dass durch
das eingebrachte Konstrukt ausschlie3lich REV3, jedoch nicht REV7 sowie weitere pu-
tative Komplexparter von REV3 verstérkt exprimiert werden kdnnen. Da gezeigt werden
konnte, dass rev/-Insertionslinien im Vergleich zu rev3-Insertionslinien nur schwach hy-
persensitiv gegentber UV-B-Strahlung reagieren (Takahashi et al., 2005), scheint REV3
bei seiner Funktion in der Reaktion auf UV-B induzierte Schaden nicht absolut auf die-
se akzessorische Untereinheit angewiesen zu sein. Ferner scheint die mdglicherweise
vermehrte Expression der Punktmutationskonstrukte zusatzlich zum WT-Protein keinerlei
Vorteile nach UV-B-Bestrahlung mit sich zu bringen. Um festzustellen, ob und wie stark
eine Uberexpression von REV3 in der Kontrolllinie vorliegt, sollten in weiteren Arbeiten
quantitative Realtime-PCRs bei den betroffenen Linien durchgefihrt werden.

4.2.3 REV3 und Faktoren der pflanzlichen DNA-Reparatur

Fungieren zwei Genprodukte in dem selben Reparaturweg fir einen bestimmten DNA-
Schaden, zeigt ihre Doppelmutante die gleiche Hypersensitivitat wie die Einzelmutanten.
Sind in einer Doppelmutante zwei wichtige parallele Reparaturwege betroffen, reagiert
diese dementsprechend starker auf das Genotoxin als die Einzelmutanten, da sie nicht
in der Lage ist, auf den alternativen Reparaturweg auszuweichen. Diese Uberlegungen
sind Grundlage der Sensitivitatstests mit den Doppelmutanten von REV3 mit anderen
wichtigen Reparaturfaktoren aus A. thaliana und wurden in den folgenden Diskussionen
bericksichtigt.

REV3, RECQ4A, MUS81 und RAD5A in der DNA-Schadensantwort von Arabidopsis

In Arabidopsis sind mindestens drei voneinander unabhangige Reaktionswege flir be-
stimmte DNA-Schaden bekannt. Diese werden jeweils durch eines der Proteine RAD5A,
RECQ4A und MUS81 reprasentiert (Mannuss et al., 2010). Die durchgefihrten Doppel-
mutantenalanysen sollten der Einordnung von REV3 in diese bekannten Reaktionsmdg-
lichkeiten dienen.

Nach MMC-Behandlung reagieren rev3-Einzelmutanten stark hypersensitiv im Vergleich
zum Wildtyp, wahrend recg4a-Einzelmutanten keine Hypersensitivitat zeigen (Abbildung
3.22). Doppelmutanten der beiden Gene weisen in ihrem relativen Frischgewicht keine
Unterschiede zu den rev3-Einzelmutanten auf. Lange wurde angenommen, dass die
RecQ-Helikase RECQ4A keine Funktion in der Reparatur MMC-induzierter Schaden hat.
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Jedoch wurde in einer Studie von 2014 herausgefunden, dass mhf1 recq4a- sowie fancm
recq4a-Doppelmutanten hypersensitiv gegentiber MMC reagieren, wahrend die Einzel-
mutanten keine Sensitivitaten zeigen (Dangel et al., 2014). Daher deuten die Ergebnisse
der vorliegenden Arbeit darauf hin, dass RECQ4A und REV3 ebenfalls im selben Re-
paraturweg beziglich MMC-Schéden arbeiten. Nach der Entkoppelung des Interstrang-
Crosslinks und der TLS Uber die Lasion muss der ebenfalls durch das Unhooking ent-
standene DSB Uber HR repariert werden. Wahrend REV3 an dem TLS-Schritt dieses
Reparaturweges beteiligt zu sein scheint, kbnnte RECQ4A eine Rolle in der Reparatur
Uber HR spielen. Méglicherweise ist RECQ4A an der Resektion des DSBs beteiligt, der
die darauffolgende Stranginvasion ermdglicht. Fir BLM, das menschliche strukturelle Ho-
molog von RECQ4A, wurden bereits Resektionsreaktionen nachgewiesen (Gravel et al.,
2008). Von Interesse fir fortflhrende Arbeiten waren ebenfalls Sensitivitatstests mit rev3
mhf1- sowie rev3 fancm-Doppelmutanten. Auf MMS und Cisplatin reagieren rev3 recq4a-
Doppelmutanten stérker als die jeweiligen Einzelmutanten, welche etwa gleiche Hyper-
sensitivitdten aufweisen. Daraus lasst sich schlieBen, dass REV3 und RECQ4A in un-
terschiedlichen Reparaturwegen zur Reaktion auf MMS- und Cisplatin-induzierte DNA-
Schéaden arbeiten. Das menschliche Homolog von RECQ4A, BLM, ist in der Lage, die
Replikationsgabel bei Replikationsstress durch deren Regression zu stabilisieren (Ralf
et al., 2006). REV3 kann hingegen Uber alkylierte Basen und Intrastrang-Crosslinks re-
plizieren, beziehungsweise an der HR zu ihrer Reparatur mitwirken. Daher ist es nicht
verwunderlich, dass RECQ4A und REV3 in unterschiedlichen Reparaturwegen zur Reak-
tion auf diese Schéaden fungieren.

Die Einzelmutantenlinien von rev3 und mus81-1 zeigen gleich starke Hypersensitivitaten
gegentber MMC. |hr relatives Frischgewicht betragt je nach der Genotoxin-Konzentration
etwa 20-40% des Wildtyps. Doppelmutantenlinien aus rev3 und mus81-1 reagieren ge-
nauso hypersensitiv gegeniber MMC wie die Einzelmutanten (Abbildung 3.23). Daher
kann davon ausgegangen werden, dass REV3 und MUS81 am gleichen Weg zur Re-
aktion auf MMC-induzierte Interstrang-Crosslinks teilhaben. Diese Beobachtung ist mit
dem Modell vereinbar, in dem Interstrang-Crosslinks durch eine Kombination aus einem
MUSB81-vermittelten Unhooking und einer Translasionssynthese Uber den entkoppelten
Crosslink repariert werden kdnnen. Interessanterweise zeigen diese Doppelmutanten
auch die gleichen starken Hypersensitivititen gegentiber MMS wie die mus81 Einzel-
mutante. Die rev3-Insertionslinien zeigen nur eine geringe Hypersensitivitat gegenlber
MMS. Dies deutet darauf hin, dass MUS81 und REV3 im selben Reparaturweg zur Reak-
tion auf MMS-induzierte Alkylierungen arbeiten, wobei MUS81 eine wichtigere Rolle als
REV3 einnimmt. Uber einen Reparaturmechanismus, der fiir Alkylierungen sowohl eine
Endonuklease als auch eine TLS-Polymerase benétigt, ist bisher nichts bekannt. Alky-
lierungen kénnen vor dem Eintreffen einer Replikationsgabel durch direkte Umkehrung
der Alkylierung mittels Alkyltransferasen entfernt werden, oder durch BER oder NER re-
pariert werden. Trifft eine Replikationsgabel auf eine Alkylierung, kann diese entweder
durch Gabelregression, HR oder TLS umgangen werden. Mdglicherweise fligt MUS81
an der blockierten Replikationsgabel einen DSB ein, welcher Gber HR repariert wird und
so das Voranschreiten der Replikationsgabel gewéhrleistet. Die Rolle von REV3 lage
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hierbei vermutlich in der Verldngerung des zur HR benétigten D-loops. Da in anderen Or-
ganismen gezeigt werden konnte, dass POL{ an HR-Vorgangen beteiligt ist (Kane et al.,
2012), scheint diese Theorie nicht unwahrscheinlich. Um die Rolle von REV3 in der HR in
Arabidopsis zu untersuchen, sollten mit REV3-defizienten Pflanzenlinien Rekombinations-
tests durchgefiihrt werden. Nach Cisplatin-Behandlung liegen die Hypersensitivitaten der
Einzelmutanten von rev3 und mus81-1 auf dem gleichen Niveau, wahrend die Doppelmu-
tante bei einer geringen Cisplatin-Konzentration einen additiven Effekt zeigt. Demnach
fungieren MUS81 und REV3 in unterschiedlichen Mechanismen bei der Reaktion auf
Cisplatin-Schaden. Bisher wurde angenommen, dass es in Arabidopsis zur Reaktion auf
Cisplatin-induzierte Crosslinks drei voneinander unabhangige Wege gibt, welche jeweils
durch MUS81, RECQ4A und RADS5A reprasentiert werden. Da bereits bekannt ist, dass
RADS5A und REV3 in alternativen Wegen arbeiten (Wang et al., 2011) und in der vorlie-
genden Arbeit gezeigt werden konnte, dass MUS81 und RECQ4A ebenfalls unabhangig
von REV3 wirken, kann der durch REV3-vermittelte Reaktionsweg als vierte Alternative
angesehen werden. Eine grafische Zusammenfassung der beschriebenen Ergebnisse ist
in Abbildung 4.3 dargestellt.
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Abbildung 4.3: Einteilung von REV3 in die durch RECQ4A, MUS81 und RAD5A vermittelten Antworten
auf DNA-Schéaden. Es ist bereits bekannt, dass RAD5A und REV3 bei der Reaktion auf MMC, MMS und
Cisplatin-induzierten Schéden in alternativen Wegen fungieren (Wang et al., 2011). Bei der Antwort auf MMC-
induzierte Interstrang-Crosslinks konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass MUS81 und REV3 im selben
Reaktionsweg fungieren, in dem REV3 jedoch eine untergeordnete Rolle spielt. Auch RECQ4A und REV3
nehmen eine Rolle in demselben Reaktionsweg auf MMC-induzierte Schaden ein. Bei MMS-induzierten
Alkylierungen arbeiten MUS81 und REV3 ebenfalls im selben Reaktionsweg, wahrend RECQ4A und RAD5A
in alternativen Wegen wirken. Fiir die Antwort auf Cisplatin-induzierte Intrastrang-Crosslinks reprasentieren
die vier Proteine jeweils einen unabhangigen Reaktionsweg.

Das Zusammenspiel von REV3 und ATR in der DNA-Schadensantwort von Arabi-
dopsis

ATR ist eine der sogenannte Master-Checkpointkinasen, welche nach bestimmten DNA-
Schaden aktiviert werden und nachgestellte Reparatur- und Zellzyklusfaktoren durch
Phosphorylierung aktivieren. Um ein mdégliches Zusammenspiel von REV3 mit ATR zu
untersuchen, wurden auch hierfiir Doppelmutantenanalysen durchgefihrt.

