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1. Einleitung

1. EINLEITUNG

Die DNA ist das grundlegende Fundament allen Lebens, da sie die elementaren Informationen lber den
Aufbau und die Entwicklung jedes Lebewesens enthélt. Es ist daher von essentieller Bedeutung fir jedes
Lebewesen, die Genomintegritat aufrechtzuerhalten und die DNA vor der Entstehung von Mutationen
und vor genomischen Verdnderungen zu schiitzen. Es wirken jedoch stdndig zahlreiche verschiedene
Faktoren aus der Umwelt, oder aber auch aus zelleigenen Stoffwechselprozessen auf die DNA ein,
welche die Genomintegritét gefahrden. Pflanzen sind als sessile Organismen besonders betroffen, da sie
als phototrophe Organismen einerseits auf Licht angewiesen sind und andererseits permanent der
besonders schadlichen ultravioletten Strahlung (UV-Strahlung) ausgesetzt sind. Die UV-Strahlung ist
direkt, oder durch die Bildung von freien Radikalen auch indirekt, verantwortlich fiir eine Vielzahl von
DNA-Schaden, wie z.B. abasische Stellen oder geschadigte Basen, aber auch fur verheerendere Schaden
wie DNA-Doppelstrangbriiche (double strand breaks, DSB) und DNA-Quervernetzungen mit DNA
oder Proteinen (Britt, 1996; Rastogi et al., 2010). Letztere stellen einen besonders komplexen Schaden
dar und werden als Hauptthema dieser Arbeit behandelt. Weiterhin entstehen durch die Photosynthese
in Pflanzen reaktive Sauerstoffspezies (reactive oxygen species, ROS), welche die DNA endogen in
ahnlicher Weise schadigen kénnen. Mutationen die entstanden sind, durch Schaden die nicht rechtzeitig
repariert wurden, kénnen in Pflanzen sogar an die nachste Generation weitergegeben werden, da die
pflanzliche Keimbahn nicht pradeterminiert ist. Um den Verlust von genetischer Information zu
vermeiden, verfiigen Pflanzen ber eine groRe Auswahl an verschiedenen Reparaturfaktoren, die die
Vielzahl an entstehenden Schéden effizient reparieren kdnnen. Viele dieser Reparaturmechanismen sind
zwischen Pflanzen und anderen eukaryotischen Organismen stark konserviert, weshalb sich
Erkenntnisse aus der Forschung der pflanzlichen DNA-Reparatur hdufig auf andere hohere Lebewesen,
wie Sauger, ubertragen lassen. Dabei stellen Pflanzen ein besonders niitzliches Modellsystem dar, da
der Verlust einzelner Reparaturproteine meist nicht mit so schwerwiegenden Defiziten, wie
Embryoletalitat, geringer Lebensfahigkeit, oder Sterilitat, welche oft bei mammalischen Systemen
auftreten, einhergeht. Das ist vor allem auf die pflanzliche Zellwand zurlickzufuhren, da diese durch
ihre Festigkeit die Entwicklung von metastasierenden Tumoren verhindert und so auch die geschéadigten
Zellen nicht unbedingt auf apoptotische Reaktionen angewiesen sind. Dadurch kénnen Pflanzen als
ganze, mehrzellige Organismen mit ausdifferenziertem Gewebe untersucht werden, wahrend
Zellkulturen meist das Mittel der Wahl fiir die Untersuchung der DNA Reparatur in Sdugern sind. Durch
ihren kurzen Generationszyklus, ihre Fahigkeit zur Selbstbefruchtung und ihr Gbersichtliches Genom
eignet sich die in dieser Arbeit verwendete Modellpflanze Arabidopsis thaliana sehr gut fir

Untersuchungen zur DNA-Reparatur (Hays, 2002)



1. Einleitung

1.1 KANONISCHE DNA-REPARATURMECHANISMEN

Als natdrlicher Bestandteil des Sonnenlichts, stellt die UV-Strahlung fiir die meisten Lebewesen einen
der grofiten Risikofaktoren fur die Genomintegritat dar, da sie an nahezu allen lebensfreundlichen Orten
vorhanden ist. Als erste Schutzbarriere produzieren viele Organismen daher UV-absorbierende
Pigmente und lagern diese in ihre Epidermis ein. Dadurch kann zwar bereits ein groRer Teil der
Strahlung abgeblockt werden, aber ein kleinerer Bestandteil dringt immer noch bis zur DNA durch und
kann diese in Folge schadigen (Rastogi et al., 2010). Weitere exogene Risikofaktoren neben der UV-
Strahlung kdnnen abiotische Faktoren wie Temperatur-, Trockenheits-, oder Salzstress sein, oder aber
auch biotische Faktoren wie genotoxische Sekundérmetabolite von Pilzen und Mikroben (Tuteja et al.,
2009). Auch hier sind Pflanzen im Besonderen betroffen, da sie aufgrund ihrer Sessilitat von Natur aus
von ihrer Umgebung und ihrem Substrat abhé&ngig sind. Bei natiirlichen Stoffwechselprozessen wie der
Demethylierung von Histonen, oder der Photosynthese werden aul’erdem Nebenprodukte wie reaktive
Aldehyde oder ROS freigesetzt, welche endogen Schaden in der DNA verursachen kdnnen. Weiterhin
kann es sogar auf molekularer Ebene, z.B. bei der Replikation zu Fehlern kommen, die in persistierenden
Mutationen resultieren konnen, wenn sie nicht rechtzeitig behoben werden. Um all diesen
Risikofaktoren standhalten zu kdnnen und dauerhafte Schaden zu verhindern, verfligen Pflanzen Gber
ein umfangreiches DNA-Reparaturnetzwerk mit dem sie auf die unterschiedlichsten Schéden, spezifisch

reagieren kénnen.

1.1.1 Direkte enzymatische Photoreaktivierung

Die haufigste Art von UV-induzierten Schaden stellen Quervernetzungen zwischen zwei benachbarten
Pyrimidinbasen dar. Hauptverursacher ist dabei die &ul3erst energiereiche kurz wellige UV-B-Strahlung
(280-315nm), da diese im Bereich des Absorptionsspektrum der DNA liegt. Dabei entstehen
hauptséchlich zwei unterschiedliche Produkte, einerseits die Cyclobutan-Pyrimidin-Dimere und, in
etwas geringerer Menge, die 6-4-Photoprodukte (Lippke et al., 1981; Pfeifer, 1997; Rastogi et al., 2010).
Bei den Cyclobutan-Pyrimidin-Dimere sind die C5 und die C6 Kohlenstoffreste der benachbarten
Pyrimidinbasen ringférmig miteinander verknipft, wahrend bei den 6-4-Photoprodukten nur der C6
Kohlenstoffrest der am 5’-Ende lokalisierten Base mit dem C4-Rest der am 3’-Ende lokalisierten
Pyrimidinbase verkniipft ist. Beide Arten von Photoprodukten fiihren zu einer Verzerrung des DNA-
Ruckgrats und behindern dadurch essentielle Prozesse wie die DNA-Replikation oder die Transkription.
Um diesen h&ufig auftretenden Schaden ziigig reparieren zu kdnnen verfligen die meisten Organismen,
insbesondere  Pflanzen, (ber den Mechanismus der enzymatischen Photoreaktivierung.
Substratspezifische Photolyasen vermitteln dabei in einer direkten Reaktion die Spaltung der Dimere.
Die Photolyasen sind in der Lage die Verzerrung des DNA-Rickgrats zu erkennen und dadurch an das
Pyrimidin-Dimer zu binden. Nach Aktivierung durch Blaulicht, gibt der Co-Faktor FADH" ein Elektron

2
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an das Dimer ab und spaltet dieses damit. Im Anschluss wird das Elektron wieder an den Co-Faktor

ricklbertragen und das Enzym ist somit regeneriert (Sancar, 1994).

Im Laufe der Evolution sind in der Klasse der htheren Sduger die Photolyase Gene verloren gegangen
und sie sind daher auf andere Mechanismen angewiesen um UV-Schdaden zu reparieren (Kato et al.,
1994). Diese sind auch in Pflanzen von grolRer Relevanz, da nicht in allen Fallen auf den zwar
hocheffizienten, aber auch licht- und substratabh&ngigen Weg der Photoreaktivierung zuriickgegriffen

werden kann.

1.1.2 Die Nukleotid-Exzisions-Reparatur

Die Nukleotid-Exzisions-Reparatur (NER) ist ein weiterer Mechanismus durch welchen Schaden, die
das DNA-Rckgrat verzerren, repariert werden kénnen. Neben Photoprodukten kénnen dies aber auch
Intrastrang-Quervernetzungen oder andere DNA-Addukte mit Peptiden oder Genotoxinen sein
(Marteijn et al., 2014). Die NER kann sowohl wahrend der Transkription als auch genomubergreifend
wirken (Gillet & Schérer, 2006; Hanawalt & Spivak, 2008). Dabei unterscheidet sich vor allem die
Schadenserkennung im ersten Schritt. Bei der Transkription wird der Schaden durch die RNA-
Polymerase erkannt, wenn diese bei der Transkription auf ein Hindernis auf dem codierenden Strang
trifft, wéhrend bei der genomiibergreifenden NER spezialisierte Proteine die DNA abscannen und
daraufhin den Schaden erkennen. Nach der Schadenserkennung werden weitere Reparaturproteine
rekrutiert. Zu diesen gehéren Helikasen, Endonukleasen, Polymerasen und auch Ligasen. Die Helikasen
trennen den beschéadigten vom intakten Strang, und die Endonukleasen entfernen den geschadigten
Einzelstrang, indem sie Einzelstrangbriiche 5° und 3° der Lasion induzieren. Die entstandene Liicke, die
in der Regel 24-32 Basenpaare (base pairs, bp) groB ist, kann im Folgenden durch Polymerasen wieder

aufgefullt und dann durch die Ligasen geschlossen werden (Scharer, 2013; Schrépfer et al., 2014a).

1.1.3 Die Basen-Exzisions-Reparatur

Alkylierende Agenzien, ROS oder spontane hydrolytische Reaktionen verursachen jedoch oft auch nur
die Modifikation oder den Verlust einzelner Basen. Diese bewirken zwar keine Konformationsanderung
der DNA, aber missen dennoch rechtzeitig erkannt werden, damit keine bleibenden Mutationen
wéhrend der Replikation entstehen. Die Basen-Exzision-Reparatur (BER) ist zustdndig fur die
Erkennung und Reparatur solcher modifizierten Basen und abasischen Stellen. Das Schliisselenzym ist
hierbei die DNA-Glykosylase, denn sie erkennt die geschadigte Base und entfernt sie durch Spaltung
der N-glykosidischen Bindung aus dem DNA-Grundgerist. Die resultierende abasische Stelle wird
durch spezifische Endonukleasen erkannt und weiter prozessiert, indem diese das noch intakte Zucker-
Phosphat-Ruckgrat an der betreffenden Stelle schneiden. Der Desoxyribose-Phosphatrest wird durch

Endonukleasen oder Lyasen entfernt und die entstandene Licke kann durch Polymerasen wieder
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aufgefullt und durch Ligasen versiegelt werden. Dabei wird zwischen der short-patch-BER, bei welcher
nur ein Nukleotid aufgefiillt wird, und der long-patch-BER, bei welcher ein 2-13 bp langer Strang neu
synthetisiert wird, unterschieden (Krokan & Bjeras, 2013; Roldan-Arjona et al., 2019). In Saugern sind
bei der short-patch-BER die Enzyme Pol f und Lig III beteiligt (Kubota et al., 1996). Fiir beide Enzyme
existieren jedoch keine Homologe in Pflanzen, weshalb der genaue Mechanismus der short-patch-BER
in Pflanzen noch weitestgehend unbekannt ist (Uchiyama et al., 2004; Kimura & Sakaguchi, 2006). Bei
der long-patch-BER dagegen sind andere Polymerasen beteiligt, von welchen auch Orthologe in

Pflanzen aufzufinden sind (Uchiyama et al., 2002; Roldan-Arjona et al., 2019).

1.1.4 Die Mismatch-Reparatur

Auch bei der Replikation kann es trotz der Korrekturlesefunktion der replikativen Polymerase zu
Schaden kommen, da in einem von 108 Fallen eine falsche Base eingebaut wird (Kunkel, 2004). Wenn
diese Fehlpaarungen nicht behoben werden, kénnen sie nach der néchsten Replikationsrunde in
persistierenden Mutationen resultieren. Durch den Mismatch-Reparatur Weg (MMR) kdénnen
postreplikativ 99 % dieser fehlgepaarten Basen erkannt und repariert werden (Tago et al., 2005). Der
Mechanismus der MMR ist hochkonserviert und somit in allen Bereichen des Lebens zu finden.
Abgesehen von ein paar Details sind dabei die grundlegenden Schritte bei Prokaryoten und Eukaryoten
die gleichen. Im ersten Schritt der MMR erkennen spezifische Proteine die fehlgepaarten Basen, durch
die Verzerrung im DNA-Ruckgrat. Im zweiten Schritt schneiden Endonukleasen im neu synthetisierten
Tochterstrang der DNA, damit das DNA Stlick mit dem falsch eingebauten Nukleotid durch
Exonukleasen wieder entfernt werden kann. In diesem Schritt ist es essentiell, dass der Tochterstrang
effizient vom Elternstrang unterschieden wird. In Bakterien ist der Elternstrang vom Tochterstrang
differenzierbar, da dieser im Vergleich zum neu synthetisierten Tochterstrang methyliert ist (Welsh et
al., 1987). In Eukaryoten gestaltet sich die Differenzierung weniger leicht, es wird jedoch vermutet, dass
der Tochterstrang anhand der asymmetrischen Struktur der Replikations-ausgerichteten Ringklemme
(Proliferating-Cell-Nuclear-Antigen, PCNA), oder durch die vermehrte Présenz von
Einzelstrangbriichen nach der Replikation, wie sie z.B. bei Okazaki-Fragmenten ublich sind,
identifiziert werden kann (Constantin et al., 2005; Liu et al., 2017). Nach erfolgreicher Entfernung des
DNA-Stuicks mit dem fehlgepaarten Nukleotid, kann die entstandene Liicke durch Polymerasen wieder

neu aufgefullt und mittels einer Ligase verschlossen werden (Jiricny, 2006; Schropfer et al., 2014a).

1.1.5 Die replikationsassoziierte Schadenstoleranz
Wenn die DNA in proliferierenden Zellen geschadigt wird, oder wenn Schdden nicht rechtzeitig vor
dem Eintritt in die replikative Phase eliminiert werden, kann dies schwerwiegenden Folgen haben. Die

Replikationsmaschinerie kann defekte DNA nicht als Matrize fir die Neusynthese nutzen, daher wird
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sie an der geschadigten Stelle angehalten. Um den Zusammenbruch der Replikationsgabel zu
verhindern, welcher weiterhin zu chromosomalen Umordnungen bis hin zum Zelltod fihren kann, haben
sich zwei verschiedene Mechanismen zur Schadenstoleranz von replikativen Schaden entwickelt
(Budzowska & Kanaar, 2009). Die Translasionssynthese (TLS) ist ein Mechanismus, bei dem Schaden
wahrend der Replikation umgangen werden kdnnen. Dabei wird die replikative Polymerase an der
Schadstelle durch eine Translasionspolymerase abgeldst (Hicks et al., 2010). Diese besitzt ein
modifiziertes reaktives Zentrum mit welchem sie den defekten DNA-Strang aufnehmen und mit neuen
Nukleotiden paaren kann. Die TLS hat allerdings hdufig die Entstehung von Punktmutationen zur Folge,
da die Transldsionspolymerase die Basen an der Schadstelle nicht richtig erkennen kann und daher
oftmals falsche Nukleotide einbaut (Sale, 2013). Nachdem die Schadstelle erfolgreich passiert wurde,
wird die Translasionspolymerase zur Fortsetzung der Replikation wieder durch die replikative
Polymerase ersetzt.

Der Matrizenwechsel (template switch) ist ein weiterer Mechanismus zur Umgehung von Schaden
wahrend der Replikation, welcher aber im Gegensatz zur TLS fehlerfrei ist. Bei diesem wird die
Replikation am beschadigten Strang einseitig angehalten, wahrend die Replikation am unbeschédigten
Strang in einer overshoot Synthese fortgesetzt wird. Der neu synthetisierte Tochterstrang kann danach
durch die Regression der Replikationsgabel, bei welcher eine chicken foot structure ausgebildet wird,
wieder als Matrize anstelle des geschadigten Strangs genutzt werden. Nach erfolgreicher Kopie der
korrekten genetischen Information (ber die Schadstelle hinweg, kann die Struktur aufgeltst und die
Replikation normal fortgesetzt werden (Blastyak et al., 2007; Atkinson & McGlynn, 2009). Die Wahl
welcher Schadenstoleranzmechanismus wahrend der Replikation genutzt wird, héngt vom
Ubiquitinierungsgrad der PCNA ab. Ist diese monoubiquitiniert, wird die TLS eingeleitet (Stelter &
Ulrich, 2003). Wenn sie aber polyubiquitiniert ist, wird der Matrizenwechsel eingeleitet (Hoege et al.,
2002). Mit der TLS und dem template switch Mechanismus kénnen vor allem beschadigte Nukleotide,
oder sperrige Hindernisse umgangen werden. Kann die Replikationsgabel nach der Regression nicht
wiederhergestellt werden, oder trifft die Replikationsgabel auf einen Einzelstrangbruch, entwickelt sich
daraus ein einseitiger Doppelstrangbruch, der einen weitaus komplizierteren Schaden darstellt und

weiterer Reparaturmechanismen bedarf.

1.2 DIE REPARATUR VON DOPPELSTRANGBRUCHEN

Durch eine Vielzahl unterschiedlicher Faktoren, entstehen im Laufe eines Tages etwa zehn
Doppelstrangbriiche (DSBs) pro Zelle (Martin et al., 1985). Exogen kdnnen sie direkt durch ionisierende
Strahlung, ROS oder durch verschiedene DSB induzierende Chemikalien erzeugt werden. Weiterhin
kdnnen sie endogen als Nebenprodukt bei der Reparatur von DNA-Schéden, bei der Transkription, oder
durch das Aufeinandertreffen von Replikationsgabel und Einzelstrangbruch entstehen (Cannan &
Pederson, 2016). Da bei diesem Schaden beide DNA-Strange betroffen sind und somit keine direkte
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Matrize fur die Reparatur mehr verfiigbar ist, besteht die Gefahr, des Informationsverlusts in Form von
Insertionen und Deletionen, bis hin zum Verlust oder zu Fusionen von ganzen Chromosomen-
fragmenten, falls der DSB nicht rechtzeitig erkannt und repariert wird (Britt, 1996; Waterworth et al.,
2011). Um dieser Gefahr entgegenzuwirken verfugen alle Lebewesen (ber verschiedene DSB
Reparaturwege. Diese konnen grob in die nicht-Homologie vermittelten nicht-homologen
Endverknipfungs- (non-homologous end joining, NHEJ) und die Homologie vermittelten Mechanismen
der homologen Rekombination (HR) unterteilt werden. Die NHEJ Mechanismen gehen dabei mit einer
erhdhten Fehlerrate einher, da die Bruchenden dabei, ohne Wiederherstellung eines etwaigen
Sequenzverlusts, einfach wieder verknupft werden. Hierbei wird nochmals zwischen der klassischen
NHEJ (classical NHEJ, cNHEJ), bei der die Enden direkt verknupft werden, und der alternativen NHEJ
(aNHEJ), bei welcher kurze homologe Sequenzen zur Anndherung der Bruchenden genutzt werden,
unterschieden (Chang et al., 2017). Bei den HR vermittelten DSB Reparatur Mechanismen werden im
Gegenzug dazu, langere homologe Bereiche verwendet. Die HR kann weiter unterteilt werden in den
nicht-konservativen Weg des single strand annealings (SSA), sowie in die konservativen Mechanismen
des swynthesis dependent strand annealings (SDSA) und der erweiterten HR, bei der eine doppelte
Holliday junction (dHJ) ausgebildet wird. Bei den konservativen Mechanismen des SDSA und der HR
wird jeweils ein homologes Donor Molekdil, wie beispielsweise das Schwesterchromatid, als Matrize
fur die Wiederherstellung der DNA Sequenz genutzt (Li & Heyer, 2008). Die Wahl mit welchem
Mechanismus der vorliegende DSB repariert wird, wird abhéngig von der Zellzyklusphase und von der
Struktur des DSB getroffen (Scully et al., 2019). Da in der G1-Phase kein Schwesterchromatid
vorhanden ist, werden fast alle DSB die in dieser Phase entstehen tiber NHEJ repariert (Beucher et al.,
2009). Die Prozesse der verschiedenen DSB Reparaturmechanismen sind zum Verstandnis dieser Arbeit

essentiell und werden daher im Folgenden genauer erklart.

1.2.1 Die klassische nicht-homologe Endverkntpfung

Der Mechanismus der klassischen nicht-homologen Endverknipfung (cNHEJ) ist von Prokaryoten bis
hin zu den Metazoen stark konserviert und kann eine Vielzahl unterschiedlicher DSB wieder verknlpfen
(Chang et al., 2017). Der Mechanismus beruht im Wesentlichen auf dem Schutz der DSB Enden vor
dem Abbau durch Nukleasen und der anschlieRenden Ligation. Das KU70/KU80 Heterodimer erkennt
dabei den DSB und bindet an beide Enden des Bruchs um sie vor dem Abbau durch Exonukleasen zu
schitzen. Fur die erfolgreiche Protektion sollten die Bruchenden nur relativ kurze DNA Uberhénge,
aufweisen, da das KU-Heterodimer sonst weniger gut binden kann (Dynan & Yoo, 1998; Chang et al.,
2017). AnschlieRend rekrutiert das KU-Heterodimer weitere NHEJ Faktoren um den Bruch zu
schlielen. Handelt es sich um einen DSB mit glatten Enden, kann dieser direkt durch den XRCC4/LIG4
Komplex geschlossen werden (siehe Abbildung 1.1 A). Sind die Bruchenden jedoch inkompatibel, da

die betroffenen Strangenden unterschiedliche Uberhdnge haben, miissen diese zunichst prozessiert
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werden. In Saugern wird dies gewéhrleistet durch die Rekrutierung der DNA-PKcs (DNA-dependent
protein kinase catalytic subunit) und der Endonuklease Artemis. Die DNA-PKcs wird durch die
Bindung an die DNA autophosphoryliert, wodurch sie in Folge die Endonukleaseaktivitat von Artemis
aktiviert. Diese schneidet anschliefend die Enden so zurecht, dass sie mittels des XRCC4/LIG4
Komplexes ligiert werden kénnen (Goodarzi et al., 2006; Gu et al., 2010). Bei zwei inkompatiblen 3°-
Enden konnen weiterhin durch die Polymerase Pol p neue Nukleotide hinzugefiigt werden, damit
Mikrohomologien zur Paarung der Basen entstehen und der Bruch anschlielend ligiert werden kann
(Nick McElhinny & Ramsden, 2003; Gu et al., 2007). Tritt der Fall auf, dass die DSB Uberhinge zwar
kompatibel sind, aber einige wenige Nukleotide fehlen, kénnen diese Liicken durch die Polymerase
Pol A aufgefiillt werden und anschlieBend mittels des XRCC4/LIG4 Komplexes ligiert werden (Nick
McElhinny et al., 2005; Pryor et al., 2015). Das Resultat der DSB Reparatur durch cNHEJ ist in vielen
Fallen die korrekte Reparatur des Bruchs, doch in einigen Féallen kommt es auch zu kleiner Insertionen,
Deletionen oder sogenannten InDels, die eine Kombination dieser darstellen (Salomon & Puchta, 1998;
Geisinger et al., 2016; Schmidt et al., 2019; Beying et al., 2020). In Pflanzen ist der cNHEJ
Mechanismus weit weniger gut erforscht als in Sdugern und es konnten bisher nur Homologe fur das
KU70/KU80 Heterodimer, fiir den XRCC4/LIG4 Komplex und in Reis auch ein Homolog fiir Pol A
gefunden werden (Uchiyama et al., 2004; Lieber, 2010). Homologe fiir die DNA-PKcs und Artemis
konnten dagegen bisher noch nicht identifiziert werden (Waterworth et al., 2011). Erstaunlicherweise
sind Pflanzen, die eine loss-of-function Mutation in essentiellen Genen des cNHEJ Wegs haben, im
Gegensatz zu Saugern nicht embryoletal und weisen sogar einen weitgehend normalen Phanotyp auf
(West et al., 2004; Fulcher & Sablowski, 2009).

1.2.2 Die alternative nicht-homologe Endverkntpfung

Der Mechanismus der alternativen nicht-homologen Endverkniipfung (aNHEJ) ist auch bekannt unter
Namen microhomology mediated end joining (MMEJ), oder POLQ-mediated end joining und dient als
Alternative fur den cNHEJ Mechanismus in der DSB Reparatur. Die Wahl, wie der vorliegende DSB
repariert wird, fallt auf den aNHEJ Weg, wenn die Enden des DSB etwas starker resektiert sind, da das
KU70/KU80 Heterodimer eine geringere Affinitat zu 1angeren einzelstrdngigen DNA Sequenzen (single
stranded DNA, ssDNA) ( > 30 bp) besitzt und diese somit nicht mehr so effizient binden kann um den
cNHEJ Weg einzuleiten (Mimori & Hardin, 1986). Da das KU70/KU80-Heterodimer in jeder Zelle in
grollen Mengen vorhanden ist, ist die Wahrscheinlichkeit, dass KU die freien Enden des DSBs vor
anderen Faktoren bindet, normalerweise sehr groR (Chang et al., 2017). Allerdings sinkt diese
Wahrscheinlichkeit in der S- und der G2-Phase des Zellzyklus, da dann Faktoren aktiver sind, die die
Resektion von freien DNA Enden verursachen (Escribano-Diaz et al., 2013; Chang et al., 2017). Der

Mechanismus des aNHEJs beruht darauf, dass durch die verstarkte DNA-Resektion Mikrohomologien
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in den 3‘-Uberhéngen freigelegt werden, die sich anschlieBend paaren kénnen. Dadurch wird der DSB

stabilisiert und kann im Folgenden wieder geschlossen werden (siehe Abbildung 1.1 B).

DSB

A) cNHEJ B) aNHEJ
PARP1
KU70/KU80 MRN-Komplex

=.'|=

A
—f0— —e——
['] S

LIG1/LIG3
e ——
Perfekte Ligation / Kleinere
Insertionen oder Deletionen l

————

GroRere Deletionen /
Templated insertions

Abbildung 1.1: Reparatur von Doppelstrangbriichen mittels der nicht-homologen Endverknupfung

Bei der Reparatur von Doppelstrangbrichen (DSB) mittels des non-homologous end joining (NHEJ) existieren zwei
unterschiedliche Mechanismen. A) Im klassischen NHEJ (cNHEJ) bindet das KU70/KU80-Heterodimer an die freien Enden
des DSBs und schitzt diese vor dem Abbau durch Nukleasen. Handelt es sich dabei um einen DSB mit glatten Enden, kann
dieser im Folgenden direkt durch die Ligase LIG4 wieder geschlossen werden. Das Resultat des cNHEJ-Wegs ist oft eine
perfekte Ligation, aber es kdnnen auch kleine Insertionen oder Deletionen eingefuhrt werden. B) Im alternativen NHEJ
(aNHEJ) dagegen, wird der DSB durch das Signalprotein PARP1 erkannt, welches im Folgenden den MRN-Komplex,
bestehend aus der Endonuklease MRE11, der Rekombinase RAD50 und dem Strukturprotein NBS1, rekrutiert. Der MRN-
Komplex resektiert die 5°-Enden des DSB, wodurch kurze homologe Bereiche in den 3‘-Uberhéngen freigelegt werden. Die
Polymerase POLQ, das Schlisselenzym des aNHEJ Wegs, vermittelt die Aneinanderlagerung der Mikrohomologien mittels
ihrer Helikase-Doméine. Nach der Entfernung der heterologen 3‘-Uberhénge, werden die Liicken abseits der Mikrohomologien
mittels der Polymeraseaktivitat von POLQ wieder aufgefiillt und abschlieBend durch die Ligasen LIG1 oder LIG3 versiegelt.
Die DSB-Reparatur durch aNHEJ ist sehr fehlerbehaftet und geht mit der Entstehung von gréReren Deletionen und templated
insertions einher.
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Der aNHEJ Mechanismus wird eingeleitet durch die Erkennung des DSB durch die Poly (ADP-ribo)
Polymerase 1 (PARP1) welche im Folgenden die Endonuklease CtIP und den MRN-Komplex,
bestehend aus der Endo-/Exonuklease MRE11, der Rekombinase RAD50 und dem Strukturprotein
NBS1, rekrutiert (Robert et al., 2009). Der MRN-Komplex initiiert die sogenannte short range
Resektion, indem er das 5°-Ende des Bruchs mit seiner Endonukleaseaktivitat bis zu 300 bp abseits des
DSB schneidet und die DNA darauthin mittels seiner 3¢ — 5¢ Exonuklease Aktivitdt zusammen mit CtIP
resektiert (Garcia et al., 2011). Durch die Resektion der 5’-Enden werden in den 3‘-Uberhangen
Mikrohomologien freigelegt die sich im Folgenden mithilfe der Helikasefunktion von POLQ
aneinanderlagern kénnen. Dabei reichen bereits Mikrohomologien in der GréfRe von 2 -20 bp aus um
eine erfolgreiche Paarung zu gewahrleisten (Wyatt et al., 2016). Die heterologen 3‘-Uberhénge abseits
der Mikrohomologien, werden durch Nukleasen entfernt und die entstandene Liicke wird mittels der
Polymeraseaktivitat von POLQ wieder neu gefillt (Chang et al., 2017). Abschliefend wird die Liicke
im Phosphatriickgrat durch die Ligasen LIG1 und LIG3 versiegelt (Masani et al., 2016). Der
Mechanismus des aNHEJ gilt allgemein als sehr fehlerbehaftet, da durch die Reparatur groRere
Deletionen und sogenannte templated insertions entstehen (Yu & McVey, 2010; Qi et al., 2013).
Pflanzen verfuigen Gber Homologe fiir den MRN- Komplex, PARP1, LIG1 und POLQ, fur welche auch
bereits groRtenteils eine Funktion im pflanzlichen aNHEJ Weg nachgewiesen werden konnte
(Babiychuk et al., 1998; Inagaki et al., 2006; Waterworth et al., 2011; Jia et al., 2013). Das pflanzliche
Homolog von POLQ weist dabei auch die charakteristische N-terminale Helikase Domane, neben der
C-terminalen Polymerase Doméne auf. Arabidopsis Mutanten, die eine loss-of-function Mutation im
Gen fur POLQ aufweisen, wurden tebichi genannt, da die Blattmorphologie einem Schweinhuf ahnelt.
Durch Untersuchung der Mutanten konnten AtPOLQ Funktionen in der Regulation der Genexpression,
der Transkription, der Replikation und der DNA-Reparatur zugewiesen werden (Inagaki et al., 2006;
Klemm et al., 2017). Weiterhin sind teb Mutanten nicht mittels der tblichen Floral Dip Methode
transformierbar, da AtPOLQ essentiell fiir den Einbau der T-DNA in die genomische DNA ist (van
Kregten et al., 2016).

1.2.3 DSB Reparatur durch single strand annealing

Der single strand annealing (SSA) Mechanismus stellt einen wichtigen DSB Reparatur Mechanismus
dar, wenn die Enden des DSB bereits stark resektiert wurden und es auf beiden Seiten des DSB gréRere
Sequenzhomologien ( > 100 bp) gibt (Kelso et al., 2017). Der Mechanismus wird &hnlich wie beim
aNHEJ durch Resektion der 5°-Enden des DSB initiiert. Durch die starke Resektion werden auf beiden
Seiten des DSB homologe Regionen in den 3¢-Uberhingen freigelegt, die sich mithilfe der Rekombinase
RADS52 aneinanderlagern kénnen. AnschlieBend werden die ungepaarten 3’-Uberhange von Nukleasen
entfernt und der Bruch durch Ligasen geschlossen (Samach et al., 2011; Kelso et al., 2017). Da bei

diesem Vorgang der Bereich zwischen den homologen Bereichen, sowie eine Sequenzhomologie
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entfernt werden, ist dieser Mechanismus unweigerlich mit der Entstehung grofRerer Deletionen
verbunden (siehe Abbildung 2). Dennoch konnte nachgewiesen werden, dass in Pflanzen ein Drittel
aller DSBs mit Sequenzhomologien durch diesen Mechanismus repariert werden (Puchta, 2005). Der
SSA Mechanismus konnte jedoch einen Vorteil bei der Reparatur von DSB an blockierten
Replikationsgabeln bringen, da dort sonst, durch haufige Versuche von SDSA (siehe Abschnitt 1.2.4),

tandem duplications entstehen konnen (Scully et al., 2019).

1.2.4 Die konservative homologe Rekombination

Die homologe Rekombination (HR) stellt einen konservativen Mechanismus zu Reparatur von DSB dar,
da die genetische Information durch Einwanderung in ein homologes Donormolekil wieder neu
synthetisiert werden kann (siehe Abbildung 1.2). Das Donormolekdil ist in den meisten Féallen ein
Schwesterchromatid, weshalb die HR vor allem auf die S- und G2-Phase des Zellzyklus begrenzt ist
(Kadyk & Hartwell, 1992; Takata et al., 1998). Neben dem Schwesterchromatid kdnnen aber auch
andere homologe Sequenzen, wie das homologe Chromosom, oder intrachromosomale homologe
Sequenzen als Donormolekile genutzt werden (Puchta, 2005). Wahrend die HR eine eher
untergeordnete Rolle in der somatischen DNA Reparatur mehrzelliger Lebewesen spielt, ist sie in der
Meiose fir die Neukombination des Genmaterials zwischen den homologen Chromosomen unerlasslich
(Puchta, 2005; Osman et al., 2011; Mercier et al., 2015). Die konservative HR wird, wie der SSA und
der aNHEJ Mechanismus, eingeleitet durch die MRN-Komplex vermittelte Resektion der 5°-Enden
(Symington & Gautier, 2011). Da es fiir die HR einer exzessiveren Resektion bedarf, werden die nun
etwa 300 bp langen 3’ssDNA Uberhiinge weiter verlingert, indem weitere Exonukleasen die 5°-Enden
noch stérker resektieren (Mimitou & Symington, 2008; Daley et al., 2017). Zum Schutz der
resultierenden langen 3’-Uberhinge vor dem Abbau durch Nukleasen, werden sie zunachst von dem
Einzelstrangbindeprotein RPA ummantelt (San Filippo et al., 2008). Um die DSB Reparatur Richtung
HR zu kanalisieren, muss RPA durch die Rekombinase RAD51 ersetzt werden, da sonst andere DSB
Reparatur Wege, wie SSA oder aNHEJ eingeschlagen werden konnen (Chang et al., 2017). Die
Signalgebung fur diesen Prozess wird in Vertebraten und Pflanzen durch das Protein BRCA2 und in
Hefe durch RAD52 Gibernommen (Sugawara et al., 2003; San Filippo et al., 2008; Seeliger et al., 2012).
Die Rekombinase RAD51 kann im Folgenden mit der DNA ein sogenanntes Nukleoproteinfilament
bilden, welches dann in die homologe DNA Matrize einwandern kann. RAD51 vermittelt dabei die
Suche nach Homologien und vereinfacht die Basenpaarung der homologen Sequenzen (Stark et al.,
2004; San Filippo et al., 2008). Ist die richtige homologe Stelle gefunden, kann der Strang durch
Neusynthese anhand der homologen Matrize unter Verdrdngung des komplementédren Stranges,
verlangert werden. Die daraus resultierende DNA-Struktur wird displacement loop (D-Loop) genannt.
Im synthesis dependent strand annealing (SDSA) Weg, welcher der vorherrschende konservative HR

Mechanismus der somatischen DSB-Reparatur in Pflanzenzellen ist, wird der D-Loop nach
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ausreichender Neusynthese durch Helikasen und Endonukleasen aufgeltst und der verlangerte Strang
kann sich wieder mit den homologen Bereichen des 3’-Uberhangs des gegentiberliegenden Bruchendes
paaren (Nassif et al., 1994; Barber et al., 2008; Vindigni & Hickson, 2009; Pepe & West, 2014). Die
Llcken abseits der gepaarten Bereiche konnen durch Polymerasen aufgefillt und durch Ligasen wieder
geschlossen werden. Der SDSA Weg gilt bei Nutzung des Schwesterchromatids als Matrize als
fehlerfrei, da die genetischen Informationen lediglich kopiert werden, wodurch kein genetischer

Austausch stattfindet und somit nur non-crossover Produkte (NCO) entstehen (Puchta, 1998).

Alternativ zum SDSA Weg, kann der D-Loop durch extensive DNA-Synthese so stark vergrofert
werden, dass er komplementar zum 3‘-Uberhang des zweiten Bruchendes ist und in einem second-end
capture Mechanismus von dem gegeniiberliegenden Bruchende gebunden werden kann (siehe
Abbildung 1.2). Das daraus entstehende Rekombinationsintermediat mit zwei gegenlberliegenden
Kreuzungspunkten wird doppelte Holliday Junction (dHJ) genannt und kann durch zwei verschiedene
Mechanismen aufgeldst werden (Holliday, 1964). Ein Weg zur Auflésung der dHJ wird durch das
Doppelstrangbruch Reparatur Modell beschrieben (Szostak et al., 1983). Bei diesem Mechanismus
schneiden Endonukleasen, sogenannte Resolvasen, die dHJ symmetrisch an den Knotenpunkten. Je nach
Orientierung der Schnitte kdnnen allerdings unterschiedliche Produkte entstehen. Neben den NCO
Produkten entstehen dementsprechend crossover (CO) Produkte, bei denen ein reziproker Austausch
von Chromosomenarmen stattgefunden hat. Ein zu hohes Auftreten von CO-Ereignissen ist bei der
somatischen DNA Reparatur aber unerwiinscht, da diese in der Entstehung von dizentrischen und
azentrischen Chromosomen resultieren kdénnen und somit zur genetischer Instabilitat fiihren (Knoll et
al., 2014a). Die Dissolution der dHJ stellt einen alternative Weg zur Auflésung der dHJ dar, bei welchem
jedoch ausschliellich NCO-Produkte gebildet werden. Die Dissolution, wird durch den konservierten
RTR-Komplex, bestehend aus einer Helikase, einer Topoisomerase des Typs 1A und einem
Strukturprotein vermittelt. Die Helikase schiebt mit ihrer branch migration Aktivitét die Knotenpunkte
der dHJ aufeinander zu, wodurch ein Hemikatenan gebildet wird. Dieses kann im Folgenden mittels der
Topoisomerase TOP3o geschnitten und aufgeldst werden (Wu & Hickson, 2003). In Pflanzen und
anderen mehrzelligen Organismen, stellt die HR jedoch im Gegensatz zum NHEJ einen eher
untergeordneten DSB-Reparaturmechanismus dar (Puchta, 2005; Zhao et al., 2020). Die Ursache hierfur
kdnnte sein, dass die fehlerfreie Reparatur durch HR fir mehrzellige Lebewesen nicht essentiell
lebensnotwenig ist und sie durch die Suche nach Homologien einen eher langsamen Reparaturweg
darstellt (Chang et al., 2017).
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Abbildung 1.2: Reparatur von Doppelstrangbriichen mittels Mechanismen der homologen Rekombination.

Die Reparatur von Doppelstrangbriichen (DSB) durch die homologe Rekombination (HR), wird eingeleitet durch eine
verstarkte Resektion der 5°-Enden. Befinden sich auf beiden Seiten des DSB homologe Bereiche, kdnnen diese sich im single
strand annealing (SSA) Weg aneinander anlagern und die Licken im Folgenden geschlossen werden. Dieser Weg ist
zwangslaufig mit einem Informationsverlust verbunden. Befinden sich keine Sequenzhomologien auf beiden Seiten des DSB,
kann der beschédigte Strang in ein intaktes Donormolekdl einwandern und dieses, unter Verdrdngung des komplementéren
Stranges, als Matrize zur Neusynthese der Information nutzen. Fur die weitere Prozessierung gibt es zwei Mdglichkeiten. Im
synthesis depent strand annealing (SDSA) wird der durch die Neusynthese entstehende displacement Loop (D-Loop) durch
Helikasen und Nukleasen wieder aufgeldst, der verlangerte Strang paart sich mit dem gegenuber liegendem Strang des Bruchs
und die Licken werden durch Polymerasen wieder aufgefillt. Dadurch entsteht stets ein non-crossover (NCO)-Produkt.
Alternativ kann der eingewanderte Strang durch extensive DNA-Synthese so weit verldngert werden, dass er in einem second-
end capture Mechanismus von dem gegeniberliegen Ende des Bruchs gebunden werden kann. Die daraus resultierende
Struktur ist eine doppelte Holliday junction (dHJ), die Uber zwei verschiedene Wege aufgel6st werden kann. Der RTR-
Komplex, bestehend aus einer Helikase, einer Topoisomerase und einem Strukturprotein bewirken die Dissolution der dHJ.
Dabei schiebt die Helikase die Kreuzungspunkte aufeinander zu, wodurch ein Hemikatenan entsteht, welches durch die
Topoisomerase in ein NCO-Produkt aufgeldst werden kann. Alternativ kann die dHJ durch Resolvasen prozessiert werden. Je
nach Orientierung der Schnitte kdnnen hierbei NCO oder crossover (CO)-Produkte entstehen.

.
|
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1.2.5 Der RTR-Komplex

Der konservierte RTR-Komplex tragt in Eukaryoten, mitunter durch seine Funktion als dHJ
Dissolvasom, einen wesentlichen Anteil zum Erhalt der Genomintegritét bei. In Pflanzen besteht der
Komplex aus der Helikase RECQ4A, der Topoisomerase TOP3a und den Strukturproteinen RMI1 und
RMI2 (Knoll et al., 2014b). Das entsprechende Homolog fiir die Helikase RECQ4A wird in Hefe als
Sgsl und im Menschen als BLM bezeichnet. Der menschliche BTR-Komplex (BLM, TOP3a, RMI)
verfligt genau wie der pflanzliche RTR-Komplex Uber zwei Strukturproteine - RMI1 und RMI2 -,
waéhrend der entsprechende STR-Komplex (Sgs1, Top3, Rmil) aus Hefe nur ein Strukturprotein — Rmil,
beinhaltet (Mankouri & Hickson, 2007; Singh et al., 2008). Alle Faktoren des RTR-Komplexes sind
hochkonserviert und daher in allen Organismen sehr &hnlich aufgebaut. Die Helikase RECQA4A verfligt
uber eine konservierte Helikase Doméne, mit welcher sie die Entwindung der DNA katalysieren kann.
Des Weiteren weist sie eine konservierte RecQ- Helikasen spezifische RQC Doméne auf, die potenziell
fir die Erkennung spezifischer DNA-Substrate, wie dHJs, Replikationsgabeln oder G-Quadruplexe
verantwortlich ist, sowie eine konservierte HRDC (Helikase- und RNaseD C-terminal) Domane, welche
vermutlich als Verstérker bei der DNA-Prozessierung und Erkennung wirkt (Morozov et al., 1997;
Bernstein & Keck, 2005; Vindigni & Hickson, 2009; Manthei & Keck, 2013; Schropfer et al., 2014b).
Bei der Topoisomerase TOP3a bilden die Zentraldoméine und die N-terminale TOPRIM Doméne das
aktive Zentrum des Enzyms. In diesem befindet sich ein aktives Tyrosyl, welches das Phosphatriickgrat
der DNA nukleophil attackieren und dadurch einen Einzelstrangbruch erzeugen kann (Shuman et al.,
1989; Bocquet et al., 2014). Durch diesen Einzelstrangbruch, kann nun der intakte DNA Strang
hindurchgefiihrt und die DNA somit relaxiert werden. Neben der Zentral- und der TOPRIM Domane,
weist TOP3a im C-Terminus vier Zinkfingerdoménen auf. Fir diese konnte gezeigt werden, dass sie
essentiell fur die Erkennung des zu prozessierenden DNA-Substrats sind (Dorn et al., 2018). Die
Strukturproteine RMI1 und RMI2 verfiigen, im Gegensatz zu TOP3a und RECQ4A, iiber keine
besonderen katalytischen Funktionen, sind aber essentiell fur die Assemblierung und Stabilisierung des
Komplexes, sowie flir die Signalgebung bei der Dissolution (Mullen et al., 2005). Im N-Terminus von
RMI1 befindet sich eine Domane unbekannter Funktion (domain of unknown function, DUF), auf die
zwei OB (oligonucleotide/oligosaccharide binding) Doménen folgen, welche die Interaktion mit den
anderen Komplexpartnern vermitteln (Bonnet et al., 2013). Furr die Homologe aus Tieren konnte gezeigt
werden, dass die N-terminale OB1 Doméne fir die Interaktion mit den Komplexpartnern RECQ und
TOP30, bendtigt wird, wihrend die C-terminale OB2 Doméne von RMI1 in den Kontakt zu HsSRMI2
vermittelt. RMI2 ist im Gegensatz dazu ein sehr kleines Protein und besteht fast nur aus einer OB3

Doméne, die wiederrum fir die Interaktion mit RMI1 bendtigt wird (Xu et al., 2008).

Der RTR-Komplex trégt einen wesentlichen Beitrag zum Erhalt der Genomintegritat bei, indem er die
Entstehung von CO Produkten supprimiert. Dies bewirkt er vermutlich gleich durch zwei verschiedene
Mechanismen. Zum einen, indem er die dHJ bei der HR in NCO Produkte aufldst und dadurch den dHJ-

Resolvasen weniger Substrat lasst um CO Produkte zu generieren (Wu & Hickson, 2003). Zum anderen,
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konnte fiir die Hefe Homologe in vitro gezeigt werden, dass alle Faktoren des STR-Komplexes an der
Dissoziation von proteingebundenen D-Loops beteiligt sind, wodurch die DSB-Reparatur in den SDSA-
Weg kanalisiert und bereits die Bildung einer dHJ verhindert wird (Fasching et al., 2015). Das Resultat
der DSB Reparatur (ber den SDSA Weg ist, wie in Absatz 1.2.4 beschrieben, immer ein NCO Produkt,
wahrend bei der Auflésung von dHJs auch CO Produkte entstehen kdénnen. Da der Verlust einzelner
Faktoren des RTR-Komplexes mit Hyperrekombination und der damit einhergehenden vermehrten
Entstehung von CO-Produkten verbunden ist, werden sie auch als Antirekombinasen bezeichnet. Der
Hyperrekombinationsphénotyp, der in Tieren und in Hefe beschrieben wurde, konnte auch fir alle
Arabidopsis Homologe des RTR-Komplexes nachgewiesen werden (Hartung et al., 2007; Hartung et
al., 2008; Rohrig et al., 2016). Abseits dieser CO unterdriickenden Funktion ist der RTR-Komplex noch
in einigen weiteren DNA-Reparaturprozessen involviert. In Hefe und in S&ugern konnte mitunter
gezeigt werden, dass der gesamte Komplex bei der verstiarkten 5°-Endresektion zur Initiation der HR
beteiligt ist. Dabei stimulieren BLM/Sgsl die Aktivitdt der Exonukleasen und verschaffen diesen
Zugang durch ihre Helikaseaktivitdt. Die restlichen Komplexpartner stimulieren wiederrum die
Aktivitat der RECQ4A Homologe (Zhu et al., 2008; Cejka et al., 2010; Nimonkar et al., 2011; Cejka et
al., 2012; Bythell-Douglas & Deans, 2021). Durch die Interaktion mit einer Untereinheit der Polymerase
o wurde fiir den menschlichen BTR-Komplex eine Funktion in der Wiederherstellung der
Replikationsgabel postuliert. Ist bei einem einseitigen DSB kein zweites Bruchende zur Verkniipfung
in Reichweite, stimuliert BLM die Prozessivitat der Polymerase und damit die VergroRerung des D-

Loops wahrend der replikationsassoziierten HR (Selak et al., 2008).

Der RTR-Komplex ist jedoch nicht in allen Reparaturprozessen als Komplex beteiligt. Fir einige
zellulére Prozesse werden nur einzelne Faktoren benotigt. Dies wird bereits durch die verschiedenen
Phénotypen der einzelnen Mutanten ersichtlich. Die Abwesenheit von BLM, fuihrt im Menschen zu einer
Erbkrankheit, die allgemein als Bloom Syndrom bekannt ist und mit Kleinwichsigkeit, einer
Préadisposition fur Krebs und einer erhéhten Sensitivitdt gegeniiber UV-Strahlung verkniipft ist
(German, 1993; Ellis et al., 1995). Pflanzliche recq4A Mutanten, weisen dagegen einen weitgehend
normalen Phanotyp auf, sind aber hypersensitiv gegeniiber der Exposition bestimmter Genotoxine, wie
z.B. Cisplatin und MMS und weisen den klassischen Hyperrekombinationsphénotyp auf. (Hartung et
al., 2007). Ein simultaner Verlust von RECQ4A und der dHJ Resolvase MUS81, fuhrt in Arabidopsis
weiterhin zu einer konservierten synthetischen Letalitat, die zuvor bereits in Pilzen und in Tieren
beobachtet werden konnte (Boddy et al., 2000; Mullen et al., 2001; Hartung et al., 2006; Trowbridge et
al., 2007). Da beide Faktoren in parallelen Wegen an der Auflésung von Rekombinationsintermediaten
beteiligt sind - MUS81 bei der Resolution und RECQA4A bei der Dissolution - ist dieser Effekt auf die
Ansammlung von toxischen Rekombinationsintermediaten zurtickzufiihren. Dies konnte bestatigt
werden, da sowohl die Unterdriickung der HR, als auch die heterologe Expression der Resolvase RusA
aus Escherichia coli die synthetische Letalitat in Pflanzen aufheben konnte (Mannuss et al., 2010; Dorn

et al., 2018). Durch in vitro Analysen konnte weiterhin gezeigt werden, dass RECQ4A mit der
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Helikasefunktion an der Regression von Replikationsgabeln und beteiligt ist (Schropfer et al., 2014b).
Loss of function Mutationen in TOP3a sind in Tieren mit Embryoletalitit und in Hefe mit geringem
Wachstum und Fertilitatseinschrankungen assoziiert (Wallis et al., 1989; Li & Wang, 1998).
Arabidopsis Pflanzen mit einer loss of function Mutation in TOP3a sind zwar lebensfihig, weisen aber
mit stark verkirzten Wurzeln, deformierten Blattern und Kleinwiichsigkeit starke morphologische
Defekte auf (Hartung et al., 2008; Dorn et al., 2018). Auf zelluldrer Ebene konnte weiterhin gezeigt
werden, dass der Verlust von TOP3a zu einer hohen Frequenz an mitotischen Aberrationen fiihrt, darauf
hinweisend, dass TOP3a. essentielle Funktionen bei der Resolution der Schwesterchromatiden wahrend
der Mitose einnimmt (Hartung et al., 2008). Uberdies sind Attop3a Mutanten steril und weisen starke
Defekte wahrend der Meiose auf. Auch Atrmil-1 knock out Mutanten sind steril und zeigen
ubereinstimmende Defekte wahrend der Meiose auf. Dies deutet darauf hin, dass die beiden Faktoren,
unabhangig von RECQ4A, in der Lage sind komplexe Strukturen - sogenannte Joint molecules - die
wahrend der Meiose entstehen, aufzulosen (Hartung et al., 2008; Knoll et al., 2014b). Abgesehen von
der Sterilitat weisen Atrmil-1, im Gegensatz zu Atrop3a Mutanten aber einen weitestgehend normalen
Phinotyp auf, wodurch die spezielle Funktion von TOP3a zum Erhalt der Genomintegritét noch starker
verdeutlicht wird. Im Gegensatz zu den sterilen Atrmil-1 Mutanten, sind Atrmil-2 Mutanten, die nur
eine loss of function Mutation in der OB2 Domane aufweisen, fertil und weisen nur eine leichte
Sensitivitat gegenuber den Genotoxinen MMS und Cisplatin auf (Bonnet et al., 2013). Atrmi2-
Mutanten hingegen zeigen einen normalen Wachstumsphénotyp und wiesen nur bei zusétzlichen
Defekten in anderen DNA-Reparaturfaktoren Wachstumsanomalien und erhohte Empfindlichkeiten
gegen bestimmte Genotoxine auf (Rohrig et al., 2016).

1.3 REPARATUR VON DNA-PROTEIN CROSSLINKS

Ein weiterer Schaden, der nicht allein durch die klassischen DNA-Reparaturwege behoben werden kann,
sind kovalente Quervernetzungen zwischen einem Protein und der DNA (DNA-protein crosslink, DPC).
Ahnlich wie die DSB stellen sie einen sehr haufig auftretenden Schaden dar, der durch zahlreiche
exogene und endogene Faktoren induziert werden kann. DPCs verkdrpern ein sperriges Hindernis und
kénnen dementsprechend Chromatin-basierte Prozesse wie Replikation, Transkription oder
Rekombination physisch blockieren. Das kann in Folge fatale Konsequenzen, in Form einer
Verzdgerung des Zellzyklus, lber die Entstehung von Mutationen, bis hin zum Zelltod, haben (Ide et
al., 2011). Um diese Folgen zu vermeiden, miissen DPCs rechtzeitig aufgelést werden. DPCs sind
vielfaltig hinsichtlich ihrer physikochemikalischen Eigenschaften und bendtigen je nachdem auch
unterschiedliche Reparaturmechanismen. Im Generellen kénnen sich DPCs in ihrem Protein Typus, in
der Art der Quervernetzung und in dem Vorhandensein, bzw. der Art eines angrenzenden DNA-Bruchs

unterscheiden (Ide et al., 2018). Um mit der Komplexitét dieser Schaden zurechtzukommen, haben sich
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im Laufe der Evolution eine Vielzahl unterschiedlichster Mechanismen entwickelt, die erst in den letzten

zehn Jahren intensiver erforscht wurden (Stingele et al., 2017).