Die Sensitivitatstests mit rev3 atr-2 Doppelmutanten zeigen fur alle drei getesteten Ge-
notoxine MMC, MMS und Cisplatin ein &hnliches Ergebnis (Abbildung 3.24). Bei allen
Genotoxinen liegen die Hypersensitivitdten der Einzelmutantenlinien auf einem &hnlichen
Niveau, wahrend die Doppelmutanten deutlich starker auf das jeweilige Genotoxin reagie-
ren. So liegt das relative Frischgewicht der Einzelmutanten bei der jeweils geringsten Kon-
zentration MMC bei etwa 50 %, bei MMS etwa 70 - 80% und bei Cisplatin etwa 60 % des
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Wildtyps, wahrend das der Doppelmutanten jeweils circa 20 - 30 % des Wildtyps betragt.
Dies bedeutet, dass REV3 und ATR bei der Reaktion auf Inter- und Intrastrang-Crosslinks
sowie Alkylierungen in verschiedenen Reparaturwegen wirken. Da die jeweiligen Einzel-
mutanten von REV3 und ATR eine vergleichbar starke Hypersensitivitdt gegenlber der
getesteten Genotoxine aufweisen, scheinen die Proteinfunktionen von ahnlich gro3er Be-
deutung fur die Reaktion auf die Schaden zu sein. ATR wird hauptsachlich durch Replika-
tionsstress und ssDNA-Abschnitte aktiviert, was durch verschiedene Mechanismen wie
die Gabelregression zur Stabilisierung der Replikationsgabel beitragt. REV3 kann durch
Monoubiquitinierung von PCNA an gestresste Replikationsgabeln rekrutiert werden. Dies
verlauft im Menschen unabhangig von den beiden Checkpointkinasen ATR und ATM
(Brun et al., 2010). Die vorliegenden Ergebnisse deuten darauf hin, dass die TLS Uber
Intrastrang-Crosslink- und Alkylierungen-verursachende Genotoxine ebenfalls in Arabi-
dopsis unabhangig von ATR ablaufen kann. Interstrang-Crosslinks stellen einen Sonder-
fall der Replikationsblockade dar, da dabei beide DNA-Stréange miteinander verknipft sind
und keine einfache TLS daruber hinweg stattfinden kann. Der aktuell fiir die Reparatur
von Interstrang-Crosslinks anerkannte Mechanismus beruht auf einer Kombination aus
TLS und HR des entstehenden einseitigen DSB. Da DSBs nicht priméar zur Aktivierung
von ATR flihren, ist es auch hier nicht Uberraschend, dass ATR und REV3 in unabhén-
gigen Reaktionswegen arbeiten. Ferner kann ATR-Defizienz zu einer vermehrten Entste-
hung von DBSs an blockierten Replikationsgabeln fihren, welche mit der HR-vermittelten
Reparatur der DSBs einhergeht. Es besteht die Mdglichkeit, dass REV3 an der HR zur
Wiederaufnahme der Replikation nach deren Blockade beteiligt ist, was sich ebenfalls in
einem additiven Effekt in den Sensitivitatstests du3ern wirde. Dies ist nicht unwahrschein-
lich, da in der Vergangenheit gezeigt werden konnte, dass TLS-Polymerasen in anderen
Organismen an der HR mitwirken und D-loops verlangern kénnen. Somit fungieren REV3
und ATR bei der Antwort auf alle in dieser Arbeit untersuchten DNA-Schaden in verschie-
denen Reaktionswegen. In weiterfihrenden Arbeiten sollte auch das Zusammenspiel von
REV3 mit ATM untersucht werden. Da ATM und ATR in der DNA-Schadensantwort durch
unterschiedliche Schaden aktiviert werden kdnnen, kénnten diese Doppelmutantenanaly-
sen weitere Erkenntnisse Uber die DNA-Schadensantwort in Arabidopsis bringen.



5 Zusammenfassung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden die Annealing Helikasen HARP und AH2
sowie die TLS-Polymerase REV3 beziglich ihrer Funktionen in DNA-Reparatur und -Re-
kombination in Arabidopsis thaliana untersucht.

Durch strukturelle Analysen konnte das vorher nur als At5g07810 bekannte Protein als
Homolog des menschlichen AH2 identifiziert werden. Die Homologie zwischen den Pro-
teinen AtCHR18 (AtHARP) und HsHARP konnte bestétigt werden. Mithilfe von Sensitivi-
tatstests wurde gezeigt, dass HARP und AH2 in Arabidopsis in Bezug auf Schadensto-
leranz andere Funktionen einnehmen als ihre menschlichen Homologe. Bezuglich DNA
Interstrang-Crosslinks und nach Hemmung der Ribonukleotid-Reduktase zeigen Atharp
und Afah2 keine Hypersensitivitdten. Im Gegensatz dazu konnte flr die beiden pflanzli-
chen Annealing Helikasen eine Funktion in der Reaktion auf den Topoisomerasehemmer
Camptothecin nachgewiesen werden. Wahrend nur Atah2-Insertionslinien eine Hyper-
sensitivitat gegentuber Camptothecin zeigen, ist diese Hypersensitivitat in der Doppelmu-
tante aufgehoben. Demnach arbeiten die beiden Proteine in demselben Reaktionsweg,
wobei HARP AH2 vorangestellt sein muss und seine Defizienz der Zelle die Moglichkeit
zum Ausweichen auf einen alternativen, effizienten Reaktionsweg bieten muss. Weiter-
hin konnte fir HARP eine férdernde Rolle in der pflanzlichen homologen Rekombination
nachgewiesen werden.

Mithilfe von Punktmutationen in hoch konservierten Aminosauren innerhalb des aktiven
Zentrums der TLS-Polymerase REV3 konnten verschiedene Mechanismen von REV3
bei der Reaktion auf verschiedene Schaden aufgezeigt werden. In Reaktion auf DNA-
Alkylierungen reichen demnach einzelne kurze Polymerisierungsreaktionen des Enzyms
aus, wahrend als Antwort auf Interstrang-Crosslinks und UV-B-Schaden héhere Prozes-
sivitdt des Enzyms gefordert sind. Durch Doppelmutantenanalysen von rev3 mit Mutan-
ten der strukturspezifischen Endonuklease MUS81, der RecQ-Helikase RECQ4A, sowie
der Checkpoint-Kinase ATR konnte REV3 in bestimmte Reaktionswege auf verschiedene
DNA-Schaden eingeordnet werden. Den bisher drei in Arabidopsis bekannten Reakti-
onswegen fir Intrastrang-Crosslinks konnte dadurch unter anderem ein dazu alternativer
Reaktionsweg hinzugefligt werden. Dieser vierte Parallelweg der Schadensantwort wird
durch REV3 reprasentiert. Darliber hinaus konnte gezeigt werden, dass REV3 und ATR
in der Antwort auf bestimmte DNA-Schaden in getrennten Reaktionswegen fungieren.



6 Summary

The aim of this thesis was to examine the annealing helicases HARP and AH2 as well as
the TLS-polymerase REV3 regarding their functions in DNA-repair and -recombination in
Arabidopsis thaliana.

With structural analysis it was shown that the former AT5G07810 called protein is a dis-
tinct homologue of human AH2. The homology between the proteins CHR18 (AtHARP)
and HsHARP was confirmed. With the aid of sensitivity tests it could be shown that HARP
and AH2 play different roles in DNA damage tolerance compared to their human homo-
logues. After being exposed to agents that cause interstrand crosslinks and inhibition of
the enzyme ribonucleotide reductase, Atharp and Atah2 show no hypersensitivites. While
only Atah2 reacts hypersensitive to the topoisomerase | inhibitor camptothecin, this hyper-
sensitivity is abolished in the double mutant line harp ah2. Thus the two proteins act in
the same pathway regarding CPT-damage, whereby HARP precedes AH2. Deficiency of
HARP enables the cell to fall back on another pathway with similar efficiency. Furthermore
it could be shown that HARP promotes homologous recombination in plants.

By introducing point mutations into highly conserved amino acids within the active site
of the TLS-polymerase REVS3 it was shown that there are different mechanisms of REV3
for reacting on different kinds of damages. While the enzyme sufficiently catalyzes short
polymerase reactions on alkylated substrates, there is higher processivity needed for TLS
on interstrand crosslinks and UV-B induced lesions. With double mutant analysis of rev3
and mutants of the structure-specific endonuclease MUS81, the RecQ-helicase RECQ4A
as well as the checkpoint kinase ATR it was possible to assign REV3 to certain DNA
damage response pathways. It was shown that additionally to the three known pathways
for intrastrand crosslink repair, there is a forth alternate pathway which is resembled by
REV3. Furthermore it was shown that REV3 does not interact with ATR in response to
certain kinds of DNA damages.



A Anhang

Tabelle A.1: Primerkombinationen und -sequenzen fiir gRT-PCRs zur Expressionsanalyse. Verwen-
det wurden pro Insertionslinie drei verschiedene Primerkombinationen. Die Primerkombination A bindet in
5’-Richtung der T-DNA im Gen, die Primerkombination B schlie3t den Insertionsort ein und die Primerkombi-

nation C bindet in 3’-Richtung der T-DNA.

Primerkomb.  Primer Sequenz (5°-3’) Annealing Temp.
harp-2/harp-4 A harp1 RT1 FW GGTTCATACTTCGTCTCAAGG 56 °C
harp1 RT1 RV GATGGTGCAATAATCAGAACC
B harp1 RT2 FW GGTTCTGATTATTGCACCATC 56 °C
harp1 RT2 RV CAACTCGTCATGATTGCTTGC
C harp1 RT3 FW GCAAGCAATCATGACGAGTTG 56 °C
harp1 RT3 RV CAACACCAGCAGCTCGTATTG
ah2-3/ah2-4 A AH2 RT1 FW GTATTGAGTACTAGTGTGCCG 56 °C
AH2 RT1 RV CTGAAGCGTCTTTCCAAGCCC
B (ah2-3) AH2-3 RT2 FW CCTTTCGTGAATGGTTATCTC 56 °C
AH2-3 RT2 RV CAGCAGGCTTGAAAATAGATG
B (ah2-4) AH2-4 RT2 FW CAAGGGTACTCGCTTACTGG 56 °C
AH2-4 RT2 RV CCTGAATTCCATCCAGAACC
C AH2 RT3 FW GAGTGGAAATCGCTACGGCC 56 °C
AH2 RT3 RV CCGTTGGATCATTAACCAGGG
rev3-5 A rev3 RT1 FW GCTCTACACCTGCTGGTCAG 56 °C
rev3 RT1 RV CTCACAATCATGGATATGTTGCC
B rev3-5 RT2 FW GGATGATTGTCCGGGACAAAG 56 °C
rev3-5 RT2 RV CAGAGACTCTGACGTCTGTAATGG
C rev3 RT3 FW CTCTCTAGACCTCGATGTTCTTCAG 56 °C
rev3 RT3 RV GGTGAAGAACTGCTTCTGAAGG
B-TUBULIN BetaTubulin FW CCTGATAACTTCGTCTTTGG 56 °C
BetaTubulin REV.  GTCAACTCCATCTCGTCCAT
ACTIN2 Actin2-FW CAGATGCCCAGAAGTCTTG 56 °C
Actin2-REV GTGCTGTGATTTCTTTGCTC



100

Tabelle A.2: Verwendete Klonierungsprimer. Aufgefihrt sind die verwendeten Klonierungsprimer zur Am-
plifikation der In-Fusion-Fragmente sowie die Primer fir die durchgefihrten Aminoséuresubstitutionen. Die
Uberhange an den In-Fusion Primern sind in Kleinbuchstaben dargestellt, ihre Annealing Temperatur bezieht
sich auf die Primersequenz ohne den Uberhang. Durch die in rot dargestellten Basen wurden die verwen-
deten Restriktionsschnittstellen des Vektors erhalten. Die fir den Aminosaureaustausch veranderten Basen
sind in griinen Kleinbuchstaben dargestellt. O, Orientierung; FW, forward; RV, reverse.

Fragment Primer Sequenz (5°-3’) Annealing Temp. O.
nat. Promotor In-Fusion7  gagctcggtacccgggGTATCTCCGATAGTTCTTACAC 58 °C FW
In-Fusion2  cagccatggctgtttCGCCGTGACTTTGACCGGAA RV
Fragment cDNA (5°) In-Fusion3  aaacagccatggctgATTCTCAATCC 58 °C FW
In-Fusion4  aagtcgagctcctggCTCCCCATGAA RV
Fragment gDNA (3’)/  In-Fusion5  ccaggagctcgacttGTTGATATGGTTGTTGATCCA 58 °C FW
nat. Terminator In-Fusion8  atgcctgcaggtcgacCCTACATTGAAGGGATTATCA RV
AS-substitution Primer Sequenz (5°-3’) Annealing Temp. O.
D1385A SK-85 GTTATTGTGTTGgciTTTCAATCTC 54 °C FW
SK-86 GAGATTGAAA29cCAACACAATAAC 54 °C RV
D1549A SK-87 GAGTTGTATATGGTgccACTGATAGG 54 °C FW
SK-88 CCTATCAGTggcACCATATACAACTC 54 °C RV

Tabelle A.4: Verwendete Primer fiir PCR-basierte Genotypisierungen: Reporterlinien. Aufgefihrt sind
die flir PCR-basierte Genotypisierungen verwendeten Primerkombinationen mit den verwendeten Annealing
Temperaturen. Diese gelten jeweils flr die verwendete Primerkombination zur Identifikation des WT-Allels
oder der T-DNA-Insertion. Es wurde standardmaBig eine Amplifikationsdauer von 1:10 min gewahlt.