1.3.1 Entstehung und Arten von DPCs

Im Allgemeinen kénnen DPCs in zwei verschiedene Klassen unterteilt werden: nicht-enzymatische und
enzymatische DPCs (Stingele et al., 2017). Nicht-enzymatische DPCs sind von Natur aus vielfaltig, da
es sich um spontane Quervernetzungen zwischen DNA und Proteinen, die sich in unmittelbarer Nahe
befinden, handelt, die durch eine Vielzahl von Faktoren verursacht werden kdnnen. Exogen kdnnen z.B.
UV- und ionisierende Strahlung, durch die direkte Einwirkung auf DNA und Proteine die Bildung von
nicht-enzymatischen DPC induzieren, da dadurch freie Radikale innerhalb der Molekdile entstehen, die
dann miteinander reagieren konnen (Nakano et al., 2017). Reaktive Sauerstoffspezies oder reaktive
Aldehyde, die als Nebenprodukte bei verschiedenen Stoffwechselprozessen wie der Photosynthese oder
der Demethylierung von Histonen entstehen, sind dagegen endogene Quellen fiir die Entstehung von
nicht-enzymatischen DPCs (Smirnoff, 2005; Tsukada et al., 2006; Swenberg et al., 2011). Weiterhin
konnen verschiedenste Chemikalien zur Bildung eines kovalenten DPCs fuhren. Hierzu gehdren unter
anderem Metallverbindungen wie Cisplatin, oder auch reaktive Chemikalien wie Formaldehyd
(Solomon & Varshavsky, 1985; Cohen & Lippard, 2001). Bei enzymatischen DPCs handelt es sich
dagegen um DNA-prozessierende Enzyme, die wahrend einer fehlgeschlagenen katalytischen Reaktion
an der DNA kovalent an diese gebunden werden (Stingele et al., 2017). Die prominentesten Arten von
enzymatischen DPC sind Quervernetzungen zwischen Topoisomerasen und der DNA (lde et al., 2018).
Topoisomerasen sind hochkonservierte, essentielle Enzyme in allen Lebewesen, da sie
Torsionsspannungen in der DNA, die im Zusammenhang der Replikation, der Transkription oder der
Rekombination entstehen, durch die gezielte Einfiihrung von Schnitten beheben kdnnen. Im
katalytischen Zentrum einer jeden Topoisomerase befindet sich ein aktiver Tyrosylrest, mit dem sie das
Zucker-Phosphatriickgrat der DNA nukleophil angreifen kdnnen. Als Folge bildet sich ein Intermediat,
in welchem die Topoisomerase Uber eine Phosphodiesterbindung mit der DNA verkniipft ist. Neben
diesem Reaktionsintermediat befindet sich ein Bruch in der DNA, durch den nun der intakte DNA Strang
gefuhrt und somit die Verdrillung aufgelost werden kann. Nach erfolgreicher Reaktion 16st sich die
Topoisomerase wieder von der DNA, wodurch auch der Bruch wieder geschlossen wird. Ausgehend
von der Art der Verdrillung, agieren unterschiedliche Topoisomerasen. Topoisomerasen der Klasse 1
agieren als Monomere und fuhren einen Einzelstrangbruch in die DNA ein, wodurch sie féhig sind
positive und negative supercoils in der DNA aufzuldsen. Eukaryotische Topoisomerasen der Klasse 1B,
die besonders wichtig bei der Transkription und bei Replikation sind, bilden ein Intermediat in welchem
sie iiber das 3’-Ende des Bruchs mit der DNA verknupft sind. Wéhrend der Replikation und der
Transkription agieren weiterhin Topoisomerasen der Klasse 2A, indem sie als Dimer einen DSB in die

DNA einfiihren. Durch diesen wird unter ATP-Verbrauch ein zweiter DNA Doppelstrang durchgefiihrt,
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womit sie in der Lage sind auch ringférmig verknotete DNA aufzulésen und sie somit zu dekatenieren.
Topoisomerasen der Klasse 2A sind wihrend ihrer katalytischen Reaktion mit den 5°-Enden eines
gestaffelten DSBs assoziiert (Wang, 1996). Die Kkatalytische Reaktion der Topoisomerasen ist
normalerweise reversibel, doch unter bestimmten Umstédnden kann das Reaktionsintermediat gefestigt
werden, wodurch kovalente Topoisomerase 1 cleavage complexes (TOPZLcc), oder aquivalent dazu,
Topoisomerase 2 cleavage complexes (TOP2cc) entstehen (Deweese & Osheroff, 2009; Pommier et al.,
2014). Dies kann auf natlrlichem Wege geschehen, wenn sich Schadstellen, wie z.B. apurine Stellen in
der Nahe befinden, oder durch spezifische Genotoxine, die gezielt die Re-Ligation nach der Reaktion
verhindern. Diese Genotoxine wurden innerhalb dieser Arbeit gezielt eingesetzt um die Reparatur dieser
Schéden zu untersuchen und werden daher im Folgenden genauer beschrieben. Camptothecin (CPT)
wurde verwendet um die Entstehung von TOP1cc zu induzieren (Hsiang et al., 1989). Bei diesem
Genotoxin handelt es sich um ein pentazyklisches Quinolinalkaloid, das als natirliches Sekundar-
metabolit des chinesischen Baumes Camptotheca acuminata vorkommt (Wall et al., 1966). Es wurde
im Rahmen eines Screens nach neuen Krebstherapeutika identifiziert und wurde auch daflr verwendet.
Aufgrund der geringen Loslichkeit und der vielen Nebenwirkungen wird nun aber nach passenden
Derivaten gesucht, die diese Funktion besser erfillen konnen (Vesela et al., 2017).

Fir die Induktion von TOP2cc wurde dagegen Etoposid (Eto) eingesetzt. Bei diesem Stoff handelt es
sich um ein synthetisches Derivat von Podophyllumtoxin, einem Sekundarmetabolit der indischen
Podophyllum-Pflanze. Podophyllumtoxin wurde bereits im 19. Jahrhundert als wirksames Zytostatikum
gegen Hautkrebs angesehen, brachte jedoch auch eine Reihe unerwiinschte Nebeneffekte mit sich (King
& Sullivan, 1946). Das Derivat Eto wurde das erste Mal um 1966 synthetisiert und wird seit 1983 als
Chemotherapeutikum, unter anderem bei der Behandlung von refraktdren Hodentumoren oder

kleinzelligem Lungenkrebs, eingesetzt (Hande, 1998; Vesela et al., 2017).

1.3.2 Kanonische DPC Reparaturmechanismen

Aufgrund der Diversitat der DPCs sind viele verschiedene Mechanismen notwendig um diese zu
reparieren. Zu diesen gehdren unter anderem kanonische DNA Reparaturmechanismen, DSB
Reparaturmechanismen und spezialisiertere Mechanismen, die direkt den Proteinbestandteil oder die
Verbindung zwischen Protein und DNA angreifen. In den meisten Féllen ist ein Zusammenspiel der
verschiedenen Reparaturwege erforderlich. Allgemein kann unterschieden werden in Faktoren die zur
Reparatur des DPC beitragen und in Mechanismen die zur Toleranz eines DPCs flihren (Stingele et al.,
2015). Einen wichtigen basalen Reparaturmechanismus beschreibt die NER. Sowohl in Bakterien, als
auch in Hefe und S&ugern konnte nachgewiesen werden, dass die NER an der Beseitigung von kleineren
DPCs beteiligt ist, da entsprechende NER-Reparaturmutanten eine erhhte Sensitivitat gegendber
Formaldehyd aufwiesen (Nakano et al., 2007; Graaf et al., 2009; Nakano et al., 2009). Auch in Pflanzen
konnte gezeigt werden, dass die NER an der Entfernung von DPCs beteiligt ist, da NER Mutanten eine
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erhohte Sensitivitat gegenuber dem Genotoxin Zebularin aufwiesen (Liu et al., 2015). Zebularin ist ein
weiterer spezifischer Crosslinker der das Reaktionsintermediat der DNA-Methyltransferase (DNMT)
an der DNA festigt und damit einen enzymatischen DPC erzeugt (Egger et al., 2004). Fir die Entfernung
von groBeren DPCs durch die NER muss die Proteinkomponente aber vermutlich zunédchst durch
vorherige Proteolyse, beispielsweise durch das 26S Proteasom, teilweise abgebaut werden (Quievryn &
Zhitkovich, 2000; Nakano et al., 2009). Weiterhin kdnnen gréfRere DPCs durch einen template switch
mittels HR Mechanismen umgangen werden. HR-Mutanten von Bakterien, Hefen und S&ugern wiesen
ebenfalls erhdhte Sensitivitaten gegeniiber den DPC induzierenden Substanzen Formaldehyd und 5-
Aza-2'-Deoxycytidin, einem weiteren DNMT Inhibitor, auf. DSB Reparaturwege scheinen auch in der
pflanzlichen DPC Reparatur eine Rolle zu spielen, da Arabidopsis Mutanten mit einem Defekt in ATM,
einem Gen, das fur ein Protein kodiert welches fur die Erkennung und die Signaltransduktion von DSB
verantwortlich ist, sensitiv gegentiber Zebularin sind (Liu et al., 2015). Eine spezielle Rolle in der
Reparatur von DPCs nimmt aul’erdem der MRN-Komplex ein (siehe Abschnitt 1.2.2). In Hefe konnte
gezeigt werden, dass Zellen mit einem Defekt in Mrel1 sensitiver auf Formaldehyd reagieren, als Zellen
die nur defekt in einzelnen HR-Faktoren sind (Graaf et al., 2009). Dies weist darauf hin, dass der MRN-
Komplex auch auferhalb seiner Funktion in der HR zur Reparatur von DPCs beitrdgt. Neben der
Sensitivitat gegenlber Formaldehyd konnten in Xenopus und in Schizosaccharomyces pombe mrell
Mutanten eine Sensitivit4t gegentiber den Topoisomerase Inhibitoren CPT und Eto ausgemacht werden,
darauf hinweisend, dass der MRN-Komplex auch bei der Reparatur von TOP1cc und TOP2cc von
Bedeutung ist (Hartsuiker et al., 2009; Aparicio et al., 2016). Weiterhin konnte auch in S&ugern gezeigt
werden, dass der MRN-Komplex DSB mit DNA-Protein Addukten prozessieren kann und somit auch
dort zur Reparatur von TOP2cc beitragt (Deshpande et al., 2016). Der Mechanismus der Entfernung
beruht dabei auf der endonukleolytischen Induktion eines Bruchs abseits des DPC, einer nachfolgenden
kurzen Resektion in 3°-5° Richtung, woraufthin ein zweiter Bruch in den gegeniiberliegen Strang
eingefiihrt wird. Dadurch wird der DNA-Part mit dem Protein Addukt abgetrennt und der entstandene
DSB kann durch DSB-Reparaturmechanismen wieder geschlossen werden (Stingele et al., 2017). Auch
in Arabidopsis konnte gezeigt werden, dass der MRN-Komplex in der Meiose an der Entfernung des
Topoisomerase 2 ahnlichen SPO11-Dimer beteiligt ist, da Meiozyten von mrell Mutanten, im
Vergleich zu mrell spoll Doppelmutanten, stark fragmentierte Chromosomen aufwiesen (Puizina et
al., 2004). Dies weist darauf hin, dass der MRN-Komplex auch in Pflanzen eine Funktion in der DPC-
Reparatur innehat. Neben diesen kanonischen Reparaturmechanismen, tragen auch spezifischere
Faktoren zur Entfernung der DPCs bei. Die Faktoren die dabei eine Rolle in Pflanzen spielen, werden

im Folgenden genauer beschrieben.
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1.3.4 DPC Reparatur in Pflanzen

Die Untersuchung der DPC-Reparatur ist erst in den letzten Jahren in den Fokus der Aufmerksamkeit
geriickt, wobei Erkenntnisse tUber die Mechanismen hauptséchlich fur Hefe und Metazoen gewonnen
wurden. Erst kiirzlich wurden auch in Pflanzen drei spezifische Faktoren identifiziert, die DPCs mittels
unterschiedlicher Mechanismen reparieren kénnen. Die Endonuklease MUS81 tragt zur DPC Toleranz
mittels einer endonukleolytischen Inzision bei, die Protease WSS1A kann den Proteinbestandteil des
DPCs proteolytisch abbauen, und die Tyrosyl-DNA-Phosphodiesterase 1 (TDP1) kann die
Phosphodiesterbindung von TOP1cc auflésen (Abbildung 1.3).

Nicht-enzymatischer DPC TOP1cc

Abbildung 1.3: Reparatur von DNA-Protein crosslinks in Pflanzen.

Nicht-enzymatische DNA-Protein crosslinks (DPCs) kénnen in Pflanzen entweder durch die proteolytische Aktivitdt von
WSS1A abgebaut werden, oder durch eine endonukleolytische Inzision durch MUS81 und nachfolgende Reparaturwege
umgangen werden. Der préferierte Weg in der Reparatur von nicht-enzymatischen DPCs ist die Proteolyse durch WSS1A.
Topoisomerase 1 cleavage complexes (TOP1cc) werden dagegen praferiert durch MUS81 repariert, aber die Proteolyse durch
WSS1A stellt einen weiteren wichtigen Weg dar. Ist einer der Faktoren abwesend, kann die Tyrosyl-DNA Phosphodiesterase
1 (TDP1) die 3°-Phosphodiesterbindung des TOP1ccs in einem Back-up Mechanismus auflésen

Aufgrund unterschiedlicher Sensitivitaten der Mutanten gegenlber Cisplatin konnte gezeigt werden,
dass die proteolytische Degradation durch WSS1A den Hauptweg der Reparatur von nicht-
enzymatischen DPC darstellt, wahrend die Reparatur durch MUS81 den zweitwichtigsten Weg darstellt.
Bei der Reparatur von TOP1cc dagegen, ist die Reparatur durch MUS81 der favorisierte Weg, wéahrend
die Reparatur durch WSS1A den néchstpréferierten Weg darstellt. Ist einer der beiden Faktoren nicht

verfiigbar, kann TDP1 den TOP1cc in einem back-up Mechanismus auflésen (Enderle et al., 2019).

Im Gegensatz zur Reparatur von nicht-enzymatischen DPC und TOP1cc, ist dagegen in Pflanzen noch

nichts tber die Reparatur von TOP2cc bekannt. Da sich TOP2cc durch ihre Phosphodiesterbindung,
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welche sich am 5°-Ende eines DSB befindet, biochemisch von TOP1cc unterscheiden, bei welchen das
Enzym tiiber eine 3°-Phosphodiesterbindung mit einem Einzelstrangbruch assoziiert ist, ist zu erwarten,
dass fiir die Reparatur von TOP2cc auch andere Reparaturmechanismen bendtigt werden. In Saugern
konnte bereits ein weiteres hochspezialisiertes Enzym — die Tyrosyl-DNA-Phosphodiesterase 2 (TDP2)
- identifiziert werden, welches spezifisch die 5°‘-Phosphodiesterbindung von TOP2cc auflésen kann
(Cortes Ledesma et al.,, 2009). Auch in Pflanzen konnte ein entsprechendes Homolog durch
phylogenetische Analysen identifiziert werden, welches dementsprechend einen vielversprechenden
Kandidaten fur die pflanzliche Reparatur von TOP2cc darstellt (Confalonieri et al., 2014). Alle in
diesem Abschnitt genannten Faktoren wurden in dieser Arbeit genauer behandelt und werden daher im

Folgenden genauer beschrieben.

1.3.5 Die Protease WSS1A

Die Existenz einer Protease, die spezifisch Proteine, die mit der DNA assoziiert sind, abbaut, wurde
erstmals in Hefe entdeckt. Fur die Metalloprotease ScWss1 (weak suppressor of smt3) konnte dabei
gezeigt werden, dass sie durch Bindung an ssDNA in der Lage ist den Proteinpart eines DPCs
proteolytisch abzubauen (Stingele et al., 2014). Wssl ist eine Protease mit einem weiten
Substratspektrum, weshalb die Proteolyse unabhdngig von Protein-Typus und von der Art der Bindung
erfolgt (Abbildung 1.4). Um zu verhindern, dass sie samtliche Proteine innerhalb des Zellkerns abbaut,
bedarf es deshalb mehrerer Ebenen der Regulation. In Hefe konnte gezeigt werden, dass Wss1 sich
selbst degradiert, wenn es an doppelstrangige DNA bindet, wéhrend die Bindung an ssDNA die
Proteolyse von Fremdproteinen fordert. Fur die Erfullung der vollstandigen Funktion von Wss1, muss
dieses weiterhin durch SUMO (Small Ubiqutin related modifier) aktiviert werden (Stingele et al., 2014).
In Hefe wurde demonstriert, dass TOP1cc und wahrscheinlich auch andere DPCs durch SUMO Ligasen
stark SUMOyliert werden, weshalb die Vermutung naheliegt, dass Wss1 die SUMOylierung mit seiner
SIM-Doméne (SUMO interacting motif) erkennen und dadurch an die Schadstellen rekrutiert wird
(Psakhye & Jentsch, 2012; Jentsch & Psakhye, 2013). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass Wss1 fur
seine zellulére Funktion essentiell mit der Zellzyklus Segregase Cdc48 interagieren muss. Hierbei wird
vermutet, dass Cdc48 die Proteolyse fir Wssl erleichtert, indem es die mit der DNA verknUpften
Proteine entfaltet. Nach der Wss1 vermittelten Proteolyse des DPCs verbleibt nur noch ein kleiner
Peptidrest an der DNA, der in der G-Phase vermutlich durch NER entfernt und in der S-Phase durch die

Translé&sionssynthese umgangen werden kann (Stingele et al., 2014).

Das funktionelle Homolog von Wss1 in Sdugern heilst SPRTN (Stingele et al., 2016; Vaz et al., 2016).
Obwohl es kein direktes Ortholog von Wss1 darstellt, haben sich viele funktionelle Eigenschaften
konvergent entwickelt (Reinking et al., 2020a). Ebenso wie Wss1 ist fur die zelluldre Funktion von
SPRTN die Interaktion mit der Zellzyklussegregase p97, dem Homolog von Cdc48, von Wichtigkeit.
Der spezifische Abbau von DPCs durch SPRTN wird durch die Interaktion von SPRTN mit der
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replikationsassoziierten Ringklemme PCNA abgesichert (Mosbech et al., 2012; Stingele et al., 2015).
Wahrend SPRTN allerdings vornehmlich in der S-Phase exprimiert wird, wird Wss1 wahrend des
gesamten Zellzyklus auf einem niedrigen Level exprimiert (Maskey et al., 2014; Kwesi Sam, 2020).
Eine Defizienz von Wssl in Hefe duBert sich in verstarkter Sensitivitat gegeniiber Formaldehyd und, in
Kombination mit einem zusétzlichen Defekt in Tdpl, in einer erhéhten Sensitivitat gegentber CPT.
Ansonsten weisen die Hefezellen ein weitgehend normales Wachstum mit einer erhdhten
Rekombinationsrate auf (Kanellis et al., 2007; Stingele et al., 2014). Eine loss of function Mutation in
SPRTN fihrt dagegen in Sdugern zu Embryoletalitat und selbst ein partieller Verlust von SPRTN hat
ernsthafte Folgen und ist assoziiert mit dem Ruijs-Aalfs-Syndrom, einer Erbkrankheit die mit Krebs und
frihzeitiger Alterung einhergeht (Lessel et al., 2014; Maskey et al., 2014). Neben SPRTN konnte in
Metazoen jungstens eine weitere DPC- Protease -GCNA (germ cell nuclear antigen) - charakterisiert
werden, der wohl eine besondere Rolle bei der Beseitigung von DPCs wahrend der Meiose zukommt
(Dokshin et al., 2020). Auch in Hefe konnte nachgewiesen werden, dass Ddil (DNA damage inducible)
eine weitere Protease ist, die parallel zu Wssl in der DPC Proteolyse partizipiert (Serbyn et al., 2020;
Yip etal., 2020).
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Abbildung 1.4: Mechanismus der DNA-Protein crosslink Reparatur durch WSS1A.

Fur die Entfaltung der katalytischen Aktivitdt zum Abbau von Fremdproteinen, muss WSS1A an einzelstréngige DNA binden.
Die proteolytische Degradation des DNA-Protein crosslinks (DPC) erfolgt unabhangig von der Art des Proteins und der
Crosslink-Bindung. Nach der Proteolyse bleibt ein kleiner Peptidrest bestehen. Dieser kann wéahrend der Replikation durch
eine Translasionspolymerase umgangen werden. Dieser Mechanismus ist allerdings fehleranfallig und ist mit der Entstehung
von Punktmutationen assoziiert.
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Bioinformatische Analysen ergaben interessanterweise, dass monokotyle Pflanzen wie Mais oder Reis
sowohl Ober ein SPRTN-Homolog als auch Uber zwei Wssl-Homologe - WSS1A und WSS1B -
verfiigen (Vaz et al., 2017). Uber die Funktion des SPRTN-Homologs in Pflanzen ist bisher jedoch
nichts bekannt. Dikotyle Pflanzen wie Arabidopsis dagegen, verfligen ebenfalls (ber die beiden
Homologe WSS1A und WSS1B, aber ein SPRTN Homolog konnte nicht identifiziert werden. Analysen
zur Funktion der beiden WSS1-Homologe zeigten, dass nur WSS1A an der DPC-Reparatur in Pflanzen
beteiligt ist, wahrend fir das WSS1B-Homolog noch keine Funktion nachgewiesen werden konnte. Die
CRISPR/Cas generierte Knockout Mutantenlinie von Atwssl1A, aber nicht von AtwsslB, wies eine
erhdhte Sensitivitat gegenuber Cisplatin und CPT auf. Dies bedeutet, dass WSS1A auch in Pflanzen an
der Reparatur von nicht-enzymatischen DPC und TOPZ1cc beteiligt ist. Weiterhin wiesen die Atwss1A
Mutanten einen fasziierten Phanotyp, eine stark reduzierte Wurzellange, reduzierte Fertilitdt und eine
erhdhte Anzahl von toten Zellen im Wurzelmeristem auf, was auf eine elementare Funktion von WSS1A
fiir die pflanzliche Genomstabilitat hinweist (Enderle et al., 2019).

1.3.6 Die Endonuklease MUS81
MUS81 (MMS and UV-sensitive protein 81) ist eine strukturspezifische Endonuklease, die innerhalb

der Eukaryoten hochkonserviert ist und, zusammen mit ihrem Interaktionpartner EMEL1 (Mms4 in
Hefe), an einer Vielzahl unterschiedlicher Reparaturprozesse beteiligt ist (Interthal & Heyer, 2000). Der
Mechanismus mit welchem MUS81 DNA-Substrate prozessiert ist ein nick-counternick Mechanismus,
bei welchem MUS81 einen Bruch gegeniber eines anderen, bereits vorhandenen Bruchs, induziert
(Gaillard et al., 2003). Mit diesem Mechanismus kann sie verschiedenste DNA-Intermediate, wie zum
Beispiel, blockierte Replikationsgabeln, 3-flaps, D-Loops, beschadigte dHJs, oder, zu einem geringeren
Anteil auch intakte dHJs, schneiden (Fricke et al., 2005; Taylor & McGowan, 2008; Geuting et al.,
2009). Aufgrund ihrer Fahigkeit dHJs zu prozessieren, gilt sie auch als dHJ Resolvase und tragt dadurch
in der Meiose zur Bildung von CO-Produkten bei (Osman et al., 2003; Berchowitz et al., 2007;
Holloway et al., 2008). In der somatischen DNA-Reparatur tragt sie zur Toleranz von Schéden, die
wahrend der Replikation bestehen bei, indem sie an blockierten Replikationsgabeln einen einseitigen
DSB erzeugt, wodurch nachfolgende DSB-Reparaturwege aktiviert werden, die dabei helfen den
Schaden zu umgehen (Hanada et al., 2006). Dieser Mechanismus ist vor allem bei der Reparatur von
DNA-Quervernetzungen und bei der Reparatur von DPCs von Bedeutung (Hanada et al., 2006; Enderle
et al., 2019). Sowohl in Hefe, als auch in Pflanzen und Tieren konnte festgestellt werden, dass Mutanten
mit einem Defekt in MUS81 eine stark erh6hte Sensitivitat gegentiber CPT aufweisen (Liu et al., 2002;
Regairaz et al., 2011; Enderle et al., 2019). Dies indiziert, dass MUS81 besonders bei der Reparatur von
TOP1cc eine wichtige Funktion erfullt. Fiir den Mechanismus der Reparatur von TOP1cc durch MUS81
wurden zwei verschiedene Modelle vorgeschlagen (Abbildung 1.5). Die Gruppe von Yves Pommier

vermutet, dass MUS81 einen DSB an der blockierten Replikationsgabel erzeugt und somit
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Torsionsspannungen in der DNA 16st, die infolge der abortiven Reaktion der Topoisomerase 1 nicht
behoben werden konnten (Abbildung 1.5 A) (Regairaz et al., 2011). Die Gruppe von Phillipe Pasero
stellte dagegen ein Modell vor, in welchem MUS81 nach der Regression und der anschliefenden
Wiederherstellung der Replikationsgabel durch HR, an der Terminierung der Wiederherstellung
beteiligt ist. Durch die Wiederherstellung entstehen rekombinationsartige Strukturen in der DNA, die
fiir den erfolgreichen Fortlauf der Replikationsgabel zunéchst durch MUSB81 geschnitten werden missen
(Abbildung 1.5 B) (Pardo et al., 2020).
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Abbildung 1.5: Modelle zum Mechanismus der MUS81 vermittelten DNA-Protein crosslink Toleranz.

A) Modell von Regairaz et al 2011: MUS81 induziert einen einseitigen Doppelstrangbruch (DSB) an der angehaltenen
Replikationsgabel und 16st damit Torsionsspannungen in der DNA, die durch die abortive Reaktion der Topoismerase 1 (TOP1)
nicht gelést werden konnten. Der einseitige DSB kann nachfolgend durch die Homologe Rekombination (HR) wieder
geschlossen werden. B) Modell von Pardo et al. 2019: Der Topoisomerase 1 cleavage complex (TOP1cc) wird durch template
switch Mechanismen wie der Regression der Replikationsgabel, oder der HR umgangen. Bei der Fusion mit der
konvergierenden Replikationsgabel entstehen rekombinationsartige Strukturen, die durch MUS81, zur Terminierung der
Reaktion, aufgeldst werden missen

Atmus81 Mutanten weisen leicht verklrzte Wurzeln, eine reduzierte Pollenvitalitat und konservierte
Sensitivitaten gegentber den Genotoxinen MMS, MMC, Cisplatin und CPT auf (Hartung et al., 2006;
Berchowitz et al., 2007). Charakteristisch ist auBerdem die konservierte synthetische Letalitdt der
recq4A mus81 Doppelmutante, die ebenso in Hefe und Tieren beobachtet werden konnte und die auf
eine Akkumulation toxischer Rekombinationsintermediate zuriickzufiihren ist (Abschnitt 1.2.7) (Boddy
et al., 2000; Mullen et al., 2001; Hartung et al., 2006; Trowbridge et al., 2007)
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1.3.7 Die Tyrosyl-DNA-Phosphodiesterase 1 (TDP1)

Die Tyrosyl-DNA-Phosphodiesterase 1 (TDP1) ist ein spezialisiertes Enzym, das in der Lage ist, die 3°-
Phosphodiesterbindung zwischen dem aktiven Tyrosyl der Topoisomerase 1 (TOP1) und dem DNA-
Ruckgrat zu hydrolysieren und somit aufzulésen (Abbildung 1.6). TDP1 ist hochkonserviert in
eukaryotischen Organismen und seine 3‘-Phosphodiesterase -Aktivitit konnte bereits 1996 in Hefe
entdeckt werden (Yang et al., 1996; Pouliot et al., 1999). Vor der Hydrolyse durch TDP1 bedarf es einer
partiellen Degradation der TOP1 durch das Proteasom, da die Phosphodiester-Verbindung aufgrund der
GroRe der Topoisomerase sonst unzugénglich ist (Desai et al., 2001; Interthal & Champoux, 2011).
Nach der TDP1-vermittelten Hydrolyse des Crosslinks verbleibt ein 3’-Phosphat an der DNA, das eine
einfache Re-Ligation des Einzelstrangbruchs verhindert, sodass eine weitere Prozessierung der Lasion
erforderlich ist. Sowohl im Menschen als auch in Hefe konnte gezeigt werden, dass das 3’-Phophat
durch PNKP (Polynukleotid-Kinase/Phosphatase) entfernt und der noch verbleibende Einzelstrangbruch
in Hefe durch HR Mechanismen und im Menschen durch die short-patch BER (Abschnitt 1.1.3)
repariert werden kann (Jilani et al., 1999; Pouliot et al., 2001; Meijer et al., 2002; Plo, 2003). Neben der
Funktion in der Reparatur von TOP1ccs, ist TDP1 in Hefe und in S&ugern zusatzlich sowohl in der
Auflésung von weiteren 3°-DNA-Addukten, als auch als back-up Mechanismus bei der Reparatur von
TOP2cc involviert (Nitiss et al., 2006; Murai et al., 2012; Pommier et al., 2014). Bei der Aktivitat von
TDP1 gibt es mehrere zugrunde liegende Regulationsmechanismen. Es konnte gezeigt werden, dass eine
direkte Interaktion des Sensorproteins PARP1 mit TDP1 zu einer N-terminalen PARylierung von TDP1
flihrt, wodurch es stabilisiert und zu TOP1cc in proliferierenden Zellen rekrutiert wird. TDP1 kann auch
an Lysin 111 SUMOyliert werden, wodurch es zu TOPlcc in transkriptionell aktiven Bereichen
rekrutiert wird (Hudson et al., 2012). Da TOP1cc mit einem Einzelstrangbruch assoziiert sind, fihrt das
Auftreffen der Replikationsgabel auf einen TOP1cc im Leitstrang zu einem einseitigen DSB (Strumberg
et al., 2000). Infolgedessen wird TDP1 durch die DSB-erkennenden Signalproteine ATM und DNA-PK
phosphoryliert und zu dem TOP1cc induzierten DSB rekrutiert, wodurch die nachfolgende Reparatur
des DSB erleichtert wird (Das et al., 2009; Chiang et al., 2010). In verschiedenen Organismen kommt
TDP1 eine unterschiedlich starke Bedeutung in der Reparatur von TOP1lcc zugute. In Hefe weisen
Mutanten mit einem Defekt in Tdpl nur dann eine verstirkte Sensitivitdt gegentiber CPT auf, wenn
mindestens ein weiteres Enzym, das an der Reparatur von TOP1cc beteiligt ist, fehlt (Vance & Wilson,
2002; Kawale & Povirk, 2018). In Vertebraten ist der Verlust von TDP1 dagegen folgenschwerer, da
TDP1” Einzelmutanten bereits eine Hypersensitivitat gegeniiber CPT aufweisen (Murai et al., 2012). In
Arabidopsis wiederrum, ist die Bedeutung von TDP1 in der Reparatur von TOP1cc eher mit der in Hefe
vergleichbar, da Attdpl Mutanten einen normalen Phéanotyp aufweisen, und nur dann hypersensitiv auf
CPT reagieren wenn ein zusatzlicher Defekt in entweder WSS1A, oder in MUS81, vorliegt (Enderle et
al., 2019).
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Abbildung 1.6: Mechanismus der Reparatur von Topoisomerase 1 cleavage complexes durch TDP1.

Um TDP1 Zugang zu der Phosphodiesterbindung zu verschaffen, wird die Topoisomerase 1 (TOP1) zunéchst partiell durch
das Proteasom degradiert. Anschliefend kann TDP1 mit seiner 3‘-Phosphodiesteraseaktivitét die Bindung zwischen TOP1 und
der DNA auflgsen. Danach verbleibt am 3°-Ende der DNA ein Phosphatrest, der durch die Polynukleotid-Kinase/Phosphatase
(PNKP) entfernt werden muss. Der verbleibende Einzelstrangbruch kann anschlieBend durch die Basen-Exzisions Reparatur
(BER) geschlossen werden.

1.3.8 Die Tyrosyl-DNA Phosphodiesterase 2 (TDP2)

In Séugern konnte ein weiteres hochspezialisiertes Enzym identifiziert werden — die Tyrosyl-DNA-
Phosphodiesterase 2 (TDP2) — welches in der Lage ist die 5’-Phosphodiesterbindung zwischen der
Topoisomerase 2 (TOP2) und der DNA aufzulésen. TDP2 war zuvor durch seine Funktion als
Signalprotein, mit einer Beteiligung an der Regulation von Transkription, Apoptose und
Gewebeentwicklung, bereits unter den Namen TTRAP oder EAP2 bekannt (Li et al., 2011). Die 5¢-
Phosphodiesterase Aktivitat, konnte 2009 mittels eines heterologen Komplementationsscreenings von
TOP1cc-Reparatur defizienten tdplA radlA Hefezellen nachgewiesen werden. Die Hefezellen die mit
der cDNA von HsTDP2 komplementiert wurden, wiesen dabei eine erhohte Resistenz gegeniiber CPT
auf, darauf hinweisend, dass TDP2 in der Reparatur von TOP1cc beteiligt ist. Im spezielleren, konnte
aber auch gezeigt werden, dass HsTDP2 (berexprimierende Hefezellen eine erhohte Resistenz
gegenuber Eto aufwiesen und TDP2 defiziente Humanzellkulturen dafiir mit einer verstarkten
Sensitivitat auf Eto reagierten. Da die HsTDP2” Mutanten nur sensitiv auf Topoisomerase-Inhibitoren,

aber nicht auf andere DNA-schadigende Substanzen wie MMS reagierten, wurde auf eine
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Phosphodiesterase-Aktivitat geschlossen und das Enzym in TDP2 umbenannt (Cortes Ledesma et al.,
2009; Zeng et al., 2011). Damit TDP2 die Phosphodiesterbindung hydrolysieren kann, muss diese
zunachst zugénglich gemacht werden. Dies kann Uber zwei unterschiedliche Wege erfolgen. Der erste
ist der vorangehende proteolytische Abbau von TOP2 durch das Proteasom. In einem zweiten Weg,
begeht TOP2, nach der ZNT451/ZATT-vermittelten (Zingfinger protein associated with TDP1 and
TDP2) SUMOylierung eine Konformationsédnderung, wodurch die Phosphodiesterbindung freigelegt
wird. Im gleichen Zug wird TDP2 aktiviert und rekrutiert und kann die Bindung in Folge, ohne eine
vorhergehende Proteolyse von TOP2, aufldsen (Schellenberg et al., 2017; Zagnoli-Vieira & Caldecott,
2017). Nachdem die Bindung aufgeldst wurde, bleibt ein DSB mit einem 5°-Phosphatrest bestehen. In
Maéusen konnte gezeigt werden, dass dieser DSB, durch cNHEJ direkt wieder geschlossen werden kann

(Gémez-Herreros et al., 2013).

Wiahrend in Hefe noch kein vergleichbares Homolog fiir TDP2 gefunden werden konnte, ergaben
phylogenetische Analysen, dass Pflanzen tber drei verschiedene TDP2 Homologe - TDP2a, TDP2f3 und
TDP2y — verfligen, welche unterschiedlich auf die verschiedenen phylogenetischen Gruppen verteilt
sind. Alle Isoformen enthalten die charakteristische C-terminale Endonuklease/Exonuklease/
Phosphodiesterase-Domaéne, unterscheiden sich aber in ihrem N-Terminus durch das Vorhandensein
und die Menge von Zinkfinger-RanBP2-Domdanen. Die meisten diktoylen Pflanzen, wie z.B.
Arabidopsis, verfiigen nur iiber die TDP2a-Isoform, welche zwei Doménen vom Zinkfinger-RanBP2-
Typ enthdlt (Confalonieri et al.,, 2014). Die RanBP2-Domdane gehdrt zur Klasse der RNA-
Bindedoméanen, welche in der Lage sind ssDNA zu binden. AtTDP2 konnte dementsprechend eine
Funktion in der mMRNA-Prozessierung haben (Nguyen et al., 2011). Im Gegensatz zu HSTDP2 besitzt
das pflanzliche Homolog jedoch keine Ubiquitin-assoziierte Domane (Li et al., 2011). Erste Analysen
iber die Funktion von TDP2 in Pflanzen erwiesen, dass die Uberexpression von TDP2 in Medicago
truncatula zu einer erhéhten Resistenz gegen osmotischen-, Schwermetall- und Salzstress, sowie zu
einer erhdhten Resistenz gegen Eto fuihrt (Confalonieri et al., 2014; Faé et al., 2014; Macovei et al.,
2018; Confalonieri et al., 2019). Abseits dieser Uberexpressionsanalysen ist tiber die zellulare Funktion

von TDP2 in Pflanzen allerdings noch nichts bekannt.
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1.4 ZIELSETZUNG

Kovalente Quervernetzungen zwischen DNA und Proteinen (DNA protein crosslinks, DPCs) stellen eine
groBe Gefahr fiir die Genomintegritat dar, da sie Chromatin-basierte Prozesse durch ihre Sperrigkeit
stark behindern kénnen. Wenn der Schaden vor der replikativen Phase nicht behoben wird, kann dies
den Verlust genetischer Informationen, oder sogar den Zelltod zur Folge haben. Erst kirzlich wurden
die Hauptreparaturfaktoren von nicht-enzymatischen DPCs und kovalenten Topoisomerase 1 cleavage
complexes (TOP1cc) in Pflanzen identifiziert. Im Gegensatz dazu ist noch nichts darlber bekannt, wie
kovalente Topoisomerase 2 cleavage complexes (TOP2cc) in Pflanzen repariert werden. Dabei stellen
TOP2cc einen besonders schédlichen DPC Typus dar, da sie mit einem Doppelstrangbruch (DSB)
assoziiert sind. In Sdugern konnte gezeigt werden, dass die Tyrosyl DNA Phosphodiesterase 2 (TDP2),
in der Lage ist, spezifisch die 5°- Phosphodiesterbindung zwischen der Topoisomerase 2 (TOP2) und
der DNA aufzulésen. Phylogenetische Analysen zeigten, dass auch Arabidopsis Uber ein TDP2

Homolog verflgt.

Ziel dieser Arbeit war es, tdp2 Mutanten durch CRISPR/Cas basierte Mutagenese zu etablieren und
diese durch nachfolgende Analysen im Rahmen der reversen Genetik erstmals in Arabidopsis zu
charakterisieren. Neben der phanotypischen Analyse sollte diese besonders im Hinblick auf ihre
Funktion in der TOP2cc und der TOPlcc Reparatur untersucht werden. Durch Etablierung von
Doppelmutanten die sowohl einen Defekt in TDP2, als auch einem der bereits bekannten
Reparaturfaktoren TDP1, MUS81 oder WSS1A aufweisen, sollte TDP2 durch nachfolgende
Epistasisanalysen in das pflanzliche DPC-Reparaturnetzwerk eingegliedert werden. Zudem sollte
analysiert werden, welche der bereits bekannten Faktoren in die Entfernung von TOP2 involviert sind
und wie die jeweiligen Faktoren mit TDP2 in der TOP2cc Reparatur interagieren. Da nach der
Entfernung von TOP2 noch ein DSB in der DNA verbleibt, sollten Doppelmutanten mit jeweils einem
Defekt in einem TOP2cc Hauptreparaturfaktor und einem weiteren Defekt in entweder dem cNHEJ
Faktor LIG4, oder dem aNHEJ Faktor POLQ generiert werden, um in anschlieRenden
Sensitivitatsanalysen zu untersuchen, wie der jeweilig resultierende DSB, nach der Entfernung von

TOP2, repariert wird.

Die Protease WSS1A ist ein wichtiger Faktor fur die DPC-Reparatur in Pflanzen. Mutanten mit einem
Defekt in WSS1A wiesen jedoch auch schwere Wachstumsdefizite auf, die auf eine besondere Rolle von
WSS1A in der Replikation hindeuteten. Durch zytologische Untersuchungen und Epistasisanalysen
sollte die Rolle von WSS1A in der replikationsassoziierten Schadenstoleranz naher untersucht werden.
Hierfiir sollten Doppelmutanten mit einem Defekt in WSS1A und einem weiteren Defekt in einem der
beiden NHEJ-Faktoren POLQ, LIG4 oder der Reparaturhelikase RECQ4A generiert und analysiert

werden
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1 MATERIAL
2.1.1 Verwendete Organismen

Arabidopsis thaliana

In dieser Arbeit wurden A. thaliana Pflanzen des Okotyps Columbia (Col-0) verwendet. Verwendete
Mutantenlinien entstammen den SALK (Alonso et al., 2003) oder GABI-Kat T-DNA Insertions-
Kollektionen (Rosso et al., 2003) oder waren zuvor mittels CRISPR/Cas9 vermittelter Mutagenese
generiert worden. Die verwendeten Mutantenlinien kénnen Tabelle 1 entnommen werden.

Tabelle 2.1: Verwendete Mutantenlinien.

Aufgelistet ist der Genname, der Genlokus und Identifikationsnummer der in dieser Arbeit verwendeten Mutantenlinien. Die

T-DNA Insertionsmutanten entstammen den SALK- und GABI-Kat-Kollektionen, die CRISPR/Cas Mutanten wurden
institutseigen generiert. Die Referenz bezieht sich auf die Erstcharakterisierung der entsprechenden Mutante.

Gen Lokus Mutanten- Linien-1D Referenz

bezeichnung
LIG4 At5g57160 ligd-5 SALK_ 095962 Waterworth et al., 2010
MUS81 At4g30870 mus81-1 GABI_113F11 Hartung et al., 2006
RECQ4A At1g10930 recq4A-4 GABI_203C07 Hartung et al., 2007
RMI1 At5g63540 rmil-2 SALK_094387 Rohrig et al., 2016
TDP1 At5g15170 tdpl-4 CRISPR/Cas Enderle et al., 2019
TEBICHI At4g32700 teb-5 SALK_ 018851 Inagaki et al., 2006
WSS1A At1g55915 wss1A-3 CRISPR/Cas Enderle et al., 2019

Agrobacterium tumefaciens

Zur Transformation von Arabidopsis Pflanzen wurde der Agrobakterium Stamm GV3101::pMP90
verwendet, welcher eine chromosomale Rifampicin Resistenz aufweist und durch das modifizierte Ti-
Plasmid pTiC58AT-DNA (iber eine zusatzliche Gentamycin Resistenz verfligt (Koncz et al., 1984).

Escherichia coli
Zur Klonierung und zur Vervielfaltigung von Plasmiden vor der Transformation in Agrobakterium,

wurde der E. coli Stamm NEB5a (New England Biolabs, Frankfurt am Main) verwendet. Zur
Vermehrung von Gateway Vektoren wurde der Stamm One Shot™ ccdB Survival™ (Thermo Fisher

Scientific, Braunschweig) verwendet.
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2.1.2 Verwendete Plasmide

pEN-Sa-Chimera (Steinert et al., 2015)

Das pEN-Sa-Chimera Plasmid diente als Eingangsvektor zur Klonierung in Gateway-Vektoren. Mittels
Uberhange zu zwei Bbsl Schnittstellen konnten die entsprechenden DNA-Sequenzen, die fir die single
guide RNA (sgRNA) kodieren, in den zuvor linearisierten Vektor eingebracht werden. Die Chimera-
Plasmide verfligen tiber eine Ampicillin-Resistenz, zur Selektion von erfolgreich transformierten E. coli
Zellen. Nachfolgend sind die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten pEN-Sa-Chimera-Vektoren

aufgelistet.

e pEN-Sa-Chimera TDP2 PS1
e pEN-Sa-Chimera TDP2 PS2

pDE-Sa-EC_PPT

Das pDE-SA-EC_PPT Plasmid diente als Ziel-Vektor fur die Gateway-Klonierung. Der Ursprungvektor
dieses Plasmids ist das pDE-Sa-Cas9 Plasmid (Steinert et al., 2015), welches durch Carla Schmidt
modifiziert wurde. Zur simultanen Induktion von zwei DSB, verfligt der Vektor Uber zwei Promotoren
zur Expression der sgRNA. Der PcUbiquitin4-2-Promotor wurde durch einen EC.1.1-Promotor (Wolter
et al., 2018) ausgetauscht, der pea3A-Terminator durch einen rbcS-E9-Terminator und die Kanamycin-
Resistenz Kassette durch eine Phosphinotricin (PPT) Resistenz ersetzt. Die PPT-Resistenz dient zur
Selektion von transformierten Pflanzen. Zur simultanen Induktion von zwei DSBs, verfugt der Vektor
weiterhin Uber eine Cas9, sowie zwei sgRNA Expressionskassetten. Eine Spectinomycin-Resistenz
Kassette diente der Selektion von transformierten Bakterien. Nachfolgend sind die im Rahmen dieser
Arbeit verwendeten pDE-Sa-EC_PPT Vektoren aufgelistet.

e pDE-Sa-EC_PPT TDP2 PS1
e pDE-Sa-EC_PPT TDP2 PS1 + PS2

2.1.3 Verwendete Oligonukleotide

Alle in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma Eurofins Genomics
(Ebersberg) entsalzt bezogen und standardmaRig mit ddH.O auf eine Konzentration von 50 pmol/ul

gebracht. Die Sequenzen kénnen aus Tabelle 8.1 im Anhang entnommen werden.
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2.1.4 Enzyme und Enzymmixe

Cellulase aus Trichoderma sp. C1794 (Merck, Darmstadt)

Dream Tag DNA Polymerase (Thermo Fisher Scientific, Braunschweig)
Gateway LR Clonase Il Enzym-Mix (Thermo Fisher Scientific, Schwerte)
LightCycler480 KAPA HRM FAST Mastermix (VWR International, Darmstadt)
Proteinase K (Thermo Fisher Scientific, Schwerte)

Restriktionsendonukleasen (New England Biolabs, Frankfurt am Main)
Pectolyase aus Aspergillus japonicus P5936 (Merck, Darmstadt)

Pectolyase Y-23 (Duchefa Biochemie, Haarlem, Niederlande)

RNase-Free Dnase Set (Qiagen, Hilden)

T4 DNA Ligase (Thermo Fisher Scientific, Braunschweig)

2.1.5 Kits und Verbrauchsmaterialien

384 Well LightCycler Platten (Sarstedt, Numbrecht)

Adhesive gPCR Seal (Sarstedt, Niimbrecht)

Elektroporationskiivette 2 mm Elektrodenabstand (VWR International, Darmstadt)
peqGOLD Cycle-Pure Kit (VWR International, Darmstadt)

peqGOLD Gel Extraction Kit (VWR International, Darmstadt)

peqGOLD Plasmid Miniprep Kit (VWR International, Darmstadt)

gScript cDNA Synthesis Kit (Quanta bio, Beverly, USA)

Rneasy Plant Mini Kit (Qiagen, Hilden)

2.1.6 Chemikalien, Antibiotika und Genotoxine

Alle in dieser Arbeit verwendeten Standardchemikalien wurden von den Firmen AppliChem
(Darmstadt), Carl Roth (Karlsruhe), Duchefa Biochemie (Haarlem, Niederlande), Fluka (Buchs), Merck
(Darmstadt), SERVA Elektrophoresis (Heidelberg), Merck, (Darmstadt), Roche Diagnostics

(Mannheim) oder VWR International (Darmstadt) bezogen und werden nicht gesondert aufgefiihrt. Die

im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Sonderchemikalien sind im Folgenden aufgelistet.

Sonderchemikalien:

Acetosyringon (Merck, Darmstadt)

Agarose SeaKem LE Agarose (Lonza, Basel, Schweiz)
Benzylaminopurin BAP (Duchefa Biochemie, Haarlem, Niederlande)
dNTP-Mix Set 10 mM (Thermo Fisher Scientific, Braunschweig)
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o Ethidiumbromid (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe)

e GeneRuler™ | kb DNA-Leiter (Thermo Fisher Scientific, Braunschweig)

e GeneRuler™ Low Range DNA-Leiter (Thermo Fisher Scientific, Braunschweig)

e Murashige & Skoog Fertigmedium (Duchefa Biochemie, Haarlem, Niederlande)

e Orange G (Merck, Darmstadt)

e Plant Agar (Duchefa Biochemie, Haarlem, Niederlande)

¢ Silwet Gold (Hermann Meyer KG, Rellingen)

e Trypton (Duchefa Biochemie, Haarlem, Niederlande)

e Vectashield Antifade Mounting Medium mit DAPI (4°, 6-Diamidin-2-phenylindol) (Vector

Laboratories, Burlingame, USA)

Genotoxine
e Camptothecin (CPT, Merck, Darmstadt) - Stockldsung 20 mM in DMSO
e Etoposid (Eto, Merck, Darmstadt) - Stocklésung 50 mM in DMSO

Antibiotika und Herbizide

Alle im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Antibiotika und Herbizide wurden von den Firmen Duchefa
Biochemie B. V. (Haarlem, Niederlande) und Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe, Deutschland)
bezogen und sind in folgender Tabelle aufgelistet

Tabelle 2.2: Antibiotika und Herbizide.

Aufgelistet sind die in dieser Arbeit verwendeten Antibiotika und Herbizide, das Losungsmittel, die Stocklésung und die
bendtigte Endkonzentration flir die Medien zur Anzucht von E. coli, A. tumefaciens und A. thaliana.

Antibiotikum/ Lésungs- Stocklésung E. coli A. tumefaciens A. thaliana
Herbizid mittel
Ampicillin ddH:0 100 mg/ml 100 mg/I
Cefotaxim ddH,0 250 mg/ml 500 mg/I
Gentamycin ddH,O 100 mg/ml 20 mg/I
Phosphinotricin ddH,0 20 mg/ml 6 mg/l
Rifampicin DMSO 100 mg/ml 100 mg/I
Spectinomycin ddH,0 100 mg/ml 100 mg/l 100 mg/l

2.1.7 Medien, Losungen und Puffer

Alle Medien, Lésungen und Puffer wurden standardméfRig mit ddH»O angesetzt. Medien zur Bakterien-
und Pflanzenanzucht wurden vor der Verwendung autoklaviert. Vor der Zugabe von Antibiotika und

Herbiziden wurden die Medien auf eine Temperatur von weniger als 50 °C heruntergekdhlt.
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Medien zur Anzucht und Transformation von Pflanzen

GM-Medium (Germination Media) 4,9 g/l Murashige und Skoog Fertigmedium; 10 g/l

(zur Anzucht von A. thaliana) Saccharose; 7,6 g/l Plant Agar fur Festmedien
- pH 5,7 mit KOH

Infiltrationsmedium 2,5 g/l Murashige und Skoog Fertigmedium; 50 g/l

(zur Transformation von A. thaliana) Saccharose; 5,25 pl/l Benzylaminopurin [1 mg/ml]
- pH 5,7 mit KOH
vor Gebrauch wurden 1000 pl/l Acetosyringon [100
mg/ml in DMSQO] und 500 ul/I Silwet Gold zugegeben

Medien zur Anzucht von Bakterien

LB-Medium (Lysogeny broth) 10 g/l Trypton; 5 g/l Hefeextrakt; 5 g/l NaCl; 17,5 g/l Plant
(zur Anzucht von E. coli) Agar flr Festmedien

YEB-Medium (Yeast extract broth) 5 g/l Beefextrakt; 5 g/l Pepton; 1 g/l Hefeextrakt; 5 g/l
(zur Anzucht von A. tumefaciens) Saccharose; 493 mg/l MgSO4; 12 g/l Plant Agar fir

Festmedien

Puffer zur DNA-Extraktion aus Pflanzenmaterial

DNA-Extraktionspuffer 0,2 M Tris-HCI; 0,4 M LiClI; 0,25 M EDTA; 1 % SDS
(Shorty-Puffer) - pH 9,0 mit HCI
TE-Puffer 10 mM Tris-HCI; 1,0 mM EDTA

-> pH 8,0 mit HCI

Losungen und Puffer zur Agarose-Gelelekrophorese

6x Ladepuffer 0,2 % Orange G; 0,05 % Xylencyanol; 10 % Glycerin; 60 mM EDTA
20x SB-Puffer 8 g/l NaOH; 47 g/l Borsaure

-> pH 8,0 mit H3BO;

0,9 % SB-Agarosegel 0,9 % Agarose; 400 ml 1x SB-Puffer; 15 pl 1 % Ethidiumbromid

32



2. Material und Methoden

50x TAE-Puffer 224 g/l Tris; 57,1 ml/l Eisessig; 0,5 M EDTA
-> pH 8,0 mit CoH.40,

0,9 % TAE-Agarosegel 0,9 % Agarose; 400 ml 1x TAE-Puffer; 15 pl 1 % Ethidiumbromid

Ldsungen und Puffer zur Chromatinpréparation

Fixierlésung 75 % Ethanol absolut; 25 % Eisessig
0,01 M Citratpuffer 4,45 ml 0,1 M Natriumcitrat; 5,55 ml 0,1 M Zitronensdure; aufgefullt
mit sterilem ddH-O auf 100 ml > pH 4,5
Verdau-Stockldsung 1 % Cellulase; 1 % Pectolyase geldst in 0,01 M Citratpuffer
2.1.8 Gerate

Binokulare und Mikroskope
e Binokular Stemi DV4 (Carl Zeiss, Jena)
e Binokular SZB300 (VWR International, Darmstadt)
e Konfokales Laser Scanning Mikroskop LSM 700 mit AxioCam HRm (Carl Zeiss, Jena),
Filtersatz Cy 3, Filtersatz 49 DAPI, Objektiv Plan-Apochromat 20x/0,8 M27, Objektiv Plan-
Apochromat 100x/1,4 Oil DIC M27

Heizblocke, Inkubatoren, Rihrer und Schttler
¢ Anzuchtschrank CU-36L4 (CLF Plant Climatics, Wertingen)
e BOECO TS-100 Thermo Shaker (Boeckel + Co, Hamburg)
¢ Inkubationsschuttler 3032 (GFL Gesellschaft fur Labortechnik GmbH, Burgwedel)
¢ Inkubationsschuttler Ecotron (Infors AG, Bottmingen)
e Magnetrithrer H3760-SE (Benchmark Scientific Inc., Sayreville, NJ, USA)
e Magnetrithrer MR Hei-Mix S (Heidolph Instruments GmbH & Co. KG, Schwabach)
o Magnetriihrer IKAMAG REC-G (IKA-Werke GmbH + Co. KG, Staufen)
e Magnetriihrer Rotilabo®-Mini-Magnetrithrer M 3 (Carl Roth GmbH, Karlsruhe)
e Thermomixer C, compact und comfort 1,5 ml (Eppendorf, Hamburg)
e Trockenschrank Modell UL-50 und Modell UE-500 (Memmert, Schwabach)
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Sicherheitswerksbanke und Reinraumbénke
e MaxiSafe 2020 1.5 Class Il Biological Safety Cabinets (Thermo Fisher Scientific,
Braunschweig)
¢ Sicherheitswerkbank NU-480-500E (NuAire, Plymouth, USA)

Thermocycler
e LightCycler 480 (Roche Diagnostics, Mannheim)
e MyCycler Thermal Cycler (Bio-Rad Laboratories, Miinchen)
e SimliAmp™ Thermal Cycler (Thermo Fisher Scientific, Braunschweig)
e T100™ Thermal Cycler (Bio-Rad Laboratories, Miinchen)

e TPersonal Thermocycler (Analytik Jena, Jena)

Waagen
e Feinwaage LA164i (VWR International, Darmstadt)
e Feinwaage OHAUS PA214C (OHAUS, Parsippany, USA)
o Prézisionswaage CS-200 (Ohaus Europe GmbH, Nanikon, Schweiz)
e Prazisionswaage KERN 440-47 (Kern & Sohn, Balingen)