Linie Primer Sequenz (5’-3°) Annealing Temp.
1C9 WT IC9C-fw-lang GAAGAACCTACCTGGTCTGT 56 °C
IC9C-RW CCAGAAGTAAAAGTGAAGTTC
T-DNA  IC9C-fw-lang GAAGAACCTACCTGGTCTGT 56 °C
GABI-LB TTGGACGTGAATGTAGACAC
DGU.US WT SSA gFW TCTCCAATTTGCATACCTCATACC 56 °C
SSA gRV TCAGCTTTGTCATTGTGGGATAA
T-DNA UFWTGIUSRB5 GTT GCG CAG CCTGAATGG C 56 °C
SSA gRV TCAGCTTTGTCATTGTGGGATAA
DU.GUS WT DU8 gFW2 ATCGCCGGAAGAAGGAAGACCATC 56 °C
DU8 gRV2 ACACAAGCGAGCCATCCACTACCA
T-DNA  DUS8 gFW2 ATCGCCGGAAGAAGGAAGACCATC 56 °C
GUS RV3 (RB) ATAAAGACTTCGCGTGATACC
IU.GUS WT U8 gFW ACTTATTTGCGTGTCTGTTACTT 56 °C
1U8 gRV GAAATCGATTACTAGCCACCACTC
T-DNA  GABI-LB TTGGACGTGAATGTAGACAC 56 °C
1U8 gRV GAAATCGATTACTAGCCACCACTC
I-Scel#8 WT 2S-1-Scel#8 gFW  GGCGATCTCGACTCTCCTCTG 56 °C
2S-1-Scel#8 gRV TCATCTCTTCCCGTAAAACCTCAA
T-DNA pTV3 GTTATCCGCTCACAATTCCAC 56 °C

2S-1-Scel#8 gRV

TCATCTCTTCCCGTAAAACCTCAA
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Tabelle A.3: Verwendete Primer fiir PCR-basierte Genotypisierungen. Aufgefuhrt sind die fir PCR-
basierte Genotypisierungen verwendeten Primerkombinationen mit den verwendeten Annealing Tempera-
turen. Diese gelten jeweils fiir die verwendete Primerkombination zur Identifikation des WT-Allels oder der
T-DNA-Insertion. Die FragmentgréBen betragen circa 400 - 1200 bp, es wurde standardmaBig eine Amplifi-
kationsdauer von 1:10 min gewahlt.

Linie Primer Sequenz (5-3°) Annealing Temp.
ah2-3 WT harp1(V)-3 FW NEU GCTCGTGGATCAAATGAAG 54 °C
harp1(V)-3 REVNEU CTATGTGCTCTATCCTCAG
T-DNA  harp1(V)-3 FW NEU GCTCGTGGATCAAATGAAG 54 °C
Lbb1.3 ATTTTGCCGATTTCGGAAC
ah2-4 WT harp1(V)-4 FW NEU CAGATAGGACTAGTCTCTC 54 °C
harp1(V)-4 REVNEU GATAGAAGTGGATGTAGAG
T-DNA  harp1(V)-4 FW NEU CAGATAGGACTAGTCTCTC 54 °C
Lbb1.3 ATTTTGCCGATTTCGGAAC
harp-2 WT harp1 FW NEU CTACTTGGACATTGTTTATG 54 °C
harp1 REV NEU CATCCAGAGATACACAAGG
T-DNA  GABI-LB TTGGACGTGAATGTAGACAC 54 °C
harp1 REV NEU CATCCAGAGATACACAAGG
harp-4 WT harp1 FW NEU CTACTTGGACATTGTTTATG 54 °C
harp1 REV NEU CATCCAGAGATACACAAGG
T-DNA  harp1 FW NEU CTACTTGGACATTGTTTATG 54 °C
GABI-LB TTGGACGTGAATGTAGACAC
rev3-2 WT rev3 FW2 CTTCAGCTACAAAACTATCGTCAT 56 °C
rev3 RV2 CTCTGGCTGTGCTCTTTATTTATT
T-DNA  rev3 FW2 CTTCAGCTACAAAACTATCGTCAT 56 °C
Lbd1 TCGGAACCACCATCAAACAG
rev3-3 WT SK-63 CGACCTGATCCACGATTTGATTCTGTC 56 °C
SK-64 CTACTTGAGCAGGATTAGCTACCAACGG
T-DNA  SK-63 CGACCTGATCCACGATTTGATTCTGTC 56 °C
Lbd1 TCGGAACCACCATCAAACAG
rev3-5 WT SK-75 GCCCTGAAGCCTTCCTTACTTG 56 °C
SK-76 GAAGAGGCTAGTTCAAACGTCC
T-DNA SK-75 GCCCTGAAGCCTTCCTTACTTG 56 °C
Lbd1 TCGGAACCACCATCAAACAG
atr-2 WT ATR2 fw TGGATCAGGTGCCTTCAATATC 56 °C
ATR2 rev CTAAGAGTGCAGGTAATGCAGCA
T-DNA  Lbd1.3 ATTTTGCCGATTTCGGAAC 56 °C
ATR2 rev CTAAGAGTGCAGGTAATGCAGCA
recqd4a-4 WT rg4A gFW TGGTCTTTCATCTGCTCCTGTA 56 °C
rg4A gRV AGCTGCCAAAGAAAGATGTTAGAA
T-DNA  GABI-LB TTGGACGTGAATGTAGACAC 56 °C
rq4A gRV AGCTGCCAAAGAAAGATGTTAGAA
mus81-1  WT Mus81-1 AGTGAATCTGATAGTGAGTG 56 °C
Mus81 R2 GCAGCATCAATAAGCTCTTGT
T-DNA  Mus81-1 AGTGAATCTGATAGTGAGTG 56 °C

GABI-LB TTGGACGTGAATGTAGACAC
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Tabelle A.5: Daten der qRT-PCRs zur Expressionsanalyse. Aufgefiihrt sind die auf das Haushaltsgen
ACTIN2 normalisierten Expressionsdaten der charakterisierten Insertionslinien relativ zum Wildtyp.

Primerkombination A WT harp-2 harp-4 ah2-3 ah2-4 rev3-5
Durchgang 1 1,0000 1,5690 2,7920 0,8809 1,4390 1,1000
Durchgang 2 1,0000 2,6270 1,8670 0,6801 0,8680 0,8214
Durchgang 3 1,0000 1,0850 1,1230 0,4728 0,7961 1,1200
Mittelwert 1,0000 1,7603 1,9273 0,6779 1,0344 1,0138
Stabw 0,0000 0,7886 0,8361 0,2041 0,3523 0,1669
Primerkombination B~ WT harp-2 harp-4 ah2-3 ah2-4 rev3-5
Durchgang 1 1,0000 0,0001 0,0002 0,0000 0,0004 0,0002
Durchgang 2 1,0000 0,0005 0,0001 0,1005 0,0000 0,0001
Durchgang 3 1,0000 0,0003 0,0003 0,0000 0,0004 0,0050
Mittelwert 1,0000 0,0003 0,0002 0,0335 0,0003 0,0018
Stabw 0,0000 0,0002 0,0001 0,0580 0,0002 0,0028
PrimerkombinationC WT harp-2 harp-4 ah2-3 ah2-4 rev3-5
Durchgang 1 1,0000 2,9000 0,0585 0,1307 5,4100 2,3410
Durchgang 2 1,0000 3,3470 0,0815 0,3930 5,3910 0,8126
Durchgang 3 1,0000 1,2650 0,0212 0,0766 2,8940 0,6707
Mittelwert 1,0000 2,5040 0,0537 0,2001 4,5650 1,2748

Stabw 0,0000 1,0960 0,0304 0,1692 1,4472 0,9261
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Tabelle A.6: Relative Frischgewichte der harp und ah2 Einzel- und Doppelmutanten nach CPT Be-
handlung. Aufgefiihrt sind die relativen Frischgewichte nach Behandlung mit 50, 100 und 200 nM CPT.

harp-2  harp-2  harp-4  harp-4

50 nM CPT WT harp-2  harp-4 ah2-3 ah2-4 ah2-3  ah2-4 ah2-3 ah2-4
Durchgang 1 55,83 57,91 50,70 39,22 35,08 51,83 57,14 50,47 48,93
Durchgang 2 53,94 57,98 48,74 29,80 33,72 53,90 59,03 55,27 56,93
Durchgang 3 36,09 39,77 43,40 28,83 29,18 48,81 37,34 38,46 44,84
Durchgang 4 45,96 47,46 49,18 34,13 29,74 49,47 43,55 53,60 40,86
Mittelwert 47,95 50,78 48,01 32,99 31,93 51,00 49,27 49,45 47,89
Stabw 9,00 8,85 3,18 4,75 2,91 2,32 10,52 7,59 6,87
t-Test gegen WT 0,670 0,992 0,036 0,032 0,553 0,856 0,808 0,991
t-Test gegen ah2-3 0,019 0,003 0,002 0,014

t-Test gegen ah2-4 0,019 0,000 0,041 0,013

harp-2  harp-2 harp-4  harp-4

100 nM CPT WT harp-2  harp-4 ah2-3 ah2-4  ah2-3 ah2-4 ah2-3 ah2-4
Durchgang 1 31,56 36,40 29,99 2246 25,71 42,79 40,31 24,72 30,84
Durchgang 2 33,21 32,22 39,38 22,53 20,19 31,02 31,94 38,96 32,09
Durchgang 3 23,23 24,68 30,96 18,71 21,13 31,30 21,74 29,13 24,88
Durchgang 4 24,34 29,59 2466 21,70 14,38 27,00 23,52 31,47 26,79
Mittelwert 28,08 30,72 31,25 21,35 20,35 33,03 29,38 31,07 28,65
Stabw 5,03 4,91 6,09 1,80 4,66 6,80 8,54 5,96 3,38
t-Test gegen WT 0,48 0,45 0,07 0,07 0,29 0,80 0,47 0,86

harp-2  harp-2 harp-4  harp-4

200 nM CPT WT harp-2  harp-4 ah2-3 ah2-4 ah2-3  ah2-4 ah2-3 ah2-4
Durchgang 1 7,58 11,21 6,07 3,76 4,74 12,15 13,56 4,26 7,27
Durchgang 2 7,83 9,45 8,17 3,20 3,04 7,21 7,81 9,39 6,28
Durchgang 3 3,64 4,52 7,75 2,75 2,64 7,07 3,46 5,27 4,86
Mittelwert 6,35 8,39 7,33 3,24 3,47 8,81 8,27 6,30 6,14
Stabw 2,35 3,47 1,11 0,51 1,12 2,90 5,07 2,72 1,21

t-Test gegen WT 0,45 0,56 0,11 0,16 0,32 0,60 0,98 0,90
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Abbildung A.1: Reparatur von DNA-Schiaden nach MMC-Behandlung in harp ah2 Einzel- und Doppel-
mutanten. Die Insertionslinien harp-2, harp-4, ah2-3, ah2-4 sowie deren Doppelmutanten harp-2 ah2-4 und
harp-4 ah2-3 wurden mit 5, 10, 15 und 20 pg/ml MMC behandelt. Dargestellt ist das zu den unbehandelten
Pflanzen relative Frischgewicht nach Behandlung der einzelnen Linien im Vergleich zum Wildtyp. Die Einzel-
und Doppelmutanten zeigten eine mit dem Wildtyp vergleichbare Sensitivitdt. Die S&ulen geben die Mittel-
werte aus mindestens drei biologisch unabhangigen Durchgéngen an, die Fehlerbalken stellen die Stabw
der Mittelwerte dar.
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Abbildung A.2: Reparatur von DNA-Schaden nach HU-Behandlung in harp ah2 Einzel- und Doppel-
mutanten. Die Insertionslinien harp-2, harp-4, ah2-3, ah2-4 sowie deren Doppelmutanten harp-2 ah2-4 und
harp-4 ah2-3 wurden mit 0,5, 1, 2 und 4 mM HU behandelt. Dargestellt ist das zu den unbehandelten Pflan-
zen relative Frischgewicht nach Behandlung der einzelnen Linien im Vergleich zum Wildtyp. Die Einzel- und
Doppelmutanten zeigten eine mit dem Wildtyp vergleichbare Sensitivitat. Die Sdulen geben die Mittelwer-
te aus mindestens drei biologisch unabhangigen Durchgangen an, die Fehlerbalken stellen die Stabw der
Mittelwerte dar.
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Abbildung A.3: Reparatur von DNA-Schaden nach CPT-Behandlung in harp ah2 Einzel- und Doppel-
mutanten. Die Insertionslinien harp-2, harp-4, ah2-3, ah2-4 sowie deren Doppelmutanten harp-2 ah2-4 und
harp-4 ah2-3 wurden mit 50, 100 und 200 uM CPT behandelt. Dargestellt ist das zu den unbehandelten
Pflanzen relative Frischgewicht nach Behandlung der einzelnen Linien im Vergleich zum Wildtyp. Die bei-
den harp-Insertionslinien wiesen keine Sensitivitat gegentber CPT-Behandlung auf, wéhrend die beiden
ah2 Einzelmutanten ein deutlich geringeres relatives Frischgewicht zeigten. Dies ist bei 50 uM CPT am deut-
lichsten erkennbar. Hier lag das Frischgewicht der ah2 Einzelmutanten bei circa 60 % des Wildtyps. Bei
den jeweiligen Doppelmutanten war die Sensitivitdt der ah2 Einzelmutante aufgehoben. Die S&ulen geben
die Mittelwerte aus mindestens drei biologisch unabhéangigen Durchgéngen an, die Fehlerbalken stellen die
Stabw der Mittelwerte dar.
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Tabelle A.7: Genotoxininduzierte Rekombinationstests der harp-Insertionslinien: DGU.US, DU.GUS
und 1U.GUS. Aufgeflihrt sind jeweils die absoluten und relativen Anzahlen der Blauen Sektoren von Re-
kombinationstests mit harp-2 und harp-4. Verglichen wurden jeweils die Insertionslinie mit dem Wildtyp im
uninduzierten und genotoxininduzierten Zustand im DGU.US, DU.GUS und IU.GUS-Reporterhintergrund.