Zentrifugen
e MiniSpin Tischzentrifuge (Eppendorf, Hamburg)
e NeoLab Zentrifuge mit Vortexer 7-0040 (neoLab Migge Laborbedarf, Heidelberg)
e PerfectSpinP Plate Spinner (VWR International, Darmstadt)
e Z216 M (Hermle Labortechnik, Wehingen)
e Z 233 MK-2 (Hermle Labortechnik, Wehingen)
o Z 383 K (Hermle Labortechnik, Wehingen)

Sonstige Geréte
e Gel iX Imager Geldokumentationssystem (Intas Science Imaging Instruments, Géttingen)
o FiveEasy pH-Meter (Mettler-Toledo, Gielien)
e NanoDrop™ Lite Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, Braunschweig)
o PURELAB Classic Reinstwasseranlage (ELGA LabWater, Celle)
e VisiCam 5 Plus USB Kamera (VWR International, Darmstadt)
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2.1.9 Datenbanken und Software

e ApE - A Plasmid Editor v2.0.49 (M. Wayne Davis, Salt Lake City, Utah, USA)
Image J 1.48v (National Institutes of Health, USA)

e LightCycler480 Gene Scanning Software 1.5.1 (Roche Diagnostics, Mannheim)
e LightCycler480 Software 1.5.1 (Roche Diagnostics, Mannheim)
¢ National Center for Biotechnology Information (NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov)
e NLS mapper (http://www.mleg.cse.sc.edu/seqNLS/)
e SmartRoot4.1 Plugin flr Image J (Lobet et al., 2011)
e TAIR - The Arabidopsis Information Ressource (http://www.arabidopsis.org)
e ZEN black 2012, ZEN blue 2012 (Carl Zeiss, Jena)
Der letzte Zugriff auf die genannten Datenbanken erfolgte am 30.08.2021

2.2 METHODEN
2.2.1 Molekularbiologische Methoden

2.2.1.1 Die Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) diente der Vervielféltigung
ausgewdahlter DNA-Abschnitte. Im Rahmen dieser Arbeit wurde diese Methode angewendet um
bestimmte genetische Bereiche zu genotypisieren, fiir die nachfolgende Sequenzierung zu amplifizieren
oder um Transformationsereignisse zu kontrollieren. In dieser Arbeit wurde fir die Amplifikation
standardméRig die Dream Tag DNA Polymerase (Thermo Fisher Scientific, Braunschweig)
entsprechend der Herstellerangaben verwendet. Je nach Fragestellung wurden unterschiedliche grofe
Reaktionsansétze gewdhlt. Fur die Genotypisierung wurden 25 pl Reaktionsanséatze gewahlt, wahrend
fiir Kolonie-PCRs und fiir Proben die sequenziert werden sollten 50 pl VVolumina gewéhlt wurden. Die
Elongationszeit richtete sich nach der Lange des Produkts und die Annealingtemperatur richtete sich

nach der Schmelztemperatur (Tm) der Primer, welche mit folgender Formel berechnet werden kann:
Tm[°Cl=4*(G+C)+2+(A+T)

Zur Visualisierung der erfolgreichen Amplifikation, wurden die Proben, versetzt mit 6x Ladepuffer auf
ein Ethidiumbromid-haltiges 0,9 %iges SB-Agarosegel geladen und bei einer Spannung von 120 bis
200 V der Grole nach aufgetrennt. Als Grolenmarker diente der 1 kb GeneRuler von Thermo Fisher
Scientific. Mittels einer Geldokumentationsstation (Gel iX Imager, Intas Science Imaging Instruments,
Gottingen) konnten die mit Ethidiumbromid angefarbten DNA-Fragmente anschlielend sichtbar

gemacht werden.
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Die PCR-basierte Genotypisierung

Die PCR-basierte Genotypisierung wurde im Zuge der Linienetablierung angewendet, um zwischen
homozygoten, heterozygoten und Wildtyp-Pflanzen (WT) unterscheiden zu kénnen. Als template fiir
die PCR diente die mittels schneller DNA-Extraktion isolierte gDNA der zu untersuchenden
Pflanzenlinien. Zur Genotypisierung der Mutantenlinien wurde jeweils ein WT- und ein Mutanten-
spezifisches Primerpaar gewahlt, wobei die unterschiedlichen Primerkombinationen und Konditionen
in Tabelle 8.1 und 8.2 eingesehen werden kdnnen. Zur Identifikation von T-DNA Insertionslinien wurde
ein genspezifischer Primer gewéhlt und ein Primer, der in der Left-border der T-DNA bindet.
Dementsprechend sollte nur bei homozygoten- oder heterozygoten Mutantenlinien, die die T-DNA
Insertion mindestens auf einem Allel aufweisen, ein Amplifikat gebildet werden kdnnen. Zur
Identifikation ob es sich um eine homo- oder um eine heterozygote Mutantenlinie handelt, wurde
zusatzlich eine WT-spezifische PCR durchgefiihrt. Die WT-spezifischen Primer wurden so gewahlt,
dass sie links und rechts auRerhalb des T-DNA Insertionsbereichs binden. Da sich die Elongationszeit
nach der Lange des WT-Produkts richtet und somit nicht fir die Amplifikation der T-DNA ausreichen
wirde, entsteht nur dann ein Amplifikat, wenn mindestens eines der Allele die WT-Sequenz ohne T-
DNA Insertion aufweist. Heterozygote Individuen weisen dementsprechend sowohl ein WT als aus auch
ein T-DNA Produkt auf, wahrend homozygote Mutanten nur ein T-DNA Insertionsprodukt und WT-
Pflanzen nur ein WT-Produkt aufweisen.

Die Genotypisierung von CRISPR/Cas generierten Mutantenlinien lief nach einem &hnlichen Schema
ab. Auch hier wurden WT- und Mutanten-spezifische Primerpaare gewéhlt. Da CRISPR/Cas generierte
Mutantenlinen jedoch keine T-DNA enthalten, sondern stattdessen genomische Veranderungen in Form
von Insertionen oder Deletionen enthielten, mussten die Primerkombinationen angepasst werden. Fur
die ldentifizierung von mutierten Allelen, wurde ein Primer gewéhlt der den Mutationsbereich
uberspannt und die mutierte Sequenz enthielt, sowie ein genspezifischer Primer. Fur die Identifikation
des WT-Allels wurde auch ein Primer gewahlt der den Mutationsbereich tberspannt, aber die WT-
Sequenz enthielt, sowie ein weiterer genspezifischer Primer. Ebenso wie bei den T-DNA
Insertionslinien konnte dadurch zwischen homozygoten, heterozygoten und WT-Pflanzen diskriminiert

werden.

Sequenzbasierte Genotypisierung

CRISPR/Cas generierte Mutantenlinien welche nur kleine genomische Verénderungen wie 1 bp
Insertionen oder Deletionen aufweisen, eignen sich nicht fiir die PCR-basierte Genotypisierung da die
Sequenzunterschiede zum Wildtyp zu gering sind, als dass mit den ausgewahlten Primerpaaren ein WT-
oder ein Mutanten-spezifisches Produkt generiert werden koénnte. Daher wurden fir entsprechende
Mutantenlinien Primerkombinationen gewéhlt, die beiderseits des mutierten Bereichs binden und somit

ein Produkt gebildet wird, das den mutierten Bereich enthalt. Nach der Amplifikation wurden die
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entsprechenden PCR-Produkte mittels des pegGOLD Cycle-Pure Kit (VWR International, Darmstadt)
aufgereinigt und anschlieBend sequenziert. Die Genotypisierung erfolgte durch den Vergleich des

Chromatogramms der Sanger-Sequenzierung mit der bereits bekannten WT-Sequenz.

Kolonie-PCR

Zur Kontrolle ob ein DNA-Fragment bei der Klonierung erfolgreich in einen Vektor eingebracht wurde,
erfolgte nach Transformation des entsprechenden Vektors in Bakterienzellen eine Kolonie-PCR. Fiir die
Amplifikation wurde dabei je ein insertionsspezifischer Primer und ein vektorspezifischer Primer
gewahlt. Nur wenn das DNA-Fragment erfolgreich in den Vektor eingebracht wurde, konnte ein Produkt
gebildet werden. Als template diente je eine Bakteriekolonie, deren Zellwand vor der PCR durch
5mintiges Erhitzen bei 95 °C aufgebrochen wurde.

High resolution Melting Analysen

Eine High Resolution Melting Analyse (HRM) wurde zur Identifizierung von Mutanten nach Cas9
vermittelter Mutagenese durchgefiihrt. Das Prinzip der HRM beruht darauf, dass sich durch Mutationen
die Schmelztemperatur der DNA im Vergleich zum Wildtyp verdndert. Fir die ldentifizierung
potentieller Mutantenlinien wurde daher eine Primerkombination gewahlt, bei welcher ein Primer vor
und ein Primer hinter der erwarteten Cas9 Schnittstelle binden konnte. Die Gesamtlange des Amplikons
sollte nicht mehr als 200 bp betragen, da die Unterschiede zwischen Wildtyp und Mutante sonst weniger
deutlich sind. Als template diente genomische DNA der potentiellen Mutantenlinien, welche zuvor
mittels der schnellen DNA-Extraktion isoliert wurde. Der Reaktionsansatz wurde mit dem KAPA HRM
FAST-Mastermix nach Herstellerangaben angesetzt. Im Mastermix ist ein Farbstoff enthalten, der in
doppelstrdngige DNA interkaliert. Nach Abschluss der PCR werden die DNA-Amplikons in einer
hochauflésende Schmelzkurve denaturiert, wobei die jeweiligen Schmelzpunkte der spezifischen
Amplifikate durch die Dissoziation des Farbstoffs gemessen werden konnen. Die verschiedenen
Schmelzkurven wurden anschlieRend mittels der LightCycler 480 GeneScanning Software analysiert

und ausgewertet.

2.2.1.2 Gateway Klonierung

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Gateway Klonierung verwendet, um einen Cas9-Expressionsvektor
mit einer spezifischen sgRNA-Sequenz zu erzeugen. Hierfir wurden zundchst die Oligonukleotid-
sequenzen mit der gewiinschten 20 nt langen sgRNA Sequenz mit geeigneten Uberhingen fiir eine Bbsl
Schnittstelle synthetisiert. Jeweil 100 pmol der zueinander revers komplementéren Oligonukleotide

wurden im nachsten Schritt miteinander vermengt, fiir 5 min bei 95 °C denaturiert und anschlieend fir
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20 min bei Raumtemperatur miteinander hybridisiert. AnschlieBend konnten die hybridisierten
Oligonukleotidsequenzen mittels ihrer Uberhéange in den zuvor mit Bbsl linearisierten pEN-Sa-Chimera
Eingangsvektor ligiert werden. Nach Transformation und Vermehrung in E. coli, konnte die Sequenz
anschlielend durch eine Gateway-Reaktion in den pDE-Sa-EC_PPT Zielvektor gebracht werden. Fir
diese Reaktion wurde der Gateway LR Clonase I Enzyme Mix nach Herstellerangaben verwendet. Nach
erneuter Transformation und Vermehrung in E. coli konnte der Vektor schlieBlich in A. tumefaciens
transfomiert und die auf dem Vektor enthaltene T-DNA anschlieRend durch Agrobakterien-vermittelte

Transformation in Pflanzen eingebracht werden.

2.2.1.3 Schnelle DNA-Extraktion aus Pflanzengewebe

Zur Gewinnung genomischer DNA aus Pflanzen wurde im Rahmen dieser Arbeit standardméaRig die
schnelle DNA-Extraktion aus Pflanzengewebe angewandt. Zur Gewinnung des Pflanzenmaterials
wurde ein Rosettenblatt der zu untersuchenden Pflanze mit einer Schere abgetrennt und in ein 1,5 ml
grolRes ReaktionsgefaR tberflhrt. Dort wurde es mit einem Pistill zerkleinert und die DNA anschlie3end
durch die Zugabe von 500 ul DNA-Extraktionspuffer aus dem Blattmaterial herausgeltst. Das
uberschussige Pflanzenmaterial wurde fir 5 min bei 12 000 rpm abzentrifugiert und 400 pl des
Uberstands wurden in ein neues GefaR, mit bereits vorgelegten 400 pl Isopropanol, tberfihrt. Durch
sorgféltiges Invertieren des Gemischs wurde die DNA geféallt und durch die anschlieRende
Zentrifugation fiir 10 min bei 14 000 rpm pelletiert. Der Uberstand wurde verworfen, das DNA-Pellet
iber Nacht bei Raumtemperatur getrocknet und am néchsten Tag in 50-100 ul TE-Puffer gelost.

2.2.1.4 RNA-Extraktion aus Pflanzengewebe

Zur Gewinnung der Gesamt-RNA aus Pflanzen, wurden 100 mg von axenisch angezogenem
Pflanzenmaterial in ein 1,5 ml Eppendorf tberfihrt und dann ziigig mit einem Pistill zerkleinert. Die
RNA-Isolation erfolgte mittels des RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, Hilden), geméaR der
Herstellerangaben. Der optionale DNAsel Verdau wurde dabei immer durchgefuhrt. Die RNA wurde
anschlielend bei -20 °C gelagert.

2.2.1.5 cDNA Synthese

Zur Synthese von cDNA aus RNA wurde das gScript cDNA Synthese Kit gemal Herstellerangaben
verwendet. Als template wurden 1-3 pg der zuvor isolierten Gesamt-RNA eingesetzt. Nach Abschluss
der Synthese, wurde die cDNA mit 180 pl ddH,O verdinnt und einer Qualitatskontrolle unterzogen.

Diese erfolgte mittels einer PCR auf das Haushaltgen AKTINZ2, da von diesem eine hohe Abundanz an
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Transkripten vorhanden sein sollte. Das Amplikon umfasst ein Intron, weshalb potentielle
Verunreinigungen genomischer DNA durch die FragmentgroRe detektiert werden konnen. Die
Sequenzen der Primer, die fir die Qualitatskontrolle verwendet wurden kénnen Tabelle 8.4. entnommen

werden.

2.2.1.6 Restriktionsverdau von Plasmid DNA

Zur Kontrolle von Plasmid-DNA nach den einzelnen Klonierungsschritten, oder auch zur Linearisierung
von Plasmiden zum Einbringen von Fremd-DNA, wurde ein Restriktionsverdau durchgefiihrt. Die
jeweiligen  Restriktionsenzyme  wurden gemall der Herstellerangaben verwendet. Der
Restriktionsverdau erfolgte fur 2 — 3 h bei 37 °C: Zur Kontrolle des Restriktionverdaus, wurde dieser
auf ein 0,9 %iges TAE Gel geladen und fiir circa 30 min bei 120 V der GroR3e nach aufgetrennt. Die

verschiedenen Fragmentgréf3en wurden anschlieBend mit dem erwarteten Bandenmusterverglichen.

2.2.1.7 Aufreinigung von DNA-Fragmenten

Fur die Aufreinigung von PCR-Produkten zur Sequenzierung wurde das peqGOLD Cycle-Pure Kit
(VWR International, Darmstadt) geméalR der Herstellerangaben verwendet. Um zu gewahrleisten, dass
genug DNA zur Sequenzierung zur Verfligung steht, wurden stets zwei 50 pl PCR-Ansétze in einem
Gefél aufgereinigt und anschlieBend in 30 pul ddH-0O eluiert.

2.2.1.8 Ligation

Fir die Ligation von Plasmiden wurde stets die T4-Ligase (Thermo Fisher Scientific, Braunschweig)

nach Herstellerangaben verwendet.

2.2.1.9 Sequenzierung

Zur exakten Bestimmung einer DNA-Sequenz, wurden zuvor aufgereinigte DNA-Amplifikate und
Plasmide mittels Sanger-Sequenzierung durch die Firma Eurofins Genomics (Ebersberg) sequenziert.

Die ermittelten Sequenzen wurden anschlieBend mithilfe der Software ApE ausgewertet.
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2.2.2 Mikrobiologische Methoden

2.2.2.1 Transformation von E. coli

Die Transformation von Plasmid-DNA in E. coli erfolgte mittels Hitzeschock. Dafiir wurden die
bei -80 °C gelagerten E. coli Zellen zundchst flr ca. 10 min auf Eis aufgetaut und danach 1 pl DNA,
oder 5 pl eines Ligationsansatzes zugegeben und fur weitere 20 min auf Eis inkubiert. AnschlieRend
erfolgte der Hitzeschock fuir 90 s bei 42 °C. Zur Regeneration und Vermehrung der Zellen, wurden diese
mit 800 pl flissigem LB-Medium versetzt und dann fir 1 h bei 37 °C und 550 rpm inkubiert.
AnschlieRend wurden ca. 150 pl der Bakterienkultur auf eine LB-Platte, versetzt mit den entsprechenden
Antibiotika, ausplattiert und uber Nacht bei 37 °C inkubiert. Transformierte Zellen konnten durch die
eingebrachte Antibiotikaresistenz auf den Platten wachsen und waren somit am néchsten Tag als
Kolonie sichtbar.

2.2.2.2 Transformation von A. tumefaciens

Die Transformation von A. tumefaciens Zellen erfolgte mittels Elektroporation. Dafiir wurden zundchst
bei -80 °C gelagerte elektrokompetente E. coli Zellen auf Eis aufgetaut. AnschlieRend wurden je 50 pl
elektrokompetente E. coli in eine vorgekiihlte Elektroporationskiivette gegeben und dann mit 1 pl
Plasmid-DNA vorsichtig vermischt. Die Elektroporation erfolgte im GenePulser 1l bei einer Spannung
von 2500 V, 25 pF Kapazitit, 200 Q Widerstand und einer Pulsdauer von 5 ms. Nach der
Elektroporation wurde die Kiivette wieder auf Eis gekilhlt und die Zellen in 800 pul YEB Medium
resuspendiert. Nach Ubertragung in ein 1,5 ml groRes ReaktionsgefaR, wurden die Agrobakterien fiir
2 h bei 28 °C und 550 rpm schiittelnd inkubiert. AnschlieBend wurden 100 ul der Agrobakterien-
suspension auf eine YEB-Platte, versetzt mit den entsprechenden Antibiotika, ausplattiert und fiir 2 Tage
bei 28 °C inkubiert.

2.2.2.3 Isolation von Plasmid DNA aus E. coli Zellen

Zur lsolation von Plasmid DNA wurden zunichst Ubernachtkulturen hergestellt. Hierfiir wurde die
gewtinschte Bakterienkolonie mittels einer 10 pl Pipettenspitze in 5 ml fliissiges LB-Medium, versetzt
mit Antibiotika, Ubertragen und tber Nacht bei 37 °C schiittelnd inkubiert. Am néchsten Tag erfolgte
die Plasmidisolation mithilfe des peqGOLD Plasmid Miniprep Kits (VWR International, Darmstadt)
gemaR der Herstellerangaben. Die isolierte Plasmid-DNA wurde abschlieRend in 50 pl ddH,O eluiert.
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2.2.3 Pflanzenspezifische Methoden

2.2.3.1 Pflanzenanzucht und Samenlagerung

Anzucht im S1-Gewé&chshaus

Fir Phanotypisierungen, Fertilitatsanalysen, Kreuzungen oder Transformationen wurde Arabidopsis
Saatgut Uber Nacht bei 4 °C stratifiziert und am néchsten Tag in Erde mit einer 1:1-Mischung aus
Floraton (Floragard) und Vermiculite (2 bis 3 mm, Deutsche Vermiculite D&mmstoff) ausgesét und im
S1-Gewdchshaus kultiviert. Die Anzucht erfolgte bei einer Temperatur von 22 °C und einem
Lichtzyklus mit 16 h Licht (Phillips, Master, TL-D 36W/840) und 8 h Dunkelheit.

Anzucht im Pflanzenanzuchtschrank

Fir Genotypisierungen, Sensitivitatsassays und Wurzelassays wurden die Pflanzen stets in einem
Pflanzenanzuchtschrank des Modells CU-36L4 angezogen, da dieser fir stabile und reproduzierbare
Bedingungen sorgt. Vor der Anzucht im Pflanzenanzuchtsschrank wurden die Samen sterilisiert
(Abschnitt 2.2.3.2), Uber Nacht bei 4 °C stratifiziert und am nachsten Tag auf festem GM-Medium
ausgesat. Der Pflanzenanzuchtschrank war auf einen Tag/Nacht-Rhythmus von 16 h Licht bei 22 °C
und 8 h Dunkelheit bei 20 °C eingestellt.

Anzucht im Pflanzenanzuchtraum

Fir die Etablierung von CRISPR/Cas generierten Mutantenlinien, wurden Pflanzen im Pflanzen-
anzuchtraum angezogen. Das Saatgut wurde vor der Aussaat oberflachensterilisiert und tber Nacht bei
4 °C stratifiziert. Am nachsten Tag wurden die Samen auf festem GM-Medium, versetzt mit Selektions-
antibiotika, ausgesdat und im Pflanzenanzuchtraum bei einer Temperatur von 23 °C und einem
Tag/Nacht-Rhythmus von 16 h Licht und 8 h Dunkelheit, kultiviert

Lagerung von Saatgut
Die Lagerung von Arabidopsis Saatgut erfolgte bei Raumtemperatur an einem dunklen und trockenen
Ort.

2.2.3.2 Oberflachensterilisation von Arabidopsis-Saatgut

Fir die axenische Anzucht von Arabidopsispflanzen, wurde das Saatgut zunéchst oberflachensterilisiert.
Dafiir wurden die Samen in ein Reaktionsgefal Gberfihrt und in 500 pul einer frisch angesetzten 4%igen

Natriumhypochlorid-Losung (Stocklosung 12 %) far 6 min schittelnd inkubiert. Nach einem
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Zentrifugationsschritt fir 10 s bei 500 rpm, wurde die Natriumhypochlorid-Ldsung abgenommen und
die Samen dreimal mit je 500 pl sterilem ddH-O gewaschen. Zum Schutz des Saatguts vor weiteren
Kontaminationen, wurden alle Schritte unter der Sterilbank durchgefiihrt. Nach dem letzten
Waschschritt wurden die Samen tber Nacht bei 4 °C in ddH-O stratifiziert.

2.2.3.3 Agrobakterien-vermittelte Transformation von Arabidopsis

Zur stabilen Transformation von Arabidopsis Pflanzen, wurde die Floral Dip Methode angewandt
(Clough & Bent, 1998). Hierflr wurde zunéchst eine Vorkultur hergestellt, bestehend aus 50 ml YEB-
Medium mit Antibiotika und angeimpft mit der gewiinschten Bakterienkolonie. Die Vorkultur wurde
Uiber Nacht bei 28 °C bei 200 rpm schittelnd inkubiert. Am néchsten Tag wurde eine Hauptkultur
hergestellt. Hierfir wurden 150 pl der Vorkultur in 400 ml YEB-Medium, versetzt mit den
entsprechenden Antibiotika, Ubertragen. Die Hauptkultur wurde fiir eine Nacht bei 28 °C bei 200 rpm
schiittelnd inkubiert. Am n&chsten Tag wurden die dicht angewachsenen Agrobakterien fir 15 min bei
4000 rpm pelletiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Agrobakterien in 800 ml
Infiltrationsmedium resuspendiert. Vor der Transformation wurden die ca. 4 Wochen alten Arabidopsis
Pflanzen von allen Schoten und bereits gedffneten Bliten befreit. Die Transformation erfolgte durch 30-
sekundiges eintauchen des Blutenstands in das mit Agrobakterien versetzte Infiltrationsmedium, unter
stetigem Rihren. AnschlieBend wurden die Pflanzen dunkel und feucht ber Nacht inkubiert. Am
Folgetag wurden die Pflanzen grof3ziigig mit Leitungswasser abgespriiht und bis zur Ernte im S1-

Gewadchshaus kultiviert.

2.2.3.4 Etablierung von Mutantenlinien nach Cas9 vermittelter Mutagenese

Mutantenlinien die durch CRISPR/Cas9 generiert wurden, sollten fir die weitere Analyse eine
homozygote Mutation im Zielgen aufweisen, aber Uber kein Transgen (Cas9) mehr verfiigen. Daflr
mussten die potentiellen Mutantenlinien in mehreren Generationen untersucht und genotypisiert werden.

Als Selektionsmarker fiir erfolgreich transformierte Pflanzen, diente eine PPT-Resistenzkassette.

Identifikation von Priméartransformanden (T1-Generation)

Zur ldentifikation von erfolgreich transformierten Arabidopsis-Individuen, wurde oberflachen-
sterilisiertes, stratifiziertes Saatgut auf grofen GM-Platten, versetzt mit PPT und Cefotaxim
ausgebracht. PPT diente als Selektionsmarker fir die erfolgreich transformierten Pflanzen, wéhrend
Cefotaxim dazu diente, die auf der Samenoberflache vorhandenen Agrobakterien abzutdten. Die

Pflanzen wurden fir 2 Wochen im Anzuchtsraum Kultiviert. AnschlieBend konnten angewachsene
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Keimlinge auf frisches GM-Medium, ohne Antibiotika, transferiert und im S1-Gewé&chshaus weiter

kultiviert werden.

Identifikation von single-locus Linien (T2-Generation)

Zur Identifikation von Individuen, welche mindestens auf einem Allel des Zielgens eine Mutation
aufweisen, wurde zunéchst nach Linien selektiert, die die T-DNA nur einmal integriert hatten. Hierftr
wurden 52 Samen pro Linie nach der Oberflachensterilisation und Stratifikation auf je einer normalen
GM-Platte und auf einer GM-Platte, versetzt mit dem Selektionsmarker PPT, ausgesét und fur 2 Wochen
im Anzuchtsraum kultiviert. Linien, die die T-DNA nur an einem Lokus integriert haben, sollten geméaR
der Mendel’schen Segregation in einem 1:2:1-Verhéaltnis (Y4 homozygot, %2 heterozygot, ¥ WT)
aufspalten. Durch die auf der T-DNA vorhandene Resistenz gegeniiber PPT, sollten deshalb bei
einfacher Integration 75 % lebende und 25 % tote Keimlinge vorhanden sein. Das Segregationsverhalten
wurde je Platte ausgezihlt und mit einem y2-Test statistisch Gberpriift. Von je 40 Keimlingen der
identifizierten single-locus Linien, wurde anschlieRend die DNA von den auf den GM-Platten ohne PPT
kultivierten Pflanzen, isoliert und in einer HRM auf Mutationen untersucht. Individuen deren
Schmelzkurve sich von der des WTs unterschied, wurden mittels Sanger-Sequenzierung genauer
untersucht. Falls eine Mutation in mindestens einem Allel vorlag, wurden die Pflanzen im S1-

Gewachshaus bis zur Samenreife weiter kultiviert.

Identifikation transgenfreier homozygoter Mutantenlinien (T3-Generation)

Zur ldentifikation transgenfreier Linien, wurden je 52 Samen der Mutantenlinien nach
Oberflachensterilisation und Kéltestratifikation auf GM-Medium, versetzt mit dem Selektionsmarker
PPT, ausgesat und fur 2 Wochen im Anzuchtsraum kultiviert. Pflanzen welche tber kein Transgen mehr
verfiigen, sollten auf diesem Medium durch die fehlende Resistenz nicht mehr wachsen konnen.
Transgenfreie Linien wurden anschlielend auf GM-Medium ohne Selektionsmarker ausgesat.
AnschlieBend wurde von je 40 Keimlingen jeder transgenfreien Linie die DNA-isoliert und in einer
HRM uberpruft. Pflanzen die sich in ihrer Schmelzkurve vom WT unterschieden, wurden durch Sanger-
Sequenzierung genauer analysiert. Individuen mit einer homozygoten Mutation wurden anschlieRend
im S1-Gewadchshaus durch Selbstbestdubung weitervermehrt. Konnte keine homozygote Mutante
gefunden werden, wurden transgenfreie heterozygote Mutantenlinien weitervermehrt und in der
darauffolgenden Generation auf homozygote Individuen untersucht. Wenn dagegen alle potentiellen
Mutantenlinien der T3-Generation noch tber das Transgen verfligten, wurden Linien die das Transgen
nur heterozygot integriert hatten durch eine PCR (Primersequenz und Primerkombination in Tabelle
8.4) auf das Transgen untersucht. Pflanzen die kein Amplifikat aufwiesen wurden mittels HRM auf eine

homozygote Mutation weiteruntersucht. Die dabei identifizierten homo- und heterozygoten Individuen
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wurden im Gewachshaus bis zur Samenreife weiter untersucht und in der T4-Generation durch Aussaat

auf Selektionsmedium und Sanger-Sequenzierung nochmals auf Abwesenheit des Transgens Uberprift.