Bleo = Bleomycin.

absolut DGU.US uninduziert + Bleo uninduziert + Bleo

WT  harp-2 WT  harp-2 WT  harp-4 WT  harp-4
Durchgang 1 10,867 8,407 52,793 27,200 16,400 7,367 92,828 29,033
Durchgang 2 17,067 8,867 94,968 28,000 14,400 9,800 77,167 34,100
Durchgang 3 22,900 9,500 104,100 35,710 17,967 11,433 81,167 35,300
Mittelwert 16,944 8,925 83,954 30,303 16,256 9,533 83,720 32,811
Stabw 6,018 0,549 27,369 4,699 1,788 2,046 8,137 3,326
relativ DGU.US uninduziert + Bleo uninduziert + Bleo

WT  harp-2 WT  harp-2 WT  harp-4 WT  harp-4
Durchgang 1 100,000 77,369 100,000 51,522 100,000 44,919 100,000 31,277
Durchgang 2 100,000 51,953 100,000 29,484 100,000 68,056 100,000 44,190
Durchgang 3 100,000 41,485 100,000 34,303 100,000 63,636 100,000 43,491
Mittelwert 100,000 56,936 100,000 38,436 100,000 58,870 100,000 39,652
Stabw 0,000 18,454 0,000 11,586 0,000 12,283 0,000 7,262
t-Test gegen WT 0,016 0,001 0,004 0,000
absolut DU.GUS uninduziert + MMC uninduziert + MMC

WT  harp-2 WT  harp-2 WT  harp-4 WT  harp-4
Durchgang 1 9,107 4,133 49,379 21,767 6,267 2,700 42,567 9,419
Durchgang 2 6,677 6,161 55,828 18,774 4,933 3,000 44,433 7,867
Durchgang 3 6,065 4,400 59,433 16,000 7,367 5,367 38,667 4,500
Mittelwert 7,283 4,898 54,880 18,847 6,189 3,689 41,889 7,262
Stabw 1,609 1,102 5,094 2,884 1,219 1,461 2,942 2,515
relativ DU.GUS uninduziert + MMC uninduziert + MMC

WT  harp-2 WT  harp-2 WT  harp-4 WT  harp-4
Durchgang 1 100,000 45,386 100,000 44,081 100,000 43,085 100,000 22,128
Durchgang 2 100,000 92,271 100,000 33,629 100,000 60,811 100,000 17,704
Durchgang 3 100,000 72,553 100,000 26,921 100,000 72,851 100,000 11,638
Mittelwert 100,000 70,070 100,000 34,877 100,000 58,916 100,000 17,157
Stabw 0,000 23,541 0,000 8,648 0,000 14,973 0,000 5,267
t-Test gegen WT 0,092 0,000 0,009 0,000
absolut IU.GUS uninduziert + MMC uninduziert + MMC

WT  harp-2 WT  harp-2 WT  harp-4 WT  harp-4
Durchgang 1 7,867 5,400 59,500 17,667 7,633 2,100 34,167 5,767
Durchgang 2 9,233 5,276 48,133 13,633 6,300 4,000 29,267 12,500
Durchgang 3 7,414 5,581 28,581 16,167 7,767 2,600 42,000 11,167
Mittelwert 8,171 5,419 45,405 15,822 7,233 2,900 35,144 9,811
Stabw 0,947 0,153 15,639 2,039 0,811 0,985 6,423 3,565
relativ IlU.GUS uninduziert + MMC uninduziert + MMC

WT  harp-2 WT  harp-2 WT  harp-4 WT  harp-4
Durchgang 1 100,000 68,644 100,000 29,692 100,000 27,511 100,000 16,878
Durchgang 2 100,000 57,139 100,000 28,324 100,000 63,492 100,000 42,711
Durchgang 3 100,000 75,274 100,000 56,565 100,000 33,476 100,000 26,587
Mittelwert 100,000 67,019 100,000 38,194 100,000 41,493 100,000 28,725
Stabw 0,000 9,176 0,000 15,925 0,000 19,284 0,000 13,048
t-Test gegen WT 0,003 0,003 0,006 0,001
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Tabelle A.8: Genotoxininduzierte Rekombinationstests der harp-Insertionslinien: 1C9. Aufgefihrt sind
jeweils die absoluten und relativen Anzahlen der Blauen Sektoren von Rekombinationstests mit harp-2 und
harp-4. Verglichen wurden jeweils die Insertionslinie mit dem Wildtyp im uninduzierten und genotoxinindu-
zierten Zustand im IC9-Reporterhintergrund. Bleo = Bleomycin.

absolut IC9 uninduziert + Bleo uninduziert + Bleo

WT harp-2 WT  harp-2 WT harp-4 WT  harp-4
Durchgang 1 0,267 0,167 2,355 2,138 0,167 0,133 3,667 1,200
Durchgang 2 0,100 0,133 3,567 2,483 0,100 0,267 4,233 1,000
Durchgang 3 0,065 0,129 0,645 0,613 0,167 0,233 3,600 2,133
Mittelwert 0,144 0,143 2,189 1,745 0,144 0,211 3,833 1,444
Stabw 0,108 0,021 1,468 0,995 0,038 0,069 0,348 0,605
relativ IC9 uninduziert + Bleo uninduziert + Bleo

WT harp-2 WT  harp-2 WT harp-4 WT  harp-4
Durchgang 1 100,000 62,500 100,000 90,789 100,000 80,000 100,000 32,727
Durchgang 2 100,000 133,333 100,000 69,610 100,000 266,667 100,000 23,622
Durchgang 3 100,000 200,000 100,000 95,000 100,000 140,000 100,000 59,259
Mittelwert 100,000 131,944 100,000 85,133 100,000 162,222 100,000 38,536
Stabw 0,000 68,761 0,000 13,607 0,000 95,297 0,000 18,515

t-Test gegen WT 0,466 0,131 0,321 0,005
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Tabelle A.9: I-Scel-induzierte Rekombinationstests der harp-Insertionslinien. Aufgefihrt sind jeweils
die absoluten und relativen Anzahlen der Blauen Sektoren von Rekombinationstests mit harp-2 und harp-
4. Verglichen wurden jeweils die Insertionslinie mit dem Wildtyp im I-Scel-induzierten Zustand im DGU.US,
DU.GUS und IU.GUS-Reporterhintergrund.

DGU.US absolut WT harp-2 WT harp-4

Durchgang 1 289,600 185,967 684,998 443,891
Durchgang 2 208,793 176,185 695,498 452,470
Durchgang 3 228,133 161,200 707,868 461,229
Mittelwert 242175 174,451 696,121 452,530
Stabw 42,194 12,474 11,447 8,669
DGU.US relativ WT harp-2 WT harp-4
Durchgang 1 100,000 64,215 100,000 64,802
Durchgang 2 100,000 84,383 100,000 65,057
Durchgang 3 100,000 70,660 100,000 65,158
Mittelwert 100,000 73,086 100,000 65,005
Stabw 0,000 10,300 0,000 0,183
t-Test gegen WT 0,046 0,000

DU.GUS absolut WT harp-2 wWT harp-4

Durchgang 1 105,750 56,533 108,967 53,833
Durchgang 2 100,433 38,241 98,321 51,379
Durchgang 3 105,400 22,267 109,200 39,700
Mittelwert 103,861 39,014 105,496 48,304
Stabw 2,974 17,146 6,214 7,552
DU.GUS relativ WT harp-2 WT harp-4
Durchgang 1 100,000 53,459 100,000 49,403
Durchgang 2 100,000 38,076 100,000 52,256
Durchgang 3 100,000 21,126 100,000 36,355
Mittelwert 100,000 37,554 100,000 46,005
Stabw 0,000 16,173 0,000 8,478
t-Test gegen WT 0,022 0,008

1U.GUS absolut WT harp-2 WT harp-4

Durchgang 1 61,192 24,133 45,793 19,600
Durchgang 2 65,533 20,172 84,033 31,207
Durchgang 3 58,233 27,593 66,600 25,867
Mittelwert 61,653 23,966 65,475 25,558
Stabw 3,672 3,713 19,145 5,810
1U.GUS relativ WT harp-2 WT harp-4
Durchgang 1 100,000 39,439 100,000 42,801
Durchgang 2 100,000 30,782 100,000 37,136
Durchgang 3 100,000 47,383 100,000 38,839
Mittelwert 100,000 39,201 100,000 39,592
Stabw 0,000 8,303 0,000 2,907

t-Test gegen WT 0,006 0,001
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Tabelle A.10: Daten der Komplementationsstudien mit MMC-Behandlung: Wildtyp-Konstrukt. Aufge-
fihrt ist das zur unbehandelten Probe der jeweiligen Linie relative Frischgewicht.

5 pg/ml MMC WT rev3-2 rev3-2::REV3it1 -#2 -#3 -#4  WT::REV3#1
Durchgang 1 95,77 40,38 92,57 96,61 85,33 98,64 96,34
Durchgang 2 94,93 23,88 94,41 69,15 9524 87,22 87,97
Durchgang 3 97,06 27,58 93,57 84,87 86,20 95,15 97,26
Mittelwert 95,92 30,61 93,52 83,54 88,92 93,67 93,86
Stabw 1,07 8,66 0,92 13,78 5,49 5,85 5,12
t-Test gegen WT 0,005 0,043 0,259 0,153 0,576 0,560
t-Test gegen rev3-2 0,006 0,008 0,001 0,001 0,001
10 pg/ml MMC WT rev3-2 rev3-2::REV3i#i -#2 -#3 -#4  WT::REV3it1
Durchgang 1 88,11 29,79 87,73 9125 79,36 83,34 86,66
Durchgang 2 80,64 21,61 76,00 82,33 80,09 84,04 75,51
Durchgang 3 86,49 22,79 82,77 70,28 69,83 80,50 71,58
Mittelwert 85,08 24,73 82,17 81,29 76,43 82,63 77,92
Stabw 3,93 4,42 589 10,52 5,73 1,88 7,82
t-Test gegen WT 0,000 0,521 0,606 0,106 0,404 0,253
t-Test gegen rev3-2 0,000 0,005 0,000 0,000 0,002
15 pg/ml MMC WT rev3-2 rev3-2::REV3#i -#2 -#3 -#4  WT::REV3i1
Durchgang 1 75,66 12,60 73,09 7729 75,88 71,59 61,52
Durchgang 2 60,18 16,30 66,82 87,32 68,63 71,85 47,90
Durchgang 3 75,59 11,57 71,37 56,45 67,84 67,76 48,83
Mittelwert 70,48 13,49 70,42 73,69 70,78 70,40 52,75
Stabw 8,92 2,48 3,24 15,75 4,43 2,29 7,61
t-Test gegen WT 0,005 0,993 0,778 0,961 0,990 0,060
t-Test gegen rev3-2 0,000 0,020 0,000 0,000 0,007
20 pg/ml MMC WT rev3-2 rev3-2::REV3it1 -#2 -#3 -#4  WT::REV3i#1
Durchgang 1 39,03 7,66 63,21 33,67 43,79 38,82 40,53
Durchgang 2 53,94 15,38 58,16 69,70 48,35 70,23 67,38
Durchgang 3 50,55 11,67 41,43 37,70 48,72 52,82 37,94
Mittelwert 47,84 11,57 54,27 47,02 46,95 53,96 48,61
Stabw 7,82 3,86 11,40 19,74 2,75 15,73 16,30
t-Test gegen WT 0,006 0,471 0,951 0,867 0,590 0,946

t-Test gegen rev3-2 0,015 0,085 0,000 0,037 0,052
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Tabelle A.11: Daten der Komplementationsstudien mit MMS-Behandlung: Wildtyp-Konstrukt. Aufge-
fihrt ist das zur unbehandelten Probe der jeweiligen Linie relative Frischgewicht.

40 ppm MMS WT rev3-2 rev3-2::REV3it1 -#2 -#3 -#4  WT::REV3it1
Durchgang 1 93,65 79,58 87,77 94,82 98,81 90,75 92,79
Durchgang 2 88,02 68,99 83,35 91,1 91,45 97,41 92,4
Durchgang 3 96,07 66,81 87,29 93,59 92,07 99,62 96,83
Mittelwert 92,58 71,8 86,14 93,17 94,11 95,93 94,01
Stabw 4,13 6,83 2,43 1,89 4,08 4,62 2,45
t-Test gegen WT 0,017 0,096 0,838 0,672 0,403 0,640
t-Test gegen rev3-2 0,065 0,026 0,014 0,010 0,020
60 ppm MMS WT rev3-2 rev3-2::REV3i#i -#2 -#3 -#4  WT::REV3it1
Durchgang 1 62,64 59,46 7431 72,36 94,92 78,4 80,49
Durchgang 2 71,58 53,13 7451 79,98 89,11 81,02 77,4
Durchgang 3 74,51 56,08 79,13 85,36 78,3 75,51 84,15
Mittelwert 69,57 56,22 75,98 79,23 87,44 78,31 80,68
Stabw 6,18 3,17 2,72 6,53 8,43 2,75 3,38
t-Test gegen WT 0,045 0,207 0,137 0,046 0,119 0,070
t-Test gegen rev3-2 0,001 0,013 0,014 0,001 0,001
80 ppm MMS WT rev3-2 rev3-2::REV3#i -#2 -#3 -#4  WT::REV3i1
Durchgang 1 52,71 18,03 49,37 70,39 69,69 61,06 56,54
Durchgang 2 63,58 17,94 59,08 68,81 77,94 69,5 69,53
Durchgang 3 59,01 20,35 43,67 60,82 68,36 74,35 69,72
Mittelwert 58,43 18,77 50,71 66,67 72 68,3 65,27
Stabw 5,46 1,36 7,79 5,13 5,19 6,73 7,56
t-Test gegen WT 0,004 0,240 0,130 0,036 0,123 0,279
t-Test gegen rev3-2 0,017 0,002 0,002 0,005 0,007
100 ppm MMS WT rev3-2 rev3-2::REV3it1 -#2 -#3 -#4  WT::REV3i#1
Durchgang 1 47,29 6,97 43,49 50,57 49,82 40,9 38,94
Durchgang 2 43,2 9,46 53,59 52,06 41,39 54,6 50,34
Durchgang 3 48,86 7,07 41,97 41,91 39,11 5594 57,95
Mittelwert 46,45 7,84 46,35 48,18 43,44 50,48 49,08
Stabw 2,92 1,41 6,32 5,48 5,64 8,33 9,57
t-Test gegen WT 0,000 0,981 0,662 0,472 0,498 0,688

t-Test gegen rev3-2 0,007 0,004 0,006 0,011 0,016
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Tabelle A.12: Daten der Komplementationsstudien mit Cisplatin-Behandlung: Wildtyp-Konstrukt. Auf-
gefuhrt ist das zur unbehandelten Probe der jeweiligen Linie relative Frischgewicht.

5 pM Cisplatin WT rev3-2 rev3-2::REV3#i -#2 -#3 -#4  WT::REV3i1
Durchgang 1 115,23 43,32 100,03 98,27 119,08 120,58 80,63
Durchgang 2 105,62 44,52 91,36 95,93 96,34 121,54 88,45
Durchgang 3 90,93 40,27 93,21 80,78 88,37 86,69 87,40
Mittelwert 103,93 42,70 94,87 91,66 101,26 109,60 85,49
Stabw 12,24 2,19 4,57 9,50 15,93 19,85 4,24
t-Test gegen WT 0,011 0,329 0,246 0,830 0,699 0,109
t-Test gegen rev3-2 0,000 0,009 0,022 0,027 0,001
10 uM Cisplatin WT rev3-2 rev3-2::REV3#i -#2 -#3 -#4  WT::REV3i1
Durchgang 1 103,54 21,25 94,48 100,40 111,91 122,79 100,83
Durchgang 2 91,52 18,37 85,30 97,31 90,78 118,95 84,15
Durchgang 3 78,77 23,59 91,84 86,26 88,91 91,35 79,33
Mittelwert 91,28 21,07 90,54 94,66 97,20 111,08 88,10
Stabw 12,39 2,61 4,73 7,43 12,77 17,15 11,28
t-Test gegen WT 0,008 0,930 0,710 0,595 0,188 0,760

t-Test gegen rev3-2 0,000 0,001 0,007 0,011 0,007
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Tabelle A.13: Daten der Komplementationsstudien mit MMC-Behandlung: Punktmutationskonstrukt

Motiv A. Aufgeflihrt ist das zur unbehandelten Probe der jeweiligen Linie relative Frischgewicht.

rev3-2::REV3 WT::REV3
5 pg/ml MMC WT rev3-2 D1385A#1 -#2 -#3 -#4  D1385A#1
Durchgang 1 94,03 27,38 40,56 36,65 33,87 33,10 98,25
Durchgang 2 69,78 31,15 4490 50,27 39,18 42,88 91,24
Durchgang 3 99,84 30,72 35,25 49,20 31,24 31,22 86,29
Mittelwert 87,89 29,75 40,24 4537 34,77 35,74 91,93
Stabw 15,95 2,06 4,84 7,57 4,05 6,26 6,01
t-Test gegen WT 0,023 0,027 0,028 0,023 0,019 0,713
t-Test gegen rev3-2 0,048 0,061 0,152 0,234 0,001
t-Test gegen -#4 0,000

rev3-2::REV3 WT::REV3
10 pg/ml MMC WT rev3-2 D1385A#1 -#2 -#3 -#4  D1385A#1
Durchgang 1 78,87 22,65 24,19 31,04 29,02 23,07 84,36
Durchgang 2 64,33 31,28 38,14 32,89 29,99 27,84 79,08
Durchgang 3 66,53 21,00 2550 34,77 2256 27,54 81,93
Mittelwert 69,91 24,98 29,28 32,90 27,19 26,15 81,79
Stabw 7,84 5,52 7,70 1,86 4,04 2,67 2,64
t-Test gegen WT 0,002 0,003 0,011 0,004 0,006 0,108
t-Test gegen rev3-2 0,480 0,119 0,608 0,763 0,001
t-Test gegen -#4 0,000

rev3-2::REV3 WT::REV3
15 pg/ml MMC WT rev3-2 D1385A#1 -#2 -#3 -#4  D1385A#1
Durchgang 1 52,11 16,92 21,86 2560 20,55 21,87 67,64
Durchgang 2 63,32 23,78 31,83 28,61 19,34 17,25 55,04
Durchgang 3 58,43 21,94 2556 25,10 23,77 19,00 66,48
Mittelwert 57,95 20,88 26,42 26,44 21,22 19,38 63,05
Stabw 5,62 3,55 5,04 1,90 2,29 2,33 6,96
t-Test gegen WT 0,001 0,002 0,006 0,003 0,003 0,382
t-Test gegen rev3-2 0,203 0,095 0,898 0,577 0,003
t-Test gegen -#4 0,005

rev3-2::REV3 WT::REV3
20 pg/ml MMC WT rev3-2 D1385A#1 -#2 -#3 -#4  D1385A#1
Durchgang 1 52,86 11,53 19,59 26,55 17,36 20,70 46,65
Durchgang 2 63,32 20,91 21,64 26,75 20,82 19,63 64,21
Durchgang 3 53,18 15,84 22,36 20,60 17,44 18,68 54,40
Mittelwert 56,45 16,09 21,20 24,63 18,54 19,67 55,08
Stabw 5,95 4,70 1,44 3,50 1,98 1,01 8,80
t-Test gegen WT 0,001 0,007 0,003 0,004 0,007 0,836
t-Test gegen rev3-2 0,193 0,070 0,473 0,316 0,006
t-Test gegen -#4 0,019
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Tabelle A.14: Daten der Komplementationsstudien mit Cisplatin-Behandlung: Punktmutationskon-
strukt Motiv A. Aufgefliihrt ist das zur unbehandelten Probe der jeweiligen Linie relative Frischgewicht.

rev3-2::REV3 WT::REV3
5 uM Cisplatin WT  rev3-2 D1385Ai#1 -#2 -#3 -#4  D1385A#1
Durchgang 1 105,87 49,52 54,48 46,60 28,31 39,38 106,31
Durchgang 2 101,56 39,39 25,81 38,98 24,95 39,03 101,43
Durchgang 3 100,40 33,50 32,09 41,07 4562 37,22 103,09
Mittelwert 102,61 40,80 37,46 42,22 32,96 38,54 103,61
Stabw 2,88 8,10 15,07 3,94 11,09 1,16 2,48
t-Test gegen WT 0,003 0,012 0,000 0,011 0,000 0,365
t-Test gegen rev3-2 0,757 0,804 0,383 0,678 0,003
t-Test gegen -#4 0,000

rev3-2::REV3 WT::REV3
10 pM Cisplatin WT rev3-2 D1385A##1 -#2 -#3 -#4  D1385A#1
Durchgang 1 91,63 20,54 3556 29,84 14,05 21,31 94,55
Durchgang 2 82,77 17,25 15,98 20,40 1551 19,65 82,42
Durchgang 3 84,98 19,72 17,50 23,17 18,38 21,18 83,90
Mittelwert 86,46 19,17 23,01 24,47 1598 20,71 86,96
Stabw 4,61 1,71 10,89 4,85 2,20 0,92 6,62
t-Test gegen WT 0,001 0,003 0,000 0,003 0,001 0,727
t-Test gegen rev3-2 0,605 0,191 0,123 0,261 0,002

t-Test gegen -#4 0,003
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Tabelle A.15: Daten der Komplementationsstudien mit MMS-Behandlung: Punktmutationskonstrukt

Motiv A. Aufgeflihrt ist das zur unbehandelten Probe der jeweiligen Linie relative Frischgewicht.

rev3-2::REV3 WT::REV3
40 ppm MMS WT rev3-2 D1385A#1 -#2 -#3 -#4  D1385A#1
Durchgang 1 99,90 76,92 76,78 63,63 54,00 66,64 93,26
Durchgang 2 86,14 66,22 64,99 75,77 56,29 69,05 86,01
Durchgang 3 87,92 76,39 61,47 80,30 72,64 89,16 75,57
Mittelwert 91,32 73,18 67,75 73,23 60,98 74,95 84,95
Stabw 7,49 6,03 8,02 8,62 10,17 12,36 8,89
t-Test gegen WT 0,033 0,004 0,186 0,076 0,242 0,213
t-Test gegen rev3-2 0,406 0,993 0,165 0,838 0,140
t-Test gegen -#4 0,325

rev3-2::REV3 WT::REV3
60 ppm MMS WT rev3-2 D1385A#1 -#2 -#3 -#4  D1385A#1
Durchgang 1 74,98 48,86 48,04 40,81 30,52 42,33 76,38
Durchgang 2 74,51 42,99 36,10 37,99 21,92 40,57 73,39
Durchgang 3 72,11 56,51 36,56 50,17 48,50 59,08 63,16
Mittelwert 73,87 49,45 40,23 42,99 33,65 47,33 70,98
Stabw 1,54 6,78 6,76 6,38 13,56 10,22 6,93
t-Test gegen WT 0,020 0,010 0,021 0,043 0,059 0,451
t-Test gegen rev3-2 0,171 0,296 0,171 0,781 0,018
t-Test gegen -#4 0,036

rev3-2::REV3 WT::REV3
80 ppm MMS WT rev3-2 D1385A#1 -#2 -#3 -#4  D1385A#1
Durchgang 1 47,99 24,78 2423 18,53 16,06 22,69 55,03
Durchgang 2 50,80 19,05 15,97 14,55 12,00 17,69 49,53
Durchgang 3 52,74 24,30 22,82 26,63 17,46 30,38 42,17
Mittelwert 50,51 22,71 21,01 19,90 15,17 23,59 48,91
Stabw 2,39 3,18 4,42 6,16 2,84 6,39 6,45
t-Test gegen WT 0,000 0,012 0,009 0,003 0,014 0,783
t-Test gegen rev3-2 0,620 0,534 0,038 0,845 0,009
t-Test gegen -#4 0,008

rev3-2::REV3 WT::REV3
100 ppm MMS WT rev3-2 D1385A#1 -#2 -#3 -#4  D1385A#1
Durchgang 1 30,96 13,92 16,45 8,37 10,30 8,12 36,25
Durchgang 2 26,38 7,40 7,40 9,38 7,07 7,13 18,84
Durchgang 3 28,40 11,44 10,88 11,21 10,99 13,24 25,95
Mittelwert 28,58 10,92 11,57 9,65 9,45 9,50 27,02
Stabw 2,30 3,29 4,57 1,44 2,09 3,28 8,75
t-Test gegen WT 0,002 0,006 0,009 0,002 0,013 0,716
t-Test gegen rev3-2 0,851 0,587 0,557 0,624 0,072
t-Test gegen -#4 0,060