2.2.3.5 Etablierung von Doppelmutanten durch Kreuzungen

Zur Generierung von Doppelmutanten wurden zwei bereits bestehende Einzelmutanten im
Gewaéchshaus kultiviert und anschlieBend miteinander gekreuzt. Hierflir wurden Fruchtknoten von
ungedffneten Knospen der Mutterpflanze, durch Entfernung der Kelch-, Kron-, und Staubblatter mittels
einer Pinzette freiprépariert. AnschlieBend wurde der Fruchtknoten mit einem Staubblatt einer
geodffneten Blite der Vaterpflanze vorsichtig bestdubt, bis sich genug Pollen auf der Narbe des
Fruchtknotens befanden. Die kinstlich bestdubten Fruchtknoten wurden markiert und die Pflanzen bis
zur Samenreife im Gewéchshaus weiter kultiviert. Nachwachsende Triebe wurden dabei stets entfernt.
Nach etwa 2 Wochen wurden die Schoten geerntet, in ein 1,5 ml ReaktionsgefaR tberfuhrt und fir 2
Tage bei 37 °C getrocknet. Der Kreuzungserfolg wurde nachfolgend in der F1-Generation mittels PCR-
basierter Genotypisierung verifiziert und die Pflanzen zur weiteren Vermehrung im S1-Gewdachshaus
kultiviert. In der F2-Generation wurden mindestens 40 Individuen auf homozygote Trager beider
Mutationen untersucht, welche geméll der Mendel’schen Segregation mit einer Wahrscheinlichkeit von
1/16 zu finden sein sollten. Identifizierte Individuen wurden im S1-Gewé&chshaus weiter vermehrt und

das gewonnene Saatgut wurde in der darauffolgenden Generation nochmal tberpruft.

2.2.3.6 Chromatinpraparation

Zur zytologischen Untersuchung somatischer Anaphasen wurden Chromatinpréparationen aus
Blutenstdnden durchgefiihrt (Armstrong et al., 2009). Nach etwa 4 Wochen Anzucht im S1-
Gewadchshaus, wurden hierflr die Primarblitenstdnde mehrerer Pflanzen einer Linie in ein Gefall mit
frisch angesetzter Fixierlosung Uberflhrt und fur ca. 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Die Fixierlésung
wurde anschlieBend ausgetauscht, bis die Blitenstande vollstandig entfarbt waren. Fixierte Blltenstande
konnten bei -20 °C aufbewahrt werden. Zur Préparation von Chromatin, wurden je 3 Blitenstidnde in
einen Farbenapf mit frischer Fixierlésung tberfiihrt, und alle bereits gedffneten Bliten, sowie Bliiten
mit bereits sichtbaren Pollen, entfernt. Von den (brig geblieben Knospen wurden sorgféltig alle Stangel
abgetrennt. Anschlieffend wurde die Fixierlésung entfernt und die freigelegten Knospen zweimal mit
0,01 M Citratpuffer fir je 5 min gewaschen. Danach wurden die Knospen in 1 ml Verdaulésung (333 pl
Stockverdaulsung mit 667 pl 0,01 M Citratpuffer) bei 37 °C fur 75 min inkubiert. Nach Abnahme der
Verdaulosung wurde der Verdau durch die Zugabe von eiskaltem ddH»O gestoppt. Je 3-4 Knospen
gleicher GroRer wurden mittels einer Pasteurpipette auf einen Objekttrager Gberfiihrt und tberschissiges
Wasser wurde mithilfe eines Haushaltstuchs aufgesaugt. AnschlieBend wurden die Knospen mittels

eines abgerundeten Messingstabs so lange zerquetscht, bis keine einzelnen Bestandteile mehr sichtbar
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waren. Nach Zugabe von 10 pl 60%iger Essigsdure wurde das Zellhomogenisat sorgféltig mit einer
flexiblen Prédpariernadel vermischt und in einem etwa 1 cm grofen Tropfen ausgebreitet. Der
Objekttrager wurde anschlieRend fur 30 s auf eine 42 °C warme Heizplatte gelegt. Nachfolgend wurde
der Objekttrager zweimal vorsichtig mit frisch angesetzter Fixierlésung abgespult und dann, durch
Féhnen der Riickseite des Objekttragers, getrocknet. An der Stelle des Tropfens war nun ein
getrockneter Ring bestehend aus Zellmaterial sichtbar. Zur Farbung der DNA, wurden 10 pl DAPI in
die Mitte dieses Rings pipettiert und dann ein Deckglas aufgelegt. Die Objekttrager konnten entweder
direkt mittels eines des LSM 700 Fluoreszenzmikroskops untersucht werden oder bei 4 °C gelagert

werden.

2.2.3.7 Fertilitatsanalyse

Zur Analyse der Fertilitdit wurden Arabidopsis Pflanzen fir etwa 8 Wochen im S1-Gewdchshaus
kultiviert. Kurz vor der Samenreife wurden je Genotyp von 5 Pflanzen je 5 reife, aber noch gelbliche
Schoten in ein 1,5 ml ReaktionsgefaR mit 750 ul 70%igen Ethanol Gberfihrt und Gber Nacht inkubiert.
Das Ethanol entfarbte die Schoten, wodurch die Samen im Inneren sichtbar wurden. Mithilfe eines
Binokulars wurde die Samenanzahl pro Schote ermittelt.

2.2.3.8 Wurzellangenanalyse

Zur Bestimmung der Wurzellange verschiedener Mutantenlinien, wurde oberflachensterilisiertes,
stratifiziertes Saatgut auf quadratischen Platten mit GM-Festmedium (1 % Agar) ausgesat, mit Parafilm
versiegelt und fr 9 Tage in einem Pflanzenanzuchtsschrank vertikal inkubiert. Anschlieend wurden
die Platten mit den gekeimten Wurzeln auf schwarzem Hintergrund, mit einem Lineal als
GroRenmalistab, fotografiert. Die Auswertung der Wurzellange erfolgte mithilfe des SmartRoot Plugins
von ImageJ (Lobet et al., 2011). Dabei wurden in mindestens drei unabhangigen Versuchsansatzen je

10 Wurzeln pro Genotyp untersucht.

2.2.3.9 Analyse von Zelltod in Wurzelspitzen

Zur Untersuchung der Sensitivitat gegeniliber Etoposid (Eto) wurde die Anzahl an toten Zellen in den
Wurzelspitzen verschiedener Mutantenlinien unbehandelt und nach der Behandlung mit Eto ermittelt.
Dafiir wurden die Wurzeln mit Propidiumiodid (PI) angefarbt, einem Fluoreszenzfarbstoff, der die
intakte Membran von lebenden Zellen nicht durchdringen kann und somit selektiv in die DNA von toten
Zellen interkaliert. Zur Anzucht der Wurzeln, wurde oberflachensterilisiertes, stratifiziertes Saatgut auf

guadratischen Platten mit GM-Festmedium (1 % Agar) ausgesét und dann in aufrechter Position in
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einem Pflanzenanzuchtschrank fir 4 Tage inkubiert. Fir die Behandlung mit Eto, wurden je 15
Keimlinge anschlieRend in eine 6-Well Platte mit je 4 ml GM-Flissigmedium transferiert. Dann wurde
1 ml der Eto-L6sung, verdinnt in GM-Flissigmedium, zugegeben, um eine Endkonzentration von 20
UM zu erhalten (Stocklésung 50 mM, in DMSO). Da manche Mutantenlinien schon im unbehandelten
Zustand eine erhohte Anzahl an toten Zellen in der Wurzelspitze aufweisen, wurden zum Vergleich
unbehandelte Wurzeln analysiert, welche direkt in 5 ml GM-Flissigmedium transferiert wurden. Nach
einer weiteren 24-stiindigen Inkubation im Pflanzenanzuchtschrank, wurden je 10 behandelte und 10
unbehandelte Wurzeln pro Genotyp zunachst mit ddH,O gewaschen und dann auf einen Objekttrager
mit 130 ul PI-Lésung (5 pg/ml) gelegt. Mit Hilfe eines konfokalen Laser-Scanning-Mikroskops (LSM
700 Laser-Scanning-Mikroskop, Carl Zeiss Microscopy) wurden die toten Zellen im Wurzelmeristem
in den vorderen 200 um der Wurzelspitze, gezéhlt. Der Versuch wurde in mindestens drei separaten
Versuchsansédtzen wiederholt. Zum Vergleich der Sensitivitdten wurden jeweils die verschiedenen
Genotypen untereinander verglichen, getrennt in behandelt und unbehandelt, sowie der jeweilige
Genotyp vor und nach der Behandlung mit Eto.

2.2.3.10 CPT-Sensitivitatsanalyse

Zur Analyse der Sensitivitat gegentiber CPT, wurde das Frischgewicht verschiedener Mutantenlinien
nach der Genotoxin-Behandlung im Vergleich zu Wildtyp untersucht. Hierfir wurde zundchst
oberfl&chensterilisiertes, stratifiziertes Saatgut auf GM-Festmedium (0,73 % Agar) ausgesat und fir 1
Woche in einem Pflanzenanzuchtschrank inkubiert. Pro Vertiefung einer 6-Well Platte wurden 4 ml
GM-Flissigmedium vorgelegt, in welches dann je 10 Keimlinge desselben Genotyps transferiert
wurden. Nach einem weiteren Tag Inkubation im Pflanzenanzuchtschrank wurde je 1 ml mit Flissig-
GM verdlinnter CPT-L06sung (Stockldsung 20 mM, geldst in DMSO) entsprechend der gewlinschten
Endkonzentration (150 nM, 300 nM, 600 nM und 1500 nM) zugegeben. In zwei der sechs Vertiefungen,
wurde kein Genotoxin zugeben, damit das relative Frischgewicht anhand des Ursprungsgewichts der
einzelnen Mutantenlinien ermittelt werden konnte. Stattdessen wurde 1 ml GM-Flissigmedium, versetzt
mit der Menge an DMSO, die in der Vertiefung mit der héchsten CPT-Konzentration enthalten war, zu
den Kontrollpflanzen gegeben. Die Pflanzen wurden fur weitere 13 Tage im Pflanzenanzuchtsschrank
inkubiert. AnschlieBend wurden die Pflanzen mit einem Papiertuch trockengetupft und dann das
Frischgewicht mit einer Feinwaage bestimmt. Das relative Frischgewicht der behandelten Pflanzen
wurde anhand des Mittelwerts der beiden unbehandelten Kontrollen berechnet. Der Versuch wurde in

mindestens drei separaten Versuchsansatzen wiederholt.
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2.2.3.11 Embryoanalyse

Zur Analyse der Vitalitdt von Arabidopsis-Embryonen, wurden Arabidopsis-Pflanzen fiir etwa 6-8
Wochen im S1-Gewdachshaus kultiviert. AnschlieBend wurden von etwa 3 Individuen jedes Genotyps
insgesamt 5 - 10 frische, groRe, noch unreife Schoten abgenommen. Diese wurden mit einer Kantle
ge0ffnet und alle darin befindlichen Samen wurden auf ein weiRes Tuch extrahiert. Alle Samen einer
Schote wurden mithilfe eines Binokulars ausgezahlt, wobei zwischen bréunlichen/defekten und

grunen/gesunden Embryonen unterschieden wurde

47



3. Ergebnisse

3. ERGEBNISSE

3.1 ETABLIERUNG UND ANALYSE VON TDP2 MUTANTEN IN ARABIDOPSIS

Topoisomerasen sind essentielle Enzyme in allen Lebewesen, die den korrekten Ablauf von
Transkription, Replikation oder Rekombination gewéhrleisten, indem sie die DNA, durch das Einfiihren
von transienten Schnitten, entwirren und zugénglich machen. Durch verschiedenste Faktoren, kann es
aber zu einer abortiven Reaktion der Topoisomerase kommen, bei der die Topoisomerase durch die
Phosphodiesterbindung des Reaktionsintermediats kovalent mit der DNA verknipft bleibt und somit
einen enzymatischen DNA-Protein crosslink (DPC) in Form eines kovalenten Topoisomerase cleavage
complex (TOPcc) bildet (Ide et al., 2018). Wahrend die Reparatur von TOP1cc in Pflanzen bereits
genauer analysiert wurde, ist dagegen noch nicht bekannt, welche Faktoren zur Reparatur von TOP2cc
in Pflanzen beitragen (Enderle et al., 2019; Hacker et al., 2020). TOP2cc unterscheiden sich
biochemisch von TOPlcc, da die Topoisomerase 2 (TOP2) mit den 5°‘-Enden eines DSB assoziiert ist,
wihrend die Topoisomerase 1 iiber das 3°-Ende eines Einzelstrangbruchs mit der DNA verknupft ist
(Wang, 1996; Pommier et al., 2014). Durch diese unterschiedlichen Eigenschaften bedarf es
wahrscheinlich auch unterschiedlicher Reparaturmechanismen. Im Gegensatz zu Pflanzen, wurde die
Reparatur von TOP2cc in Sdugern bereits genauer untersucht. Hierbei konnte ein spezifisches Enzym
identifiziert werden — die Tyrosyl DNA Phosphodiesterase 2 (TDP2) — welches an der Reparatur von
TOP2cc in Saugern beteiligt ist (Cortes Ledesma et al., 2009). Da bisher noch relativ wenig iber die
zellulare Funktion des pflanzlichen Homologs bekannt ist, sollte AtTDP2 im Rahmen dieser Arbeit

funktionell charakterisiert werden.

3.1.1 CRISPR/Cas9 vermittelte Mutagenese von TDP2

Zur Charakterisierung von TDP2 in Pflanzen wurde eine zielgerichtete Mutagenese mittels des
CRISPR/Cas Systems in AtTDP2 durchgefuihrt. Der Mechanismus beruht auf der zielgerichteten
Induktion eines DSB durch die Nuklease Cas9, welcher im Folgenden durch den fehleranfélligen Weg
des NHEJ, dem Hauptmechanismus der DSB Reparatur in Pflanzen, repariert wird. Dabei kann es zu
Fehlern in Form von Insertionen oder Deletionen kommen, die das Leseraster des Gens beeintrachtigen
kénnen. In dieser Arbeit wurde das Cas9-Ortholog von S. aureus verwendet (Steinert et al., 2015). Um
moglichst sicher eine loss of function Mutation in TDP2 zu erzeugen, wurde ein multiplexing Ansatz
verwendet, bei dem durch die simultane Induktion von zwei DSB in TDP2 ein grof3es Stlick aus dem
Gen deletiert werden sollte. Hierfur wurden in zwei unterschiedlichen Ansétzen je zwei Schnittstellen
(protospacer), eine vor und eine nach der funktionellen Endonuklease/Exonuklease/Phosphatase
Doméne, in einer Entfernung von etwa 1 kb, gewahlt. Die spacer Sequenzen fir die Klonierung in den
Entry Vektor sind Tabelle 8.3 aus dem Anhang zu entnehmen. Die anhand der protospacer designten

spacer Sequenzen wurden je in einen pEN-Sa-Chimera Entry-Vektor kloniert. Der erste spacer konnte
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anschlieend mittels Restriktionsverdau und Ligation in den pDE-Sa-EC_PPT Vektor kloniert werden.
Der zweite spacer wurde dann ber eine Gateway Reaktion in den Destination Vektor, der bereits die
erste spacer Sequenz enthielt, eingebracht. Der pDE-Sa-EC_PPT Vektor enthélt eine Kassette flir das
Cas9-Protein, sowie zwei Promotoren flr die zwei sgRNAs, durch welche die Cas9 Nuklease an beiden
ausgewahlten Stellen in TDP2 schneiden kdnnen sollte. Die Cas9-Expressionkassetten (pDE-Sa-
EC_PPT PS1+PS2 und pDE-Sa-EC_PPT PS3+PS4) wurden zunéchst in A. tumefaciens transformiert
und dann durch die Agrobakterien vermittelte Transformation in Arabidopsis Pflanzen eingebracht
(Abschnitt 2.2.3.3). Fir die schnellere Etablierung von Doppelmutanten, wurden die Konstrukte nicht
nur in Wildtyp Arabidopsis Pflanzen, sondern auch in wss1A-3 und tdp1-4 Mutanten transformiert. Die
T1-Generationen wurde nach erfolgreich transformierten Pflanzen selektiert und in den T2-
Generationen auf single-locus Linien berprift (Abschnitt 2.2.3.4). Identifizierte single locus Linien
wurden mit einer PCR auf Deletionen im TDP2-Gen untersucht (Abschnitt 2.2.1.1). Mutanten mit der
gewiinschten Deletion, sollten eine geringere FragmentgroRe aufweisen als der Wildtyp, und
heterozygote Mutanten sollten dementsprechend nach der Gelelektrophorese eine Doppelbande
aufweisen. Da in der PCR keine Deletionsmutanten identifiziert werden konnten, wurden die Linien
mittels HRM beziiglich der einzelnen Schnittstellen, weiteranalysiert. Die Oligonukleotidsequenzen zur
Etablierung von tdp2 Mutanten sind Tabelle 8.4 im Anhang zu entnehmen. Durch die Schmelzkurven
bei der HRM wurde ersichtlich, dass die Cas9-Nuklease nur in PS1 erfolgreich schneiden konnte.
Linien, die eine sich vom Wildtyp unterscheidende Schmelzkurve aufwiesen, wurden mittels Sanger-
Sequenzierung analysiert. Linien, bei denen dabei hetero- oder homozygote Mutationen am PS1
detektiert werden konnten, wurden weitervermehrt. Da PS1 (Position 320 nach dem Startcodon) in
Exon1l zwar nach den zwei Zinkfinger RanBP2-Domadnen, aber noch vor der potentiellen
Kernlokalisationssequenz  (nuclear localization signal, NLS) und vor der funktionellen
Endonuklease/Exonuklease/Phosphatase-Domane  lokalisiert, erschienen frameshift erzeugende
Mutationen an dieser Stelle als geeignet genug um eine loss of function Mutation in TDP2 zu erzeugen
(Abbildung 3.1).

Zielsequenz

At1g11800

NLS
Zinkfinger RanBP2 Endonuklease/Exonuklease/
O orF O Domane L Phosphatase-Doméne

Abbildung 3.1: Gen- und Domé&nenstruktur von AtTDP2

Dargestellt ist die Struktur des TDP2 Gens mit Doménen. Das Gen hat eine Lange von 2,1 kb und besteht aus 4 Exons (Kdsten)
und 3 Introns (Linien). Die beiden Zinkfinger RanBP2-Doménen befinden sich im ersten Exon und die funktionelle
Endonuklease/Exonuklease/Phosphatase-Doméne erstreckt sich tiber Exon 2, 3 und 4. Das Dreieck zeigt auf die Zielsequenz
(Protospacer) fiir die erfolgreiche Cas9 vermittelte Doppelstrangbruch (DSB) Induktion. Die 3'- und die 5'-untranslatierten
Regionen sind dunkelgrau eingeférbt und der offene Leserahmen (open reading frame, ORF) ist hellgrau eingefarbt.
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In der T3 Generation wurde nach transgenfreien Linien selektiert und homozygot mutierte Linien
weiteretabliert. Nach erneuter Uberprifung der Linien in der T4-Generation, wurden stabile
Mutantenlinien weitervermehrt. Im Wildtyp-Hintergrund konnte hierbei eine tdp2 Mutante mit einer
5 bp Deletion an Position 332 nach dem Startcodon (tdp2-1), sowie eine Mutante mit einer 1 bp Insertion
(A) an Position 337 (tdp2-2) generiert werden. Die identifizierte homozygote Mutation von TDP2 im
tdpl-4 Hintergrund war ebenfalls eine 1 bp Insertion (A) an Position 337 (tdp2-3). Im wss1A-3
Hintergrund konnte eine 1 bp Deletion an Position 338 in TDP2 homozygot (tdp2-4) etabliert werden.
All diese Mutationen fiihren zu einer Verschiebung des Leserasters und bewirken einen verfriihten
Translationsstop, wodurch nur ein Kleiner Teil des Proteins synthetisiert werden kann. Die induzierten
Mutationen wurden nachfolgend auch auf mRNA Ebene untersucht. Hierflr wurde zunéchst die
Gesamt-RNA der einzelnen Mutanten isoliert, dann in cDNA umgeschrieben und anschlielend
amplifiziert und sequenziert. Die einzelnen Mutationen konnten dabei alle auch auf cDNA-Ebene
nachgewiesen werden (Abbildung 3.2).

WT 1 CTCAACAACAATCCGATTTCTGAGAATTGTCACAAGT CGAGCAATGTCGTCGTCTTGGTCCTGCAACAAATGTACTTTCCTCAATTCTGCGTCTCAG 99
tdp2-1 GTCAACAACAATCCGATTTCTGAGAATTGTCACAAGTCGAGCAATGTCGTCGTCTTGGTCCTGCAACARATGTACTTTCCTCAATTCTGCGTCTCAG
tdp2-2 ATGTCAACAACAATCCGATTTCTGAGAATTGTCACAAGT CGAGCAATGTCGTCGTCTTGGTCCTGCAACAAATGTACTTTCCTCAATTCTGCGTCTCAG
tdp2-3 ATGTCAACAACAATCCGATTTCTGRGAATTGTCACARGT CGAGCAATGTCGTCGTCTTGGTCCTGCARCARATGTACTTTCCTCAATTCTGCGTCTCAG
tdp2-4 ATGTCAACAACAATCCGATTTCTGAGAATTGTCACAAGTCGAGCAATGTCGTCGTCTTGGTCCTGCARCARATGTACTTTCCTCAATTCTGCGTCTCAG
WT 100  ARACTCAATTGCATGATCTGCTTGGCTCCTGTATCTCTCCCTTCTTTGTCTCCTCCTCCACCTTCTCTCTCAATTTCCGCGARCGATGARGCTARATGG 198
tdp2-1 AAACTCAATTGCATGATCTGCTTGGCTCCTGTATCTCTCCCTTCTTTGTCTCCTCCTCCACCTTCTCTCTCAATTTCCGCGARCGATGARGCTARATGG
tdp2-2 AAACTCAATTGCATGATCTGCTTGGCTCCTGTATCTCTCCCTTCTTTGTCTCCTCCTCCACCTTCTCTCTCAATTTCCGCGARCGATGARGCTARATGG
tdp2-3 ARACTCAATTGCATGATCTGCTTGGCTCCTGTATCTCTCCCTTCTTTGTCTCCTCCTCCACCTTCTCTCTCAATTTCCGCGAACGATGAAGCTARATGE
tdp2-4 AAACTCAATTGCATGATCTGCTTGGCTCCTGTATCTCTCCCTTCTTTGTCTCCTCCTCCACCTTCTCTCTCAATTTCCGCGAACGATGAAGCTARATGG
WT 199  GCTTGCAAGGCCTGTACTTTTTTGAACACGTACAAGAACTCAATCTGTGACGTCTGTGGAACACGATCGCCARCGTCTTCTCTCTTGGGATTTCAGGAT 297
tdp2-1 GCTTGCAAGGCCTGTACTTTTTTGAACACGTACAAGAACTCAATCTGTGACGTCTGTGGAACACGATCGCCAACGTCTTCTCTCTTGGGATTTCAGGAT
tdp2-2 GCTTGCAAGGCCTGTACTTTTTTGAACACGTACAAGAACTCAATCTGTGACGTCTGTGGAACACGATCGCCAACGTCTTCTCTCTTGGGATTTCAGGAT
tdp2-3 GCTTGCAAGGCCTGTACTTTTTTGAACACGTACAAGAACTCAATCTGTGACGTCTGTGGAACACGATCGCCAACGTCTTCTCTCTTGGGATTTCAGGAT
tdp2-4 GCTTGCAAGGCCTGTACTTTTTTGAACACGTACAAGAACTCAATCTGTGACGTCTGTGGAACACGATCGCCAACGTCTTCTCTCTTGGGATTTCAGGAT
NLS
WT 298 TTGACTGATTCGGGTCTCGAGAGTAACGACGCTGATTCCT-CCGTCGGGTCTGTTTTCTTTCCTCTGCGGEEGETETATCAAGCCTARAGCTATGGATGA 395
tdp2-1 TTGACTGATTCGGGTCTCGAGAGTAACGACGCTGA-———— —CCGTCGGGTCTGTTTTCTTTCCTCTGCGGCGGTGTATCAAGT GCTATGGATGA
tdp2-2 TTGACTGATTCGGGTCTCGAGAGTAACGACGCTGATTCCTACCGTCGGGTCTGTTTTCTTTCCTCTGCGGCGGTGTATCAAGC! GCTATGGATGA
tdp2-3 TTGACTGATTCGGGTCTCGAGAGTAACGACGCTGATTCCTACCGTCGGGTCTG CTTTCCTCTGCGGCGGTGTATCAAGC GCTATGGATGA
tdp2-4 TTGACTGATTCGGGTCTCGAGAGTAACGACGCTGATTCCT--CGTCGGGTCTGTTTTCTTTCCTCTGCGGCGGTGTATCAAGCG GCTATGGATGA
Sto|
WT 396 TGACGTCGTCGAGGTCGATGGTGCTTCTGTTGTTTGCTCTGAATCGCAAGGTGTCATGAAGAAGAACAAAGAGATTGAAACGAAAGJZGTAGCTTCTGA 495
tdp2-1 TGACGTCGTCGAGGTCGATGGTGCTTCTGTTGT TTGCTCTGAATCGCAAGGTGTCATGARAGAAGAACAAAGAGATTGARACGAAAGGGGTAGCTTCTGA
tdp2-2 TGACGTCGTCGAGGTCGATGGTGCTTCTGTTGT TTGCTCTGAATCGCARGGTGTCATGAAGAAGAACAAAGAGATTGAAACGAAAGGGGTAGCTTCTGA
tdp2-3 TGACGTCGTCGAGGTCGATGGTGCTTCTGTTGT TTGCTCTGAATCGCARGGTGTCATGAAGAAGAACARAGAGATTGARACGAAAGGGGTAGCTTCTGA
tdp2-4 TGACGTCGTCGAGGTCGATGGTGCTTCTGTTGTTTGCTCTGAATCGCAAGGTGTCAEEEhGAAGAACAAAGAGATTGAAACGAAAGGGGTAGCTTCTGA

Stop

Abbildung 3.2: cDNA Analyse von tdp2 Mutantenlinien

Dargestellt ist das Alignment der durch Sanger-Sequenzierung ermittelten cDNA-Sequenzen der tdp2-Mutanten mit der bereits
bekannten TDP2 cDNA-Sequenz des Wildtyps (WT). Startcodons sind in blau dargestellt, Deletionen oder Insertionen in griin
und vorzeitige Stopcodons sind rot markiert. Die potentielle Kernlokalisationssequenz (nuclear localization sequence, NLS)
ist grau hervorgehoben. Alle Mutationen sind im ersten Exon lokalisiert und verursachen eine Verschiebung des Leserasters
und einen vorzeitigen Translationsstop. Die tdp2-1 Mutante hat eine 5 bp Deletion an Position 332, die tdp2-2 und die tdp2-3
Mutanten haben eine 1 bp Insertion (A) an Position 337 und die tdp2-4 Mutante hat eine 1 bp Deletion an Position 338.