116

Tabelle A.16: Daten der Komplementationsstudien mit MMC-Behandlung: Punktmutationskonstrukt

Motiv C. Aufgeflihrt ist das zur unbehandelten Probe der jeweiligen Linie relative Frischgewicht.

rev3-2::REV3 WT::REV3
5 pg/ml MMC WT rev3-2 D1549Ai1 -#2 -#3 -#4  D1549A#1
Durchgang 1 83,40 21,82 28,98 39,00 53,13 65,54 85,32
Durchgang 2 84,94 34,86 33,74 52,31 48,41 5525 89,84
Durchgang 3 92,71 33,32 42,18 68,31 58,68 80,50 84,12
Durchgang 4 104,43 35,01 32,43 70,96 42,27 69,38 100,43
Mittelwert 94,03 34,40 36,12 63,86 49,79 68,38 91,47
Stabw 9,81 0,94 529 10,09 8,29 12,65 8,28
t-Test gegen WT 0,000 0,000 0,004 0,001 0,016 0,666
t-Test gegen rev3-2 0,494 0,031 0,006 0,002 0,000
t-Test gegen -#4 0,016

rev3-2::REV3 WT::REV3
10 pg/ml MMC WT  rev3-2 D1549Ai#1 -#2 -#3 -#4  D1549A#1
Durchgang 1 67,25 18,74 19,65 19,44 23,46 50,72 67,85
Durchgang 2 74,04 25,12 19,48 38,14 40,97 58,50 79,98
Durchgang 3 75,92 19,44 31,00 54,14 41,70 61,42 76,54
Durchgang 4 73,00 29,90 28,49 5565 22,38 57,27 80,24
Mittelwert 74,32 24,82 26,33 49,31 35,02 59,06 78,92
Stabw 1,48 5,24 6,06 9,70 10,95 2,13 2,07
t-Test gegen WT 0,000 0,000 0,021 0,003 0,002 0,132
t-Test gegen rev3-2 0,745 0,113 0,205 0,000 0,000
t-Test gegen -#4 0,002

rev3-2::REV3 WT::REV3
15 pg/ml MMC WT rev3-2 D1549Ai1 -#2 -#3 -#4  D1549A#1
Durchgang 1 57,28 14,92 18,54 17,91 23,41 43,01 56,50
Durchgang 2 58,48 17,90 20,49 20,29 2422 43,68 62,56
Durchgang 3 53,98 18,84 25,52 4415 27,16 36,76 64,14
Durchgang 4 46,60 22,36 20,06 35,44 17,68 44,53 70,18
Mittelwert 53,02 19,70 22,02 33,29 23,02 41,66 65,62
Stabw 6,00 2,35 3,03 12,07 4,85 4,27 4,02
t-Test gegen WT 0,000 0,000 0,057 0,000 0,012 0,177
t-Test gegen rev3-2 0,265 0,178 0,118 0,000 0,000
t-Test gegen -#4 0,001

rev3-2::REV3 WT::REV3
20 pg/ml MMC WT rev3-2 D1549Ai1 -#2 -#3 -#4  D1549A#1
Durchgang 1 38,94 12,81 13,56 13,75 12,84 22,26 46,46
Durchgang 2 58,48 19,71 13,99 24,97 21,60 33,72 63,82
Durchgang 3 49,92 14,10 14,04 24,00 26,89 4554 65,49
Durchgang 4 46,76 15,46 16,44 23,45 1555 33,15 59,25
Mittelwert 51,72 16,42 14,82 24,14 21,35 37,47 62,85
Stabw 6,07 2,93 1,40 0,77 5,67 6,99 3,23
t-Test gegen WT 0,002 0,003 0,001 0,002 0,056 0,022
t-Test gegen rev3-2 0,569 0,105 0,344 0,026 0,001
t-Test gegen -#4 0,008
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Tabelle A.17: Daten der Komplementationsstudien mit Cisplatin-Behandlung: Punktmutationskon-

strukt Motiv C. Aufgefliihrt ist das zur unbehandelten Probe der jeweiligen Linie relative Frischgewicht.

rev3-2::REV3 WT::REV3
5 pM Cisplatin WT rev3-2 D1549Ai1 -#2 -#3 -#4  D1549A#1
Durchgang 1 105,87 49,52 33,00 95,75 86,16 99,62 96,02
Durchgang 2 101,56 39,39 26,87 90,67 99,74 85,00 94,18
Durchgang 3 100,40 33,50 45,76 80,51 82,63 91,43 105,82
Mittelwert 102,61 40,80 3521 88,98 89,51 92,02 98,68
Stabw 2,88 8,10 9,64 7,76 9,03 7,33 6,26
t-Test gegen WT 0,003 0,009 0,049 0,147 0,075 0,493
t-Test gegen rev3-2 0,486 0,002 0,002 0,001 0,001
t-Test gegen -#4 0,299

rev3-2::REV3 WT::REV3
10 pM Cisplatin WT rev3-2 D1549Ai1 -#2 -#3 -#4  D1549A#1
Durchgang 1 91,63 20,54 22,64 4538 53,49 64,93 72,69
Durchgang 2 82,77 17,25 16,49 41,20 45,11 50,25 68,02
Durchgang 3 84,98 19,72 19,88 37,82 37,06 57,98 92,84
Mittelwert 86,46 19,17 19,67 41,47 4522 57,72 77,85
Stabw 4,61 1,71 3,08 3,79 8,22 7,34 13,19
t-Test gegen WT 0,001 0,000 0,001 0,007 0,004 0,409
t-Test gegen rev3-2 0,823 0,004 0,027 0,009 0,015
t-Test gegen -#4 0,100
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Tabelle A.18: Daten der Komplementationsstudien mit MMS-Behandlung: Punktmutationskonstrukt

Motiv C. Aufgeflihrt ist das zur unbehandelten Probe der jeweiligen Linie relative Frischgewicht.

rev3-2::REV3 WT::REV3
40 ppm MMS WT rev3-2 D1549Ai#1 -#2 -#3 -#4  D1549A#1
Durchgang 1 99,90 76,92 83,70 88,74 9520 92,23 87,77
Durchgang 2 86,14 66,22 67,63 81,32 89,40 83,29 86,96
Durchgang 3 87,92 76,39 70,88 81,96 83,43 98,74 91,57
Mittelwert 91,32 73,18 74,07 84,01 8934 9142 88,77
Stabw 7,49 6,03 8,50 4,11 5,88 7,76 2,46
t-Test gegen WT 0,033 0,059 0,232 0,530 0,988 0,623
t-Test gegen rev3-2 0,890 0,070 0,029 0,035 0,032
t-Test gegen -#4 0,621

rev3-2::REV3 WT::REV3
60 ppm MMS WT rev3-2 D1549A#1 -#2 -#3 -#4  D1549A#1
Durchgang 1 74,98 48,86 58,73 71,39 8533 74,68 75,84
Durchgang 2 74,51 42,99 35,48 63,36 60,83 66,67 66,33
Durchgang 3 72,11 56,51 43,21 67,08 64,98 72,97 75,20
Mittelwert 73,87 49,45 45,81 67,28 70,38 71,44 72,46
Stabw 1,54 6,78 11,84 4,02 13,11 4,22 5,32
t-Test gegen WT 0,020 0,052 0,090 0,675 0,429 0,696
t-Test gegen rev3-2 0,673 0,025 0,091 0,014 0,011
t-Test gegen -#4 0,808

rev3-2::REV3 WT::REV3
80 ppm MMS WT rev3-2 D1549A#1 -#2 -#3 -#4  D1549A#1
Durchgang 1 47,99 24,78 23,42 62,46 56,50 58,23 58,06
Durchgang 2 50,80 19,05 18,99 36,80 46,88 42,95 53,53
Durchgang 3 52,74 24,30 20,64 4432 48,65 48,34 57,12
Mittelwert 50,51 22,71 21,02 47,86 50,67 49,84 56,24
Stabw 2,39 3,18 2,24 13,19 5,12 7,75 2,39
t-Test gegen WT 0,000 0,000 0,763 0,972 0,898 0,043
t-Test gegen rev3-2 0,497 0,073 0,003 0,015 0,000
t-Test gegen -#4 0,287

rev3-2::REV3 WT::REV3
100 ppm MMS WT rev3-2 D1549A#1 -#2 -#3 -#4  D1549A#1
Durchgang 1 30,96 13,92 12,75 31,05 31,42 36,62 38,49
Durchgang 2 26,38 7,40 7,69 23,88 19,37 22,41 18,17
Durchgang 3 28,40 11,44 9,32 19,65 21,41 36,35 36,27
Mittelwert 28,58 10,92 9,92 2486 24,07 31,79 30,98
Stabw 2,30 3,29 2,58 5,76 6,45 8,13 11,14
t-Test gegen WT 0,002 0,001 0,386 0,211 0,569 0,748
t-Test gegen rev3-2 0,701 0,033 0,052 0,033 0,079
t-Test gegen -#4 0,924
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Tabelle A.19: Daten der Komplementationsstudien mit UV-B-Bestrahlung: Wildtyp-Konstrukt. Aufge-
fihrt sind die zum Wildtyp relativen Wurzellangen der Komplementationslinien.

0 kd/m? WT rev3-2 rev3-2::REV3#1 -#2 -#3 -#4  WT::REV3i1
Durchgang 1 100,00 91,67 83,17 99,54 117,44 120,52 139,25
Durchgang 2 100,00 93,90 104,72 114,15 90,30 109,52 125,02
Durchgang 3 100,00 94,21 105,61 122,53 97,44 91,73 99,09
Durchgang 4 100,00 87,04

Durchgang 5 100,00 82,74

Mittelwert 100,00 89,91 97,83 112,07 101,73 107,26 121,12
Stabw 0,00 4,93 12,71 11,64 14,07 14,53 20,36
t-Test gegen WT 0,010 0,795 0,214 0,851 0,478 0,214
t-Test gegen rev3-2 0,395 0,068 0,280 0,168 0,113
t-Test gegen -#4 0,397
5 kd/m? WT rev3-2 rev3-2::REV3#1 -#2 -#3 -#4  WT::REV3i1
Durchgang 1 100,00 23,28 67,06 93,50 101,93 74,36 120,18
Durchgang 2 100,00 23,02 57,54 63,65 45,05 110,83 128,42
Durchgang 3 100,00 43,27 68,39 55,02 96,07 109,87 164,94
Durchgang 4 100,00 33,27

Durchgang 5 100,00 26,03

Mittelwert 100,00 29,77 64,33 70,72 81,02 98,35 137,84
Stabw 0,00 8,60 5,91 20,19 31,29 20,79 23,82
t-Test gegen WT 0,000 0,009 0,129 0,404 0,903 0,111
t-Test gegen rev3-2 0,001 0,060 0,099 0,021 0,011
t-Test gegen -#4 0,098
7 kd/m? WT rev3-2 rev3-2::REV3#1 -#2 -#3 -#4  WT::REV3i1
Durchgang 1 100,00 19,82 58,17 46,16 70,76 81,65 112,26
Durchgang 2 100,00 25,80 95,18 94,61 97,68 87,09 149,63
Durchgang 3 100,00 19,96 64,91 88,56 88,81 69,40 120,66
Durchgang 4 100,00 22,11

Durchgang 5 100,00 18,84

Mittelwert 100,00 21,31 72,76 76,44 85,75 79,38 127,51
Stabw 0,00 2,78 19,71 26,40 13,72 9,06 19,60
t-Test gegen WT 0,000 0,139 0,262 0,214 0,059 0,136
t-Test gegen rev3-2 0,044 0,068 0,013 0,006 0,010

t-Test gegen -#4 0,034
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Tabelle A.20: Daten der Komplementationsstudien mit UV-B-Bestrahlung: Punktmutationskonstrukt

Motiv A. Aufgefuhrt sind die zum Wildtyp relativen Wurzellangen der Komplementationslinien.

rev3-2::REV3 WT::REV3
0 kJ/m? WT rev3-2 D1385A#1 -#2 -#3 -#4  D1385A#1
Durchgang 1 100,00 91,67 113,18 110,66 80,15 84,25 102,14
Durchgang 2 100,00 93,90 101,77 82,54 56,85 97,64 65,59
Durchgang 3 100,00 94,21 95,53 78,26 70,87 79,83 95,79
Durchgang 4 100,00 87,04
Durchgang 5 100,00 82,74
Mittelwert 100,00 89,91 103,50 90,48 69,29 87,24 87,84
Stabw 0,00 4,93 8,95 17,60 11,73 9,27 19,53
t-Test gegen WT 0,010 0,569 0,448 0,045 0,140 0,394
t-Test gegen rev3-2 0,102 0,961 0,081 0,679 0,872
t-Test gegen -#4 0,965

rev3-2::REV3 WT::REV3
5 kd/m? WT rev3-2 D1385A#1 -#2 -#3 -#4  D1385A#1
Durchgang 1 100,00 23,28 33,24 17,46 45,68 50,74 58,96
Durchgang 2 100,00 23,02 26,18 64,24 32,25 52,03 96,94
Durchgang 3 100,00 43,27 52,83 18,36 31,51 29,46 106,78
Durchgang 4 100,00 33,27
Durchgang 5 100,00 26,03
Mittelwert 100,00 29,77 37,41 33,35 36,48 44,08 87,56
Stabw 0,00 8,60 13,81 26,75 7,98 12,67 25,26
t-Test gegen WT 0,000 0,016 0,050 0,005 0,017 0,484
t-Test gegen rev3-2 0,452 0,841 0,318 0,178 0,050
t-Test gegen -#4 0,077

rev3-2::REV3 WT::REV3
7 kd/m? WT rev3-2 D1385A#1 -#2 -#3 -#4  D1385A#1
Durchgang 1 100,00 19,82 44,14 25,7 29,66 14,45 97,62
Durchgang 2 100,00 25,80 23,19 4456 21,26 35,49 157,17
Durchgang 3 100,00 19,96 27,83 19,47 19,11 15,53 85,14
Durchgang 4 100,00 22,11
Durchgang 5 100,00 18,84
Mittelwert 100,00 21,31 31,72 29,91 23,34 21,83 113,31
Stabw 0,00 2,78 11,00 13,06 557 11,85 38,49
t-Test gegen WT 0,000 0,009 0,011 0,002 0,008 0,610
t-Test gegen rev3-2 0,240 0,372 0,602 0,947 0,053
t-Test gegen -#4 0,044
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Tabelle A.21: Daten der Komplementationsstudien mit UV-B-Bestrahlung: Punktmutationskonstrukt
Motiv C. Aufgeflihrt sind die zum Wildtyp relativen Wurzelldangen der Komplementationslinien.

rev3-2::REV3 WT::REV3
0 kJ/m? WT rev3-2 D1549Ai1 -#2 -#3 -#4  D1549A#1
Durchgang 1 100,00 91,67 82,44 101,32 98,13 86,49 93,30
Durchgang 2 100,00 93,90 92,40 93,89 96,35 100,06 92,35
Durchgang 3 100,00 94,21 81,93 87,85 96,96 109,27 100,32
Durchgang 4 100,00 87,04
Durchgang 5 100,00 82,74
Mittelwert 100,00 89,91 85,59 94,35 97,15 98,61 95,32
Stabw 0,00 4,93 5,90 6,75 0,90 11,46 4,35
t-Test gegen WT 0,010 0,052 0,284 0,032 0,853 0,204
t-Test gegen rev3-2 0,351 0,388 0,029 0,318 0,169
t-Test gegen -#4 0,679

rev3-2::REV3 WT::REV3
5 kd/m? WT  rev3-2 D1549A#1 -#2 -#3 -#4  D1549A#1
Durchgang 1 100,00 23,28 38,33 61,98 65,77 69,26 94,13
Durchgang 2 100,00 23,02 21,00 40,97 41,06 84,78 94,14
Durchgang 3 100,00 43,27 13,19 66,93 51,53 67,16 64,77
Durchgang 4 100,00 33,27
Durchgang 5 100,00 26,03
Mittelwert 100,00 29,77 24,17 56,62 52,78 73,73 84,35
Stabw 0,00 8,60 12,87 13,78 12,40 9,62 16,95
t-Test gegen WT 0,000 0,009 0,032 0,022 0,042 0,251
t-Test gegen rev3-2 0,550 0,057 0,062 0,003 0,019
t-Test gegen -#4 0,412

rev3-2::REV3 WT::REV3
7 kd/m? WT rev3-2 D1549Ai1 -#2 -#3 -#4  D1549A#1
Durchgang 1 100,00 19,82 19,89 59,18 47,85 68,89 102,02
Durchgang 2 100,00 25,80 34,81 30,29 58,04 42,40 47,93
Durchgang 3 100,00 19,96 16,78 37,60 55,91 83,82 71,31
Durchgang 4 100,00 22,11
Durchgang 5 100,00 18,84
Mittelwert 100,00 21,31 23,83 42,36 53,94 65,04 73,75
Stabw 0,00 2,78 9,64 15,02 5,37 20,98 27,13
t-Test gegen WT 0,000 0,005 0,022 0,005 0,102 0,236
t-Test gegen rev3-2 0,698 0,133 0,004 0,067 0,078

t-Test gegen -#4 0,684
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Tabelle A.22: Daten der Sensitivitatstests mit MMC-Behandlung: rev3 recq4a-4 Doppelmutanten und
Einzelmutanten. Aufgeflihrt ist das zur unbehandelten Probe der jeweiligen Linie relative Frischgewicht.

rev3-3 rev3-5
5 pg/ml MMC WT rev3-3 rev3-5 recqd4a-4 recqda-4 recqda-4
Durchgang 1 92,39 41,77 39,44 77,28 42,91 40,98
Durchgang 2 85,08 28,55 27,65 86,70 32,93 32,59
Durchgang 3 100,88 49,43 47,08 95,39 44,44 45,38
Durchgang 4 81,59 23,50 29,44
Durchgang 5 97,51 29,44 30,55
Mittelwert 91,49 34,54 34,83 86,45 40,09 39,65
Stabw 8,13 10,70 8,22 9,06 6,25 6,50
t-Test gegen WT 0,000 0,000 0,474 0,000 0,000
t-Test gegen rev3 0,390 0,399
t-Test gegen recq4a-4 0,001 0,001 0,003 0,003
rev3-3 rev3-5
10 pg/ml MMC WT rev3-3 rev3-5 recqd4a-4 recqda-4 recqda-4
Durchgang 1 74,48 33,71 31,74 80,46 35,67 33,62
Durchgang 2 67,29 23,61 22,45 62,04 24,55 22,89
Durchgang 3 86,46 32,38 37,72 81,60 35,58 39,75
Durchgang 4 62,08 15,79 22,68
Durchgang 5 80,49 26,81 29,42
Mittelwert 74,16 26,46 28,80 74,70 31,93 32,09
Stabw 9,81 7,24 6,45 10,98 6,40 8,54
t-Test gegen WT 0,000 0,000 0,948 0,000 0,002
t-Test gegen rev3 0,317 0,601
t-Test gegen recq4a-4 0,006 0,008 0,008 0,007
rev3-3 rev3-5
15 pg/ml MMC WT rev3-3 rev3-5 recqd4a-4 recqda-4 recqda-4
Durchgang 1 50,42 8,56 7,83 57,67 9,77 8,19
Durchgang 2 36,22 4,81 3,94 29,21 7,26 4,35
Durchgang 3 64,02 10,67 11,31 50,95 9,20 12,03
Durchgang 4 26,60 2,03 3,86
Durchgang 5 54,69 4,22 6,87
Mittelwert 46,39 6,06 6,76 45,94 8,75 8,19
Stabw 14,93 3,49 3,09 14,88 1,32 3,84
t-Test gegen WT 0,003 0,003 0,969 0,005 0,003
t-Test gegen rev3 0,177 0,617
t-Test gegen recq4a-4 0,040 0,042 0,048 0,041
rev3-3 rev3-5
20 pg/ml MMC WT rev3-3 rev3-5 recqd4a-4 recqda-4 recqda-4
Durchgang 1 42,54 6,59 8,18 40,59 9,19 7,70
Durchgang 2 31,72 4,07 4,08 22,59 3,97 3,46
Durchgang 3 56,80 8,09 8,06 56,90 7,32 8,63
Durchgang 4 21,96 1,41 2,88
Durchgang 5 41,78 3,57 5,39
Mittelwert 38,96 4,75 5,72 40,03 6,82 6,59
Stabw 13,04 2,62 2,37 17,16 2,65 2,76
t-Test gegen WT 0,004 0,004 0,931 0,004 0,004
t-Test gegen rev3 0,338 0,673
t-Test gegen recq4a-4 0,069 0,073 0,075 0,074
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Tabelle A.23: Daten der Sensitivitatstests mit MMC-Behandlung: rev3 mus81-1 und rev3 atr-2 Doppel-
mutanten und Einzelmutanten. Aufgeflhrt ist das zur unbehandelten Probe der jeweiligen Linie relative
Frischgewicht.