3.1.2 Charakterisierung von tdp2 Mutanten

Zur Untersuchung der zelluldren Funktion von TDP2, wurden zunéchst die zwei tdp2-Einzelmutanten
charakterisiert. Hierfur wurde zunéchst der Wuchsphanotyp der beiden Mutanten mit dem des Wildtyps
verglichen. Das Saatgut der zu analysierenden Linien wurde dafir zeitgleich in Erde ausgebracht und

unter denselben Bedingungen im S1-Gewdchshaus kultiviert. Sowohl nach drei, als auch nach fiinf
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Wochen Anzucht im Gewéchshaus, wurden die verschiedenen Linien fotodokumentiert (Abbildung
3.3 A). Die tdp2 Mutanten wiesen nach drei Wochen eine mit dem Wildtyp vergleichbare Rosette auf
und waren nach fiinf Wochen ebenso groR wie der Wildtyp. Auch hinsichtlich des Blitenstands und der

SchotengréRRe war kein Unterschied zum Wildtyp erkennbar.
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Abbildung 3.3: Charakterisierung von tdp2-Mutanten.

A) Dargestellt ist der Wuchsphénotyp der tdp2-1 und der tdp2-2 Mutante im Vergleich zum Wildtyp (WT), nach 3 und nach 5
Wochen Anzucht im Gewéchshaus. Die tdp2 Mutanten wiesen keinen Unterschied zum WT auf. B) Dargestellt ist der
Mittelwert der relativen Wurzellange der verschiedenen Genotypen (n=3, N=10) nach neun Tagen vertikaler Anzucht. Die
beiden tdp2 Mutanten wiesen die gleiche Wurzellange wie der WT auf. Die Fehlerbalken entsprechen der
Standardabweichung. Statistische Signifikanzen wurden mit dem zweiseitigen T-Test mit ungleicher Varianz ermittelt: a # b,
wenn p < 0,05. n = Anzahl der Versuchsansétze, N = Anzahl der Wurzeln pro Versuchsansatz.

DNA-Schaden die wéhrend der Replikation bestehen bleiben, bewirken eine Verzdgerung des
Zellzyklus und eine damit einhergehende verringerte Zellteilungsrate. Zur Untersuchung von
replikativen DNA-Schéaden eignen sich daher Gewebe mit einer starken Zellproliferation, da dort eine
eingeschrénkte Zellteilungsrate besonders gut sichtbar wird. Das Wurzelmeristem stellt ein solches
Gewebe dar, weshalb eine Wurzellangenanalyse mit den tdp2 Mutanten im Vergleich zum Wildtyp
durchgefuhrt wurde (siehe Abschnitt 2.2.3.8). Hierflir wurden die verschiedenen Linien flr neun Tage
aufrecht in einem Pflanzenanzuchtsschrank angezogen und nachfolgend die Wurzelldnge mittels des
SmartRoot Plugins von ImageJ ausgewertet. In drei unterschiedlichen Versuchsansatzen wurde der
Mittelwert von je zehn Wurzeln bestimmt und anhand des Mittelwerts des Wildtyps relativiert. Die tdp2
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Mutanten wiesen mit einer relativen Wurzelldnge von 98 % (tdp2-1) und 99 % (tdp2-2) die gleiche
Wurzellange wie der Wildtyp auf (Abbildung 3.3 B). Hinsichtlich des Phanotyps konnte
dementsprechend kein Unterschied zwischen den tdp2 Mutanten und dem Wildtyp festgestellt werden.

Die Rohdaten der Wurzellangenanalyse kénnen Tabelle 8.5 im Anhang entnommen werden.

Da fiir das menschliche TDP2-Homolog eine Funktion in der Reparatur von TOP2cc gezeigt werden
konnte, sollte dies auch fiir AtTDP2 analysiert werden, Dazu wurde im ndchsten Schritt die Sensitivitét
der erhaltenen Mutanten gegentiber dem TOP2cc-induzierenden Genotoxin Etoposid (Eto) getestet. Die
Analyse der Sensitivitdt von Mutanten gegen spezifische Genotoxine erfolgt Ublicherweise Uber die
Bestimmung des relativen Frischgewichts von je zehn Keimlingen nach 13-tagiger Kultivierung in
Genotoxin-haltigem GM-Fllssigmedium (siehe Abschnitt 2.2.3.10). Erste Analysen mit dieser Methode
zeigten jedoch, dass der Wildtyp erst bei einer sehr hohen Eto-Konzentration (> 20 uM) ein leicht
reduziertes Frischgewicht im Vergleich zu unbehandelten Wildtyp-Pflanzen aufweist. Aus diesem
Grund erschien dieses Testsystem als ungeeignet zur Analyse der Eto-Sensitivitat. Das Wurzelmeristem
stellt durch seine hohe Teilungsrate ein empfindlicheres System zur Untersuchung von Genotoxin-
induzierten Schéden dar. Ein schnelles Wurzelwachstum ist in der Natur durch die starke Konkurrenz
von essentieller Bedeutung fur die Pflanze, weshalb es von strategischem Vorteil sein kann, wenn
beschédigte meristematische Zellen den programmierten Zelltod eingehen, anstatt den Schaden
zeitaufwendig zu reparieren (Fulcher & Sablowski, 2009). Zur Untersuchung der Sensitivitat gegen Eto,
wurde deshalb der Zelltod in Wurzelspitzen quantifiziert (Abschnitt 2.2.3.9). Der Wildtyp, sowie die
tdp2-Mutanten wurden hierfir auf GM-Festmedium (1 % Agar) ausgebracht und fur vier Tage aufrecht
in einem Pflanzenanzuchtschrank kultiviert. Zur Analyse der Eto-Sensitivitat wurden anschliefend je
15 Keimlinge in GM-Flussigmedium mit 20 uM Eto Uberfihrt. Da manche Mutanten bereits im
unbehandelten Zustand eine erhthte Anzahl an toten Zellen aufweisen, wurden als Vergleich weitere 15
Keimlinge in genotoxinfreies GM-Fliissigmedium transferiert. Nach 24 h wurden die Wurzeln auf einen
Objekttrager transferiert, dort mit Propidiumiodid (PI) angefarbt und mittels Konfokalmikroskopie
untersucht. Pl ist ein Fluoreszenzfarbstoff der nur die perforierte Membran von toten Zellen
durchdringen kann und somit die Unterscheidung zwischen lebenden und toten Zellen ermdglicht.
Unbehandelt wiesen die tdp2 Mutanten, genau wie der Wildtyp keine toten Zellen im Wurzelmeristem
auf (Abbildung 3.4). Die Stammzellnische war geordnet ausgebildet und zeigte keine morphologischen
Verénderungen. Wahrend die Wildtyp Wurzeln die mit Eto behandelt wurden ebenfalls keine toten
Zellen aufwiesen, waren sowohl bei der tdp2-1, als auch bei der tdp2-2 Mutante eine erhéhte Anzahl
von etwa 4 Zellen pro Wurzel sichtbar. Die tdp2 Mutanten unterschieden sich dadurch signifikant vom
Wildtyp hinsichtlich ihrer Sensitivitidt gegen Eto. Somit konnte fiir das pflanzliche TDP2 Homolog
ebenfalls eine Rolle in der in der Reparatur von TOP2cc festgestellt werden. Die Rohdaten der
Sensitivitatsanalyse sind im Anhang in Tabelle 8.6 ersichtlich. Da in diesen initialen Analysen

festgestellt werden konnte, dass die beiden tdp2 Mutanten sich nicht in ihrem Phanotyp unterschieden
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und vergleichbare Ergebnisse hinsichtlich ihrer Sensitivitat gegen Eto zeigten, wurde die tdp2-1 Mutante

als reprasentative Mutante fir weitere Analysen ausgewahlt.
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Abbildung 3.4: Analyse der Etoposid Sensitivitat von tdp2 Mutanten.

Dargestellt sind die Mittelwerte der Anzahl toter Zellen in den Wurzelmeristemen der verschiedenen Linie (n=3, N=10), mit
je einer reprasentativen mit Propidiumiodid angefarbten Wurzel. Unbehandelt wiesen der Wildtyp (WT) und die tdp2 Mutanten
keine toten Zellen auf. WT-Wurzeln die flr 24 h mit Etoposid (Eto) behandelt wurden wiesen ebenfalls keine toten Zellen auf.
Die beiden tdp2 Mutanten zeigten dagegen nach Behandlung mit Eto eine signifikant erhéhte Anzahl an toten Zellen. Die
Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung. Bei der statistischen Analyse wurden sowohl die behandelten als auch die
unbehandelten Wurzeln des jeweiligen Genotyps miteinander verglichen, wie auch die gleich behandelten Wurzeln der
verschiedenen Genotypen. Statistische Signifikanzen wurden mit der zweifaktoriellen ANOVA mit einem anschlieBenden
Mehrfachvergleich mit Tukey’s Post-Hoc errechnet: a # b, wenn p < 0,05. n = Anzahl der Versuchsansitze, N = Anzahl der
Waurzeln pro Versuchsansatz.

3.2 ANALYSE VON DPC REPARATURFAKTOREN IN DER REPARATUR VON
TOP2cC

Wahrend in Hefe und in Sdugern bereits einige Faktoren bekannt sind die in die Reparatur von TOP2cc
involviert sind, ist die TOP2cc Reparatur in Pflanzen noch weitestgehend unerforscht. Auch fir die
bereits charakterisierten DNA-Protein crosslink (DPC) Reparaturfaktoren MUS81, WSS1A und TDP1
aus Pflanzen ist noch nicht bekannt ob sie auch zur TOP2cc Reparatur beitragen. Fir die Homologe der
DPC-Protease WSS1A aus Hefe (Wssl) und dem Menschen (SPRTN) konnte dagegen bereits eine
Beteiligung in der TOP2cc Reparatur nachgewiesen werden, da entsprechende Mutantenlinien eine
erhohte Sensitivitat gegen Eto aufwiesen (Lopez-Mosqueda et al., 2016; Serbyn et al., 2020). Auch fiir
die Homologe der Tyrosyl-DNA Phosphodiesterase TDP1, welche vor allem fir ihre Funktion in der
Hydrolyse der 3°-Phosphodiester Bindung von TOP1cc bekannt ist, konnte in Hefe und in Vertebraten

eine Funktion in der Reparatur von TOP2cc beschrieben werden (Nitiss et al., 2006; Murai et al., 2012).
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Fur die Endonuklease MUS81 wurde dagegen in noch keinem Organismus eine Funktion in der
Reparatur von TOP2cc nachgewiesen. Zur Untersuchung ob diese bereits charakterisierten DPC-
Reparaturfaktoren auch in Pflanzen zur Reparatur von TOP2cc beitragen, wurden die entsprechenden
Mutantenlinien auf ihre Sensitivitat gegenliber dem TOP2cc induzierenden Genotoxin Eto Uberpruft.
Hierfir wurde die Anzahl toter Zellen im Wurzelmeristem zwischen unbehandelten, und Wurzeln die
mit 20 uM Eto behandelt wurden, verglichen (Abschnitt 2.2.3.9). Die Wurzeln der verschiedenen
Genotypen wurden daflr fur vier Tage axenisch in einer aufrechten Position kultiviert und dann fir
weitere 24 h entweder mit Eto behandelt, oder unter den gleichen Bedingungen weiter kultiviert. Nach
Farbung mit Pl wurden die Wurzeln der einzelnen Mutantenlinien durch mikroskopische Analyse

ausgewertet. Das Ergebnis dieser Auswertung ist in Abbildung 3.5 dargestellt.

12 4

Ounbehandelt =20 uM Eto

Anzahl toter Zellen pro Wurzel

Unbehandelt

20 UM Eto

Abbildung 3.5: Etoposid Sensitivitatsanalyse von DPC-Reparaturmutanten

Dargestellt sind die Mittelwerte der Anzahl toter Zellen in der Wurzelspitze von finf Tage alten Keimlingen der verschiedenen
Mutantenlinien (n=3, N=10), mit je einer reprdsentativen mit Propidiumiodid gefarbten Wurzel. Unbehandelt wiesen der
Wildtyp (WT), die tdp1 und die tdp2 Mutante keine toten Zellen im Wurzelmeristem auf, wéhrend die mus81 und die wss1A
Mutante bereits eine signifikant zum WT erhéhte Anzahl an toten Zellen zeigten. Nach 24 h Behandlung mit 20 uM Etoposid
(Eto) zeigten der WT und tdpl Mutante immer noch keine toten Zellen. Die mus81, die tdp2 und die wss1A Mutanten wiesen
eine signifikant erhdhte Anzahl an toten Zellen nach Behandlung mit Eto auf. Die Fehlerbalken entsprechen der
Standardabweichung. Bei der statistischen Analyse wurden sowohl die behandelten als auch die unbehandelten Wurzeln des
jeweiligen Genotyps miteinander verglichen, wie auch die gleich behandelten Wurzeln der verschiedenen Genotypen.
Statistische Signifikanzen wurden mit der zweifaktoriellen ANOVA mit einem anschliefenden Mehrfachvergleich mit Tukey’s
Post-Hoc errechnet: a # b, wenn p < 0,05. n = Anzahl der Versuchsansitze, N = Anzahl der Wurzeln pro Versuchsansatz.
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Der Wildtyp und die tdp1-4 Mutante zeigten sowohl unbehandelt, als auch nach Behandlung mit Eto
keine toten Zellen pro Wurzel. Die mus81-1-Mutante wies nach Behandlung mit Eto eine erhohte
Anzahl von etwa 5 toten Zellen auf, wahrend im unbehandelten Zustand etwa 3 tote Zellen pro Wurzel
sichtbar waren. Auch die wss1A-3-Mutante wies bereits im unbehandelten Zustand eine signifikant
erhéhte Anzahl von ca. 7 toten Zellen pro Wurzeln auf, aber die mit 20 uM Eto behandelten Wurzeln
wiesen mit etwa 9 toten Zellen pro Wurzel nochmals signifikant mehr tote Zellen auf. Die tdp2-1
Mutante zeigte, wie bereits im ersten Test, erst nach der Behandlung mit Eto eine signifikant erhohte
Anzahl von etwa 3 toten Zellen pro Wurzel. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass neben TDP2 auch
WSS1A und eventuell auch MUS81 in die Reparatur von TOP2cc involviert sind, wéhrend TDP1
entbehrlich zu sein scheint. Die Rohdaten der Eto-Sensitivitatsanalyse kdnnen im Anhang in Tabelle 8.7

eingesehen werden.

3.3 EINGLIEDERUNG VON TDP2 IN DAS PFLANZLICHE DPC-
REPARATURNETZWERK

Neben der 5°-Phosphodiesterase-Aktivitat konnte fir das TDP2-Homolog von Sdugern auch eine 3°-
Phosphodiesterase Aktivitét in vitro demonstriert werden. Durch in vivo Analysen konnte diese bestatigt
werden und TDP2 somit neben seiner Funktion in der Reparatur von TOP2cc auch eine Rolle in der
Reparatur von TOP1cc zugeschrieben werden (Cortes Ledesma et al., 2009). In der TOP1cc Reparatur
scheint HSTDP2 aber vor allem in einem back-up Mechanismus involviert zu sein, wenn mindestens ein
weiterer TOP1cc Reparaturweg ausgeschaltet ist (Zeng et al., 2012). Weiterhin wurde den TDP1-
Homologen aus Hefe und Vertebraten eine Funktion in der TOP2cc Reparatur zugeschrieben (Nitiss et
al., 2006; Murai et al., 2012). Ob TDP1 und TDP2 auch fiireinander in Pflanzen komplementieren und
wie MUS81 und WSS1A mit TDP2 in der pflanzlichen DPC-Reparatur interagieren ist dagegen noch
unerforscht und daher nicht bekannt. Um TDP2 in das pflanzliche DPC- Reparaturnetzwerk einzuordnen
und die Beziehungen zwischen den verschiedenen Reparaturfaktoren zu ermitteln, wurden daher im
Folgenden Epistasis Analysen mit entsprechenden Doppelmutantenlinien durchgefuhrt. Da bereits
bekannt ist wie MUS81, WSS1A und TDP1 in der pflanzlichen DPC-Reparatur miteinander

interagieren, wurde der Hauptfokus auf die Interaktion mit TDP2 gelegt.

3.3.1 Charakterisierung von tdpl tdp2 Doppelmutanten

In Vertebraten konnte gezeigt werden, dass TDP1 in der Lage ist die Abwesenheit von TDP2 zu
kompensieren und umgekehrt, dass auch TDP2 in seiner zelluldren Funktion dem Verlust von TDP1
entgegenwirken kann (Murai et al., 2012; Zeng et al., 2012). Im Gegensatz zum Homolog aus
Vertebraten, hat das pflanzliche TDP1-Homolog jedoch keine direkte Funktion in der Reparatur von

TOP1cc und wirkt vor allem als back-up Mechanismus, wenn einer der Hauptreparaturfaktoren, WSS1A
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oder MUSB81, abwesend ist (Enderle et al., 2019). Dabei wére es allerdings moglich, dass TDP2 in
Abwesenheit von TDP1 dessen Funktion Ubernimmt und die 3¢-Phosphodiesterbindung des TOP1cc
anstelle von TDP1 hydrolysiert. Obwohl die tdpl Mutante in ersten Analysen keine Sensitivitat gegen
Eto zeigte, ware es ebenso moglich, dass TDP1 in Abwesenheit von TDP2 eine Funktion in der
Reparatur von TOP2cc erflllt. Zur Untersuchung ob TDP1 und TDP2 in Abwesenheit des jeweils
anderen die Funktion in der Reparatur des jeweiligen TOPcc kompensieren kénnen, wurden Epistasis
Analysen mit der Cas9 generierten tdp2-3 tdpl-4 Doppelmutante (Abschnitt 3.1.1) durchgefihrt.
Hierfur wurde die Doppelmutante zundchst hinsichtlich ihres Wuchsphanotyps charakterisiert. Sowohl
nach drei, als auch nach finf Wochen Anzucht in Erde entsprach der Wuchsphanotyp der tdp2-3 tdpl-
4 Doppelmutante dem des Wildtyps, sowie auch dem der beiden Einzelmutanten, die ebenfalls einen

normalen Wuchsphénotyp aufwiesen (Abbildung 3.6 A).
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Abbildung 3.6: Phéanotypisierung der tdp2 tdpl Doppelmutante.

A) Dargestellt ist der Wuchsphéanotyp der tdp2 tdpl Doppelmutante im Vergleich zu den beiden Einzelmutanten und dem
Wildtyp (WT). Die Doppelmutante wies sowohl nach drei als auch nach funf Wochen Anzucht in Erde den gleichen Phénotyp
wie der WT und die Einzelmutanten auf. B) Dargestellt ist der Mittelwert der relativen Wurzellange der verschiedenen
Genotypen nach neun Tagen aufrechter axenischer Anzucht (n=3, N=10), mit je drei reprasentativen Wurzeln pro Genotyp.
Die tdp2 tdpl Doppelmutante wies die gleiche Wurzelldnge wie auch der WT und die beiden Einzelmutanten auf. Die
Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung. Statistische Signifikanzen wurden mit dem zweiseitigen T-Test mit
ungleicher Varianz ermittelt: a # b, wenn p < 0,05. n = Anzahl der Versuchsansitze, N = Anzahl der Wurzeln pro
Versuchsansatz.

Da das Wurzelmeristem empfindlicher gegenuber replikativen Schaden ist, wodurch das
Wourzelwachstum eingeschrankt werden kann, wurde als néchstes die Wurzellange der verschiedenen
Mutantenlinien untersucht (Abschnitt 2.2.3.8). Nach neun Tagen Anzucht in einer aufrechten Position
wurde hierfir die Lange der jeweiligen Wurzeln mithilfe des SmartRoot Plugins von ImageJ
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ausgemessen und die resultierende Wurzelldnge der verschiedenen Mutantenlinien anhand der mittleren
Wurzelldnge des Wildtyps relativiert. Mit einer relativen Wurzellange von 103 % unterschied sich die
tdp2-3 tdpl-4 Doppelmutante jedoch weder vom Wildtyp noch von den Einzelmutanten tdpl-4 und
tdp2-1, die relative Wurzellangen von 113 % bzw. 104 % aufwiesen (Abbildung 3.6 B). Die Rohdaten

der Wurzelldngenanalyse konnen aus Tabelle 8.8 aus dem Anhang entnommen werden.

Um zu analysieren ob TDP2 eine Funktion in der Reparatur von TOP1cc hat, wurde nachfolgend eine
CPT-Sensitivitatsanalyse durchgefiihrt, da CPT spezifisch die Entstehung von TOPlcc induziert.
Hierfur wurde das Saatgut der verschiedenen Linien zundchst auf GM-Festmedium ausgebracht und
nach einer Woche axenischer Anzucht in GM-Flissigmedium umgesetzt (Abschnitt 2.2.3.10). Einen
weiteren Tag spater wurde die CPT Genotoxinldsung in verschiedenen Konzentrationen beigefugt
(Endkonzentrationen: 150 nM, 300 nM, 600 nM und 1200 nM). Zwei Proben jeder Linie wurden nicht
mit CPT behandelt und dienten anschlieend als Normwert des jeweiligen Genotyps, zur Berechnung
des relativen Frischgewichts. Nach weiteren 13 Tagen Kultivierung wurde das Frischgewicht von je
zehn Pflanzen mittels einer Feinwaage bestimmt. Die Mittelwerte des relativen Frischgewichts aus drei
unabhéngigen Versuchsansatzen sind als Sdulendiagramm in Abbildung 3.7 dargestellt. Bei keiner CPT-
Konzentration konnte ein Unterschied im Frischgewicht der tdp2-3 tdp1-4 Doppelmutante im Vergleich
zum Wildtyp festgestellt werden. Ebenso wie die tdp2-1 und die tdpl-4 Einzelmutanten, wies die
Doppelmutante keine verstérkte Sensitivitat gegen CPT auf. Dies bedeutet, dass das pflanzliche TDP2
Homolog keine essenzielle Rolle bei der Reparatur von TOPlcc spielt. Die Rohdaten der
Sensitivitatsanalyse konnen in Tabelle 8.9 im Anhang eingesehen werden.
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Abbildung 3.7: CPT Sensitivitatsanalyse von tdp2 tdpl Doppelmutanten.

Dargestellt ist der Mittelwert des relativen Frischgewichts von je zehn Pflanzen nach 13-tdgiger Behandlung mit verschiedenen
CPT-Konzentrationen (n=3). Die tdp2 tdpl Doppelmutante und die jeweiligen Einzelmutanten wiesen bei allen CPT-
Konzentrationen keine verstarkte Sensitivitdt auf. Die Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung. Statistische
Signifikanzen innerhalb der einzelnen CPT-Konzentrationen wurden mithilfe der einfaktoriellen ANOVA, mit nachfolgendem
Mehrfachvergleich der verschiedenen Mutanten mittels Tukey’s Post-Hoc, ermittelt: a # b, wenn p < 0,05. n = Anzahl der
Versuchsansatze.
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Um zu testen ob TDP1 in Abwesenheit von TDP2 bei der Reparatur von TOP2cc beteiligt ist, wurde
eine Eto-Sensitivitatsanalyse durchgefihrt (Abschnitt 2.2.3.9). Hierfir wurde die Anzahl toter Zellen
im Wurzelmeristem von flinf Tage alten Pflanzen nach Farbung mit PI ermittelt. Unbehandelt wies die
tdp2-3 tdpl-4 Doppelmutante, wie auch die beiden Einzelmutanten und der Wildtyp keine toten Zellen
im Wurzelmeristem auf (Abbildung 3.8). Im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle, wiesen tdp2-3
tdp1-4 Doppelmutanten die mit 20 uM Eto behandelt wurden, mit etwa 3 toten Zellen pro Wurzel eine
signifikant erhdhte Sensitivitat gegen Eto auf. Die Anzahl toter Zellen unterschied sich dabei aber nicht
signifikant von der tdp2-1 Einzelmutante, welche etwa 4 tote Zellen pro Wurzel aufwies. Damit konnte
gezeigt werden, dass TDP1 auch in Abwesenheit von TDP2 keine Funktion in der Reparatur von
TOP2cc einnimmt. Die Rohdaten zur Eto-Sensitivitatsanalyse kénnen in Tabelle 8.10 im Anhang

eingesehen werden.
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Abbildung 3.8: Etoposid Sensitivitatsanalyse der tdp2 tdpl Doppelmutante

Dargestellt ist der Mittelwert der Anzahl toter Zellen im Wurzelmeristem von finf Tage alten Keimlingen, mit je einer
exemplarischen mit Propidiumiodid angefarbten Wurzel (n=3, N=10). Unbehandelt wies die tdp2 tdp1 Doppelmutante, sowie
die entsprechenden Einzelmutanten und der Wildtyp (WT) keine toten Zellen im Wurzelmeristem auf. Tdp2 tdpl Wurzeln die
dagegen fir 24 h mit 20 pM Etoposid (Eto) behandelt wurden, wiesen zwar eine erhéhte Anzahl an toten Zellen auf,
unterschieden sich dabei aber nicht von der tdp2 Einzelmutante. Die Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung. Bei
der statistischen Analyse wurden sowohl die behandelten als auch die unbehandelten Wurzeln des jeweiligen Genotyps
miteinander verglichen, wie auch die gleich behandelten Wurzeln der verschiedenen Genotypen. Statistische Signifikanzen
wurden mit der zweifaktoriellen ANOVA mit einem anschlieBenden Mehrfachvergleich mit Tukey’s Post-Hoc errechnet: a #
b, wenn p < 0,05. n = Anzahl der Versuchsansatze, N = Anzahl der Wurzeln pro Versuchsansatz.

3.3.2 Charakterisierung von tdp2 mus81 Doppelmutanten

Wahrend TDP1 nur eine untergeordnete Rolle spielt, ist die Endonuklease MUS81 der Hauptfaktor in
der pflanzlichen TOP1cc Reparatur (Enderle et al., 2019). Der Mechanismus durch welchen MUS81
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zur DPC-Toleranz beitrégt, ist wahrscheinlich die endonukleolytische Induktion eines einseitigen DSB
an angehaltenen Replikationsgabeln, durch welchen nachfolgende Reparaturmechanismen die
Umgehung des DPCs bewirken kdénnen (Regairaz et al., 2011; Pardo et al., 2020). Da MUS81 die DNA
unabhéngig von der Art des DPCs schneiden kann, ware eine Funktion in der Reparatur von TOP2cc
ebenfalls moglich. In ersten Analysen wiesen pflanzliche mus81 Mutanten zwar nur eine leichte
Sensitivitat gegen das TOP2cc induzierende Genotoxin Eto auf, es kdnnte jedoch sein, dass MUS81 in
Abwesenheit von TDP2 eine verstéarkte Funktion in der Reparatur (ibernimmt. Ebenso ware es mdglich,
dass TDP2 in Abwesenheit von MUS81 bei der Reparatur von TOP1cc beteiligt ist.

Um die Interaktion von MUS81 und TDP2 in der DPC Reparatur zu untersuchen, wurde eine tdp2 mus81
Doppelmutantenlinie etabliert. Hierfir wurden die homozygoten tdp2-1 und mus81-1 Einzelmutanten
miteinander gekreuzt und in der F2-Generation genotypisiert (Abschnitt 2.2.3.5). Die dabei

identifizierten homozygoten Doppelmutanten wurden fur nachfolgende Analysen weitervermehrt.

Die neu generierte tdp2-1 mus81-1 Doppelmutante wurde zunéchst hinsichtlich phénotypischer
Auffalligkeiten untersucht. Zum Vergleich wurde das Saatgut des Wildtyps, der beiden Einzelmutanten
und der tdp2-1 mus81-1 Doppelmutante zeitgleich in Erde ausgebracht und unter denselben
Bedingungen im S1-Gewachshaus kultiviert. Nach zwei Wochen wies die Doppelmutante, sowie die
mus81-1 und die tdp2-1 Einzelmutanten eine mit dem Wildtyp vergleichbare Rosette auf (Abbildung
3.9 A oben). Auch nach weiteren drei Wochen Kultivierung, war kein Unterschied zwischen dem

Wildtyp und den einzelnen Mutantenlinien ersichtlich (Abbildung 3.9 A unten).

Da das Wurzelmeristem empfindlicher auf replikative Schéaden reagiert und somit einen Indikator fir
Defizite in der DNA-Reparatur darstellt, wurde als nachstes eine Wurzelldngenanalyse durchgefiihrt
(Abschnitt 2.2.3.8). Das Saatgut des Wildtyps und der verschiedenen tdp2-1 und mus81-1
Mutantenlinien wurde hierfir unter sterilen Bedingungen auf GM-Festmedium ausgebracht und fur
neun Tage in einer aufrechten Position angezogen. AnschlieRend wurden die Wurzeln der verschiedenen
Mutanten fotodokumentiert und die Lange der Wurzeln mittels des SmartRoot Plugins von ImageJ
ermittelt. Die Ergebnisse der Auswertung sind in einem Balkendiagramm in Abbildung 3.9 B dargestellt.
Wiahrend sich die tdp2-1 Mutante mit einer relativen Wurzellange von 95 % nicht vom Wildtyp
unterschied, wies die mus81-1 Einzelmutante mit einer relativen Wurzellange von 65 % signifikant
verkirzte Wurzeln auf. Die tdp2-1 mus81-1 Doppelmutante wies mit einer relativen Wurzelldnge von
64 % ebenfalls signifikant verkirzte Wurzeln auf, aber auf demselben Niveau wie die mus81-1
Einzelmutante. Die Rohdaten der Wurzelldngenanalyse sind Tabelle 8.11 aus dem Anhang zu

entnehmen.
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Abbildung 3.9: Phanotypisierung der tdp2 mus81 Doppelmutante

A) Dargestellt ist der Wuchsphéanotyp der tdp2 mus81 Doppelmutante im Vergleich zu den beiden Einzelmutanten und dem
Wildtyp (WT). Die Doppelmutante wies sowohl nach drei als auch nach fuinf Wochen Anzucht in Erde den gleichen Phanotyp
wie der WT und die Einzelmutanten auf. B) Dargestellt ist der Mittelwert der relativen Wurzell&nge der verschiedenen
Genotypen nach neun Tagen aufrechter axenischer Anzucht (n=3, N=10), mit je drei exemplarischen Wurzeln pro Genotyp.
Die mus81 tdp2 Doppelmutante wies dhnlich lange Wurzeln wie die mus81 Einzelmutante auf und zeigte eine signifikant
reduzierte Wurzellange im Vergleich zum WT und zur tdp2 Mutante auf. Die Fehlerbalken entsprechen der
Standardabweichung. Statistische Signifikanzen wurden mit dem zweiseitigen T-Test mit ungleicher Varianz ermittelt: a # b,
wenn p < 0,05. n = Anzahl der Versuchsansétze, N = Anzahl der Wurzeln pro Versuchsansatz.

Um zu untersuchen ob TDP2 in Abwesenheit von MUS81 eine Funktion in der Reparatur von TOP1cc
hat, wurde im ndchsten Schritt eine CPT-Sensitivitatsanalyse durchgefuhrt (Abschnitt 2.2.3.10). Hierftr
wurde das relative Frischgewicht von drei Wochen alten Pflanzen nach zweiwdchiger Behandlung mit
verschiedenen CPT Konzentrationen bestimmt. Anhand von je zwei unbehandelten Kontrollen jedes
Genotyps wurde das relative Frischgewicht bestimmt, welches als Séulendiagramm in Abbildung 3.10
grafisch dargestellt ist. Die mus81-1 Einzelmutante und die mus81-1 tdp2-1 Doppelmutante wiesen bei
allen Konzentrationen ein vergleichbar signifikant reduziertes Frischgewicht im Vergleich zum Wildtyp
und zur tdp2-1 Mutante auf. Bei allen CPT-Konzentrationen von 150 nM bis 1200 nM wiesen die
mus81-1 und tdp2-1 mus81-1 Mutanten ein etwa um die Halfte reduziertes Frischgewicht (~40 %, 30
%, 25 % und 20 % entsprechend der CPT-Konzentrationen 150 nM, 300 nM, 600 nM und 1200 nM) im
Vergleich zum Wildtyp und zur tdp2-1 Mutante (~80 %, 65 %, 55 % und 40 % entsprechend der CPT-
Konzentrationen 150 nM, 300 nM, 600 nM und 1200 nM) auf. Das relative Frischgewicht der mus81-1
Einzelmutante und der tdp2-1 mu81-1 Mutante lag auf einem vergleichbaren Niveau und es bestand
kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den Linien. Dies bedeutet, dass TDP2 nicht als back-
up fr MUSB81 in der TOP1cc Reparatur fungieren kann. Die Rohdaten der Sensitivitatsanalyse sind
Tabelle 8.12 aus dem Anhang zu entnehmen.
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Abbildung 3.10: CPT Sensitivitatsanalyse der tdp2 mus81 Doppelmutante.

Dargestellt ist der Mittelwert des relativen Frischgewichts von je zehn Pflanzen nach 13-tagiger Behandlung mit verschiedenen
CPT-Konzentrationen (n=3). Die tdp2 mus81 Doppelmutante und die mus81 Einzelmutante wiesen bei allen Konzentrationen
ein vergleichbares Frischgewicht auf, welches im Vergleich zum Wildtyp (WT) und zur tdp2 Einzelmutante signifikant
reduziert war. Die Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung. Statistische Signifikanzen innerhalb der einzelnen CPT-
Konzentrationen wurden mithilfe der einfaktoriellen ANOVA, mit nachfolgendem Mehrfachvergleich der verschiedenen
Mutanten mittels Tukey’s Post-Hoc ermittelt: a # b, wenn p < 0,05. n = Anzahl der Versuchsansétze.

Zur Analyse der Interaktion von TDP2 und MUSB81 in der Reparatur von TOP2cc wurde die tdp2 mus81
Doppelmutante auf ihre Sensitivitat gegen das TOP2cc induzierende Genotoxin Eto untersucht. Hierflr
wurde die Anzahl toter Zellen in Wurzelmeristemen fiinf Tage alter Keimlinge untersucht (Abschnitt
2.2.3.9). Zur Visualisierung der toten Zellen, wurden die Wurzel vor der mikroskopischen Untersuchung
mit Pl angefarbt, das selektiv in die DNA toter Zellen interkaliert. Die Ergebnisse der
Sensitivitatsanalyse sind in Abbildung 3.11 dargestellt. Unbehandelt wiesen die mus81-1 Einzelmutante
und die tdp2-1 mus81-1 Doppelmutante bereits eine dhnlich erhéhte Anzahl von 4 (mus81-1) und 5
(tdp2-1 mus81-1) toten Zellen pro Wurzel auf, wahrend der Wildtyp und die tdp2-1 Mutante keine toten
Zellen im unbehandelten Zustand aufwiesen. Eine 24-stlindige Behandlung mit 20 uM Eto bewirkte,
dass die tdp2-1 Mutante, wie bereits in vorherigen Versuchen, eine signifikant erhéhte Anzahl von 6
toten Zellen aufwies und somit eine starke Sensitivitat gegen Eto zeigte. Die mus81-1 Einzelmutante
zeigte dagegen nur eine leicht erhdhte Anzahl von 5 toten Zellen pro Wurzel, die sich nicht signifikant
von den unbehandelten Wurzeln unterschied. Die tdp2-1 mus81-1 Doppelmutante wies mit einer Anzahl
von 9 toten Zellen pro Wurzel einen additiven Effekt mit einer signifikant erhéhten Sensitivitat gegen
Eto, im Vergleich zu beiden Einzelmutanten, auf. Dies bedeutet, dass MUS81 wahrscheinlich eher eine
untergeordnete Rolle in der TOP2cc Reparatur spielt. Die Rohdaten der Sensitivitatsanalyse gegen Eto

kénnen im Anhang (Tabelle 8.13) eingesehen werden.
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Abbildung 3.11: Etoposid Sensitivitatsanalyse der tdp2 mus81 Doppelmutante.

Dargestellt ist der Mittelwert der Anzahl toter Zellen im Wurzelmeristem von finf Tage alten Keimlingen, mit je einer
exemplarischen mit Propidiumiodid angefarbten Wurzel (n=3, N=10). Unbehandelt wiesen der Wildtyp (WT) und die tdp2
Einzelmutante keine toten Zellen auf, wahrend die mus81 Einzelmutante und die tdp2 mus81 Doppelmutante eine vergleichbar
erhdhte Anzahl an toten Zellen zeigten. Nach 24 h Behandlung mit 20 uM Etoposid (Eto) wiesen die tdp2 Einzelmutante und
die tdp2 mus81 Doppelmutante eine signifikant erhéhte Anzahl an toten Zellen im Wurzelmeristem auf und zeigten somit eine
verstérkte Sensitivitat gegen Eto. Die mus81 Einzelmutante und der WT zeigten dagegen keine Sensitivitat gegen Eto. Die
Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung. Bei der statistischen Analyse wurden sowohl die behandelten als auch die
unbehandelten Wurzeln des jeweiligen Genotyps miteinander verglichen, wie auch die gleich behandelten Wurzeln der
verschiedenen Genotypen. Statistische Signifikanzen wurden mit der zweifaktoriellen ANOVA mit einem anschliefenden
Mehrfachvergleich mit Tukey’s Post-Hoc errechnet: a # b, wenn p < 0,05. n = Anzahl der Versuchsansitze, N = Anzahl der
Wurzeln pro Versuchsansatz.

3.3.3 Charakterisierung von tdp2 wss1A Doppelmutanten

Initiale Sensitivitatsanalysen in Pflanzen zeigten, dass sowohl tdp2, als auch wss1A Mutanten sensitiv
auf die Behandlung mit Eto reagierten, weshalb den beiden Faktoren eine Funktion in der Reparatur von
TOP2cc zugewiesen werden kann (Abschnitt 3.3). Diese Ergebnisse stimmen mit vorhergehenden
Analysen in Vertebraten Uberein, da auch dort durch verschiedenste Analysen gezeigt werden konnte,
dass SPRTN, das funktionelle Homolog der DPC-Protease WSS1A aus Saugern, und TDP2 bei der
Reparatur von TOP2cc beteiligt sind (Cortes Ledesma et al., 2009; Lopez-Mosqueda et al., 2016). Auch
in Hefe konnte gezeigt werden, dass Awssl Mutanten ein verringertes Wachstum bei Behandlung mit
Eto aufwiesen und das Hefe Homolog von WSS1A somit auch in der Reparatur von TOP2cc involviert
ist (Serbyn et al., 2020). Unbekannt ist dagegen noch, ob WSS1A und TDP2 in der TOP2cc Reparatur
nacheinander, in demselben Weg agieren, oder ob die beiden Faktoren in unterschiedlichen Wegen
arbeiten. Epistasis Analysen mit der durch Cas9-vermittelte Mutagenese generierten tdp2-4 wss1A-3
Doppelmutante (Abschnitt 3.1.1), sollten daher Aufschluss Uber die genetische Interaktion von WSS1A
und TDP2 in der DPC-Reparatur geben. Hierfiir wurde zunéchst der Wuchsphéanotyp der tdp2-4 wss1A-

3 Doppelmutante auf phéanotypische Aufféalligkeiten untersucht. Bereits nach zweiwdchiger
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Kultivierung unter denselben Bedingungen war ein Unterschied in der Rosettenbildung ersichtlich. Die
Rosette der tdp2-4 wss1A-3 Doppelmutante war deutlich kleiner als die der beiden Einzelmutanten und
der des Wildtyps (Abbildung 3.12 A, oben). Nach weiteren drei Wochen der Kultivierung, wies die
wss1A-3 Mutante den charakteristischen fasziierten Wuchsphénotyp und ein verringertes Wachstum auf,
wohingegen die tdp2-1 Mutante nicht vom Wildtyp unterscheidbar war (Abbildung 3.12 A, unten). Auch
die tdp2-4 wss1A-3 Doppelmutante wies den wss1A-charakteristischen fasziierten Wuchsphéanotyp auf,

zeigte aber zusatzlich eine noch starker reduzierte PflanzengréRe als die wss1A-3 Einzelmutante.
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Abbildung 3.12: Phénotypisierung der tdp2 wss1A Doppelmutante.

A) Dargestellt ist der Wuchsphénotyp der tdp2 wss1A Doppelmutante im Vergleich zu den beiden Einzelmutanten und dem
Wildtyp (WT). Nach zweiwdchiger Kultivierung wies die tdp2 wss1A Doppelmutante eine deutlich kleinere Rosette als die
beiden Einzelmutanten und der Wildtyp auf. Nach finfwéchiger Kultivierung fiel die tdp2 wss1A Doppelmutante weiterhin
durch ein stark reduziertes Wachstum und fasziierten Phanotyp auf. Die wss1A Einzelmutante zeigte ebenfalls den fasziierten
Wuchsphénotyp, war in ihrem Wachstum aber nicht so stark eingeschrankt wie die Doppelmutante. B) Dargestellt ist der
Mittelwert der relativen Wurzelldnge der verschiedenen Genotypen nach neun Tagen aufrechter axenischer Anzucht (n=4;
N=10), mit je drei bis vier exemplarischen Wurzeln pro Genotyp. Wéhrend die tdp2 Einzelmutante gleich lange Wurzeln wie
der WT aufwies, zeigte die wss1A Einzelmutante eine stark reduzierte Wurzelldnge auf. Die Wurzeln der tdp2 wss1A
Doppelmutante waren nochmals signifikant kiirzer, als die der wss1A Einzelmutante. Die Fehlerbalken entsprechen der
Standardabweichung. Statistische Signifikanzen wurden mit dem zweiseitigen T-Test mit ungleicher Varianz ermittelt: a # b,
wenn p < 0,05. n = Anzahl der Versuchsansétze, N = Anzahl der Wurzeln pro Versuchsansatz.

Um diese phanotypischen Auffélligkeiten noch genauer zu untersuchen, wurde eine Wurzelldngen-
analyse durchgefuhrt (Abschnitt 2.2.3.8). Nach neuntdgiger aufrechter Kultivierung auf festem GM-
Medium, wurde hierfur die Wurzelldnge des Wildtyps und der verschiedenen Mutantenlinien mithilfe
des SmartRoot Plugins von ImageJ ausgewertet. Wahrend sich die tdp2-1 Mutante mit einer relativen
Wurzelldnge von 108 % nicht vom Wildtyp unterschied, wies die wss1A-3 Mutante mit einer relativen
Wurzelldnge von 37 % bereits stark verkirzte Wurzeln auf (Abbildung 3.12 B). Die tdp2-4 wss1A-3
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3. Ergebnisse

Doppelmutante wies mit einer relativen Wurzellange von 24 % eine signifikant noch starkere
Beeintrachtigung des Wurzelwachstums auf, als die wss1A-3 Einzelmutante. Die Rohdaten der

Wurzelldngenanalyse konnen in Tabelle 8.14 im Anhang eingesehen werden.

Der Phanotyp der tdp2-4 wss1A-3 Doppelmutante deutet daraufhin, dass beide Faktoren in parallelen
Wegen der DNA-Reparatur arbeiten. Um eine potentielle Funktion von TDP2 als back-up fir WSS1A
in der Reparatur von TOPlcc zu untersuchen, wurde eine CPT-Sensitivitatsanalyse durchgefihrt
(Abschnitt 2.2.3.10). Nach zweiwdchiger Behandlung mit verschiedenen CPT-Konzentrationen, wurde
hierflir das relative Frischgewicht der verschiedenen Genotypen ermittelt. Bei einer CPT-Konzentration
von 150 nM und 300 nM wies keine der Mutantenlinien einen signifikanten Unterschied zum Wildtyp
auf (Abbildung 3.13). Bei einer Konzentration von 600 nM und 1200 nM CPT dagegen, wiesen die
wss1A-3 Einzelmutante (44 % und 36 %) und die tdp2-4 wss1A-3 Doppelmutante (36 % und 22 %) ein
signifikant reduziertes relatives Frischgewicht im Vergleich zum Wildtyp (65 % und 42 %) und zur
tdp2-1 Mutante (71 % und 46 %) auf. Zwischen dem relativen Frischgewicht der wss1A-3 Mutante und
der tdp2-4 wss1A-3 Doppelmutante war kein statistisch signifikanter Unterschied detektierbar. Dies
bedeutet, dass TDP2 auch in Abwesenheit von WSS1A nicht in die TOP1cc Reparatur involviert ist.

Die Rohdaten der Sensitivitatsanalyse kdnnen in Tabelle 8.15 im Anhang eingesehen werden.
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Abbildung 3.13: CPT Sensitivitatsanalyse der tdp2 wss1A Doppelmutante.

Dargestellt ist der Mittelwert des relativen Frischgewichts von je zehn Pflanzen, nach 13-tdgiger Behandlung mit verschiedenen
CPT-Konzentrationen (n=3). Bei einer CPT-Konzentration von 150 nM und 300 nM wiesen alle Mutantenlinien ein mit dem
Wildtyp (WT) vergleichbares relatives Frischgewicht auf. Bei einer CPT-Konzentration von 600 nM und 1200 nM wiesen die
tdp2 wss1A Doppelmutante und die wss1A Einzelmutante ein vergleichbares relatives Frischgewicht auf, welches im Vergleich
zum WT und zur tdp2 Einzelmutante signifikant reduziert war. Die Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung.
Statistische Signifikanzen innerhalb der einzelnen CPT-Konzentrationen wurden mithilfe der einfaktoriellen ANOVA, mit
nachfolgendem Mehrfachvergleich der verschiedenen Mutanten mittels Tukey’s Post-Hoc ermittelt: a # b, wenn p <0,05. n =
Anzahl der Versuchsansétze.

Sowohl fir TDP2 als auch fiir WSS1A konnte in initialen Analysen eine Funktion in der Reparatur von
TOP2cc zugeordnet werden. Um herauszufinden ob TDP2 und WSS1A in demselben oder in parallelen
Wegen in der TOP2cc Reparatur fungieren, wurde eine Eto-Sensitivitatsanalyse durchgefuhrt. Hierfr

wurde die Anzahl toter Zellen in den Wurzelmeristemen von unbehandelten Wurzeln und von Wurzeln,
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3. Ergebnisse

die fur 24 h mit 20 pM Eto behandelt wurden, verglichen (Abschnitt. 2.2.3.9). Die Wurzeln wurden,
nach Anfarbung der toten Zellen mittels des Fluoreszenzfarbstoffs Pl, konfokalmikroskopisch
untersucht. Das Ergebnis der Sensitivitatsanalyse ist in Abbildung 3.14 dargestellt. Unbehandelt wiesen
der Wildtyp und die tdp2-1 Einzelmutante keine toten Zellen im Wurzelmeristem auf, wohingegen die
wss1A-3 Einzelmutante und die tdp2-4 wss1A-3 Doppelmutante eine stark erhéhte Anzahl von 7 (wss1A-
3) und 9 (tdp2-4 wss1A-3) toten Zellen pro Wurzel aufwiesen. Der Unterschied zwischen der wss1A-3
und der tdp2-4 wss1A-3 Linie war unbehandelt jedoch nicht signifikant. Die 24-stindige Behandlung
mit 20 uM Eto bewirkte bei allen Mutantenlinien einen signifikanten Anstieg in der Anzahl toter Zellen,
wohingegen im Wildtyp weiterhin keine toten Zellen detektierbar waren. Die tdp2-1 Einzelmutante wies
nach der Eto-Behandlung 3 tote Zellen auf und die wss1A-3 Mutante zeigte durchschnittlich 11 tote
Zellen. Die Doppelmutante wies mit 15 toten Zellen pro Wurzel, signifikant mehr tote Zellen als beide
Einzelmutanten auf und zeigte somit einen synergistischen Effekt. Dies bedeutet, dass TDP2 und
WSS1A in parallelen Wegen der TOP2cc Reparatur agieren. Die Rohdaten der Sensitivitdtsanalyse
kénnen in Tabelle 8.16 im Anhang eingesehen werden.
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Abbildung 3.14: Etoposid Sensitivitatsanalyse der tdp2 wss1A Doppelmutante.

Dargestellt ist der Mittelwert der Anzahl toter Zellen im Wurzelmeristem von fiinf Tage alten Keimlingen (n=4, N=10), mit je
einer exemplarischen mit Propidiumiodid angefarbten Wurzel. Unbehandelt wiesen der Wildtyp (WT) und die tdp2
Einzelmutante keine toten Zellen auf, wahrend die wss1A Einzelmutante und die tdp2 wss1A Doppelmutante eine vergleichbar
erhohte Anzahl an toten Zellen zeigten. Nach 24 h Behandlung mit 20 M Etoposid (Eto) wiesen alle Mutantenlinien eine Eto-
spezifische signifikant erhhte Anzahl an toten Zellen auf, wahrend der WT weiterhin keine toten Zellen zeigte. Die tdp2 wss1A
Doppelmutante wies zudem einen synergistischen Effekt, mit signifikant mehr toten Zellen als beide Einzelmutantenlinien,
auf. Die Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung. Bei der statistischen Analyse wurden sowohl die behandelten als
auch die unbehandelten Wurzeln des jeweiligen Genotyps miteinander verglichen, wie auch die gleich behandelten Wurzeln
der verschiedenen Genotypen. Statistische Signifikanzen wurden mit der zweifaktoriellen ANOVA mit einem anschlieBenden
Mehrfachvergleich mit Tukey’s Post-Hoc errechnet: a # b, wenn p < 0,05. n = Anzahl der Versuchsansétze, N = Anzahl der
Wurzeln pro Versuchsansatz.
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3.4 REPARATUR DES DSBS NACH DER ENTFERNUNG VON TOP2

Durch Sensitivitatsanalysen in Arabidopsis konnte gezeigt werden, dass sowohl TDP2 als auch WSS1A
an der Reparatur von TOP2cc beteiligt sind und dabei in unterschiedlichen Wegen agieren (Abschnitt
3.3.3). Da in Vertebraten und in Hefe bereits &hnliche Ergebnisse demonstriert wurden, scheint der
Funktionsmechanismus der beiden Faktoren in Pflanzen konserviert zu sein (Cortes Ledesma et al.,
2009; Lopez-Mosqueda et al., 2016; Serbyn et al., 2020). Entsprechend ihrer enzymatischen Aktivitét
repariert TDP2 die TOP2ccs mutmaBlich durch die Hydrolyse der 5°-Phosphodiesterbindung zwischen
TOP2 und der DNA, wahrend WSS1A den Proteinpart des TOP2cc proteolytisch abbaut. Die
Entfernung von TOP2 durch die beiden Reparaturfaktoren verhindert jedoch die Riickreaktion von
TOP2, welche die Re-Ligation des zuvor induzierten Bruches bewirken wirde. Dementsprechend bleibt
nach der Entfernung von TOP2 ein Doppelstrangbruch (DSB) bestehen, der durch nachfolgende DSB-
Reparaturmechanismen geschlossen werden muss. In Vertebraten konnte gezeigt werden, dass sowohl
der klassische (cNHEJ) als auch der alternative (aNHEJ) non-homologous end joining (NHEJ) Weg an
der Reparatur dieses DSBs beteiligt sind (Gomez-Herreros et al., 2013; Chandramouly et al., 2021). Um
herauszufinden wie der jeweilige resultierende DSB nach der Entfernung von TOP2 durch TDP2 oder
WSS1A anschlielend repariert wird, wurden Doppelmutanten, mit je einem Defekt in einem TOP2cc
Reparaturfaktor und einem weiteren Defekt in einem NHEJ Faktor, generiert und die jeweilige

Interaktion mittels Epistasisanalysen untersucht.

3.4.1 Analyse der DSB Reparatur nach TDP2 vermittelter Hydrolyse

Analysen in Sdugern zeigten, dass durch die TDP2 vermittelte Hydrolyse der 5°-Phosphodiesterbindung
des TOP2cc ein sogenannter glatter DSB, mit einem 4 bp Uberhang und je einem 5‘-Phosphatrest und
einer 3°-OH-Gruppe an den gegeniiberliegenden Enden, generiert wird. In Sdugern konnte weiterhin
demonstriert werden, dass dieser glatte DSB durch den cNHEJ Weg fehlerfrei repariert werden kann
(GOmez-Herreros et al., 2013). DSBs werden in Pflanzen ebenfalls praferiert durch NHEJ Mechanismen
repariert, wohingegen die Reparatur durch die Homologe Rekombination eher eine untergeordnete Rolle
spielt (Puchta, 2005). Um zu untersuchen, wie der verbleibende DSB nach der TDP2 vermittelten
crosslink Hydrolyse repariert wird, lag der Fokus daher auf den beiden NHEJ-Mechanismen: cNHEJ
und aNHEJ.

3.4.1.1 Charakterisierung der tdp2 lig4 Doppelmutante in der TOP2cc Reparatur

Um zu untersuchen ob der DSB nach der TDP2 vermittelten Entfernung von TOP2 durch den cNHEJ
Weg repariert wird, wurde zunachst eine Doppelmutante mit einem simultanen Defekt in TDP2 und in
dem cNHEJ Faktor LIG4 erzeugt. Hierfur wurden die entsprechenden Einzelmutantenlinien tdp2-1 und

lig4-5 miteinander gekreuzt (Abschnitt 2.2.3.5). Nach Identifikation einer doppelt homozygoten Linie
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in der F2-Generation, wurde das Saatgut der Doppelmutante weitervermehrt. Da der Fokus auf der DSB
Reparatur nach der Entfernung von TOP2 lag, wurde die tdp2-1 lig4-5 Doppelmutante einer Eto
Sensitivitatsanalyse unterzogen, da Eto spezifisch das Intermediat des TOP2ccs stabilisiert. Hierfir
wurde in den verschiedenen Genotypen die Zelltodrate von unbehandelten Wurzeln mit der von
Wurzeln, die mit 20 uM Eto behandelt wurden, verglichen (Abschnitt 2.2.3.9). Vor der
konfokalmikroskopischen Untersuchung, wurden die toten Zellen in den Wurzelmeristem mithilfe des
Fluoreszenzfarbstoffs Pl sichtbar gemacht. Unbehandelt wiesen die tdp2-1 lig4-5 Doppelmutante, die
tdp2-1 Einzelmutante und der Wildtyp keine toten Zellen pro Wurzel auf (Abbildung 3.15).
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Abbildung 3.15: Etoposid Sensitivitatsanalyse der tdp2 lig4d Doppelmutante.

Dargestellt ist der Mittelwert der Anzahl toter Zellen im Wurzelmeristem von fiinf Tage alten Keimlingen (n=3, N=10), mit je
einer exemplarischen mit Propidiumiodid angeférbten Wurzel. Unbehandelt wiesen der Wildtyp (WT), die tdp2 Einzelmutante
und die tdp2 lig4 Doppelmutante keine toten Zellen auf, wéahrend die lig4 Einzelmutante eine im Vergleich zum WT und zur
tdp2 Mutante signifikant