rev3-3 rev3-5 rev3-3 rev3-5
2,5 ug/ml MMC WT rev3-3 rev3-5 mus81-1 mus81-1 mus81-1  atr-2 atr-2 atr-2
Durchgang 1 96,92 43,89 59,62 53,33 50,46 45,57 60,80 27,08 31,15
Durchgang 2 98,94 51,53 48,99 51,44 38,02 36,70 48,66 25,65 28,00
Durchgang 3 100,04 54,03 47,94 64,51 47,56 47,76 43,50 36,13 44,31
Mittelwert 98,63 49,82 52,18 56,43 45,35 43,34 50,99 29,62 34,49
Stabw 1,58 5,29 6,46 7,06 6,51 5,85 8,88 5,69 8,65
t-Test gegen WT 0,002 0,004 0,007 0,003 0,002 0,010 0,001 0,005
t-Test gegen rev3 0,410 0,155 0,011 0,051
t-Test gegen mus81-1 0,269 0,486 0,117 0,071
t-Test gegen atr-2 0,856 0,860 0,032 0,083
rev3-3 rev3-5 rev3-3  rev3-5
5 pg/ml MMC WT rev3-3 rev3-5 mus81-1 mus81-1 mus81-1 atr-2 atr-2 atr-2
Durchgang 1 89,88 39,84 53,40 31,91 43,27 37,83 42,03 20,67 20,00
Durchgang 2 99,77 39,25 57,20 38,27 31,97 35,05 46,25 27,78 31,07
Durchgang 3 100,62 39,34 37,63 39,34 58,16 40,60 31,10 32,52 28,87
Durchgang 4 92,58 34,36 29,00 36,34 34,87 40,42 34,46 20,98 23,81
Durchgang 5 97,94 34,08 34,17 29,55 30,26 23,78 27,74 15,00 18,61
Durchgang 6 92,35 47,96 36,65 39,96 36,29 30,07 31,27 23,00 25,16
Mittelwert 95,52 39,14 41,34 35,90 39,14 34,62 3547 23,33 24,59
Stabw 4,48 5,04 11,28 4,25 10,35 6,95 717 6,10 4,86
t-Test gegen WT 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
t-Test gegen rev3 1,000 0,243 0,001 0,013
t-Test gegen mus81-1 0,257 0,308 0,502 0,702
t-Test gegen atr-2 0,332 0,312 0,010 0,025
rev3-3 rev3-5 rev3-3 rev3-5
10 pg/ml MMC WT rev3-3 rev3-5 mus81-1 mus81-1 mus81-1  atr-2 atr-2 atr-2
Durchgang 1 72,78 32,48 28,35 25,77 26,57 28,78 16,30 17,18 16,75
Durchgang 2 86,73 30,11 43,31 23,32 27,38 27,99 25,28 24,17 24,66
Durchgang 3 90,62 28,19 32,13 32,30 31,40 27,29 23,33 23,78 31,75
Durchgang 4 82,31 8,73 6,34 12,82 11,94 9,48 6,85 2,93 3,72
Durchgang 5 77,24 7,63 7,78 6,49 6,69 4,74 4,60 2,09 2,85
Durchgang 6 79,78 16,04 10,21 10,55 9,54 8,62 6,12 5,11 4,49
Mittelwert 81,58 20,53 21,35 18,54 18,92 17,82 13,74 12,54 14,04
Stabw 6,45 11,13 15,37 10,06 10,70 11,59 9,16 10,39 12,30
t-Test gegen WT 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
t-Test gegen rev3 0,804 0,660 0,228 0,385
t-Test gegen mus81-1 0,752 0,717 0,951 0,909
t-Test gegen atr-2 0,276 0,327 0,837 0,926
rev3-3 rev3-5 rev3-3 rev3-5
15 pg/ml MMC WT rev3-3 rev3-5 mus81-1 mus81-1 mus81-1  atr-2 atr-2 atr-2
Durchgang 1 37,14 1,83 7,74 4,53 6,16 6,45 2,19 2,36 2,44
Durchgang 2 71,87 6,84 9,65 5,10 5,91 6,16 5,14 4,78 3,87
Durchgang 3 55,07 6,63 6,98 6,02 8,02 6,56 3,74 3,47 4,74
Durchgang 4 75,16 8,55 7,32 7,67 10,57 6,56 5,95 3,82 3,58
Durchgang 5 65,38 6,93 6,61 6,73 6,77 4,47 4,38 1,63 2,54
Durchgang 6 57,69 12,27 9,86 10,28 8,38 6,71 5,44 3,99 3,95
Mittelwert 60,39 717 8,03 6,72 7,64 6,15 4,47 3,34 3,52
Stabw 13,79 3,37 1,39 2,07 1,74 0,89 1,37 1,15 0,89
t-Test gegen WT 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
t-Test gegen rev3 0,773 0,022 0,038 0,000
t-Test gegen mus81-1 0,787 0,233 0,427 0,554

t-Test gegen atr-2 0,115 0,001 0,153 0,310
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Tabelle A.24: Daten der Sensitivitatstests mit MMS-Behandlung: rev3 recq4a-4 Doppelmutanten und
Einzelmutanten. Aufgeflihrt ist das zur unbehandelten Probe der jeweiligen Linie relative Frischgewicht.

rev3-3 rev3-5
40 ppm MMS WT rev3-3 rev3-5 recqd4a-4 recqda-4 recqda-4
Durchgang 1 85,14 83,58 79,15 69,77 55,09 50,55
Durchgang 2 91,64 87,08 73,43 89,62 27,57 20,66
Durchgang 3 79,12 68,13 74,94 73,34 61,58 65,36
Mittelwert 85,30 79,60 75,84 77,58 48,08 45,52
Stabw 6,26 10,08 2,97 10,58 18,06 22,77
t-Test gegen WT 0,461 0,104 0,351 0,058 0,085
t-Test gegen rev3 0,074 0,145
t-Test gegen recq4a-4 0,823 0,807 0,086 0,120

rev3-3 rev3-5
60 ppm MMS WT rev3-3 rev3-5 recqd4a-4 recqda-4 recqda-4
Durchgang 1 72,62 53,91 49,74 56,36 19,16 17,83
Durchgang 2 70,51 53,47 41,84 57,91 7,68 7,52
Durchgang 3 61,53 59,48 56,89 58,14 33,82 23,73
Mittelwert 68,22 55,62 49,49 57,47 20,22 16,36
Stabw 5,89 3,35 7,52 0,97 13,10 8,21
t-Test gegen WT 0,045 0,030 0,084 0,013 0,001
t-Test gegen rev3 0,036 0,007
t-Test gegen recq4a-4 0,443 0,206 0,038 0,012

rev3-3 rev3-5
80 ppm MMS WT rev3-3 rev3-5 recqd4a-4 recqda-4 recqda-4
Durchgang 1 37,61 14,27 14,01 7,14 1,87 1,62
Durchgang 2 29,43 10,24 8,91 37,39 0,22 0,68
Durchgang 3 17,51 18,76 16,89 11,98 3,70 2,25
Mittelwert 28,19 14,43 13,27 18,84 1,93 1,52
Stabw 10,11 4,26 4,04 16,25 1,74 0,79
t-Test gegen WT 0,129 0,111 0,454 0,043 0,044
t-Test gegen rev3 0,024 0,033
t-Test gegen recq4a-4 0,689 0,617 0,212 0,206
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Tabelle A.25: Daten der Sensitivitatstests mit MMS-Behandlung: rev3 mus81-1 und rev3 atr-2 Doppel-
mutanten und Einzelmutanten. Aufgeflhrt ist das zur unbehandelten Probe der jeweiligen Linie relative
Frischgewicht.

rev3-3 rev3-5 rev3-3 rev3-5
40 ppm MMS WT rev3-3 rev3-5 mus81-1 mus81-1 mus81-1  atr-2 atr-2 atr-2
Durchgang 1 91,93 77,40 90,40 31,84 40,09 30,26 78,49 29,14 27,78
Durchgang 2 89,88 72,31 79,08 36,23 36,78 41,54 62,64 23,15 27,93
Durchgang 3 99,25 96,24 75,33 35,08 44,23 32,77 74,20 27,83 39,42
Mittelwert 93,69 81,98 81,60 34,38 40,37 3486 71,78 26,71 31,71
Stabw 4,92 12,61 7,84 2,28 3,73 5,92 8,20 3,15 6,68
Tt-Test gegen WT 0,245 0,099 0,000 0,000 0,000 0,024 0,000 0,000
t-Test gegen rev3 0,022 0,002 0,013 0,001
t-Test gegen mus81-1 0,020 0,006 0,090 0,907
t-Test gegen atr-2 0,315 0,208 0,005 0,003

rev3-3 rev3-5 rev3-3 rev3-5
60 ppm MMS WT rev3-3 rev3-5 mus81-1 mus81-1 mus81-1 atr-2 atr-2 atr-2
Durchgang 1 80,24 66,22 71,02 20,31 24,69 20,38 30,55 13,21 10,60
Durchgang 2 71,39 41,31 44,35 22,19 18,47 25,94 33,31 10,53 9,75
Durchgang 3 78,45 45,67 48,28 24,32 26,48 2249 37,78 16,90 15,84
Mittelwert 76,69 51,07 54,55 22,27 23,21 2294 33,88 13,54 12,06
Stabw 4,68 13,31 14,40 2,01 4,20 2,81 3,65 3,20 3,30
t-Test gegen WT 0,066 0,105 0,001 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
t-Test gegen rev3 0,057 0,058 0,033 0,031
t-Test gegen mus81-1 0,061 0,058 0,750 0,756
t-Test gegen atr-2 0,147 0,123 0,002 0,002

rev3-3 rev3-5 rev3-3  rev3-5
80 ppm MMS WT rev3-3 rev3-5 mus81-1 mus81-1 mus81-1  atr-2 atr-2 atr-2
Durchgang 1 42,74 16,88 20,62 4,44 3,42 2,34 3,84 0,99 0,82
Durchgang 2 34,30 6,41 10,06 3,25 2,14 4,06 3,48 0,75 0,72
Durchgang 3 45,96 7,64 8,28 3,29 3,53 2,87 4,94 1,53 1,25
Mittelwert 41,00 10,31 12,99 3,66 3,03 3,09 4,09 1,09 0,93
Stabw 6,02 5,72 6,67 0,67 0,77 0,88 0,76 0,40 0,28
t-Test gegen WT 0,003 0,006 0,008 0,008 0,007 0,008 0,007 0,007
t-Test gegen rev3 0,156 0,122 0,107 0,088
t-Test gegen mus81-1 0,180 0,135 0,347 0,930

t-Test gegen atr-2 0,198 0,145 0,009 0,011
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Tabelle A.26: Daten der Sensitivitiatstests mit Cisplatin-Behandlung: rev3 recq4a-4 Doppelmutanten
und Einzelmutanten. Aufgefuhrt ist das zur unbehandelten Probe der jeweiligen Linie relative Frischgewicht.

rev3-3 rev3-5
5 uM Cisplatin WT rev3-3 rev3-5 recqd4a-4 recqda-4 recqda-4
Durchgang 1 102,55 55,02 49,57 47,07 23,65 26,28
Durchgang 2 94,20 47,46 29,04 55,89 18,91 18,94
Durchgang 3 104,03 60,52 60,72 69,78 28,08 27,30
Mittelwert 100,26 54,33 46,44 57,58 23,55 24,18
Stabw 5,30 6,56 16,07 11,45 4,59 4,56
t-Test gegen WT 0,001 0,020 0,012 0,000 0,000
t-Test gegen rev3 0,004 0,130
t-Test gegen recq4a-4 0,697 0,389 0,023 0,025
rev3-3 rev3-5
10 uM Cisplatin WT rev3-3 rev3-5 recqd4a-4 recqda-4 recqda-4
Durchgang 1 91,86 26,44 23,71 15,39 3,31 19,40
Durchgang 2 82,61 21,97 14,60 19,67 16,38 16,81
Durchgang 3 92,38 33,70 32,47 27,13 22,58 16,23
Mittelwert 88,95 27,37 23,59 20,73 14,09 17,48
Stabw 5,50 5,92 8,93 5,94 9,84 1,69
t-Test gegen WT 0,000 0,001 0,000 0,001 0,001
t-Test gegen rev3 0,131 0,357
t-Test gegen recq4a-4 0,242 0,671 0,385 0,447

Tabelle A.27: Daten der Sensitivitatstests mit Cisplatin-Behandlung: rev3 mus81-1 und rev3 atr-2
Doppelmutanten und Einzelmutanten. Aufgeflhrt ist das zur unbehandelten Probe der jeweiligen Linie

relative Frischgewicht.

rev3-3 rev3-5 rev3-3 rev3-5
5 uM Cisplatin WT rev3-3 rev3-5 mus81-1 mus81-1 mus81-1  atr-2 atr-2 atr-2
Durchgang 1 117,26 59,86 62,74 63,59 31,82 35,13 44,73 24,48 20,55
Durchgang 2 98,50 46,08 61,63 71,75 28,11 38,45 71,34 22,81 18,09
Durchgang 3 95,56 56,54 50,09 64,40 51,37 42,20 68,44 22,92 26,43
Mittelwert 103,77 54,16 58,15 66,58 37,10 38,60 61,50 23,40 21,69
Stabw 11,77 7,19 7,01 4,50 12,50 3,53 14,60 0,93 4,28
t-Test gegen WT 0,006 0,008 0,021 0,003 0,007 0,019 0,007 0,003
t-Test gegen rev3 0,127 0,024 0,016 0,003
t-Test gegen mus81-1 0,076 0,167 0,042 0,001
t-Test gegen atr-2 0,493 0,745 0,045 0,034

rev3-3 rev3-5 rev3-3 rev3-5
10 uM Cisplatin WT rev3-3 rev3-5 mus81-1 mus81-1 mus81-1 atr-2 atr-2 atr-2
Durchgang 1 102,87 33,76 37,97 28,24 24,71 20,07 22,78 14,20 13,18
Durchgang 2 99,04 30,22 26,92 40,92 17,51 22,80 31,05 16,65 18,56
Durchgang 3 102,36 24,82 26,54 27,18 33,58 26,07 32,72 17,25 23,80
Mittelwert 101,42 29,60 30,48 32,11 25,27 22,98 28,85 16,03 18,51
Stabw 2,08 4,50 6,49 7,65 8,05 3,00 5,33 1,62 5,31
t-Test gegen WT 0,000 0,001 0,002 0,002 0,000 0,001 0,000 0,000
t-Test gegen rev3 0,473 0,173 0,024 0,071
t-Test gegen mus81-1 0,655 0,792 0,346 0,164
t-Test gegen atr-2 0,862 0,755 0,043 0,076
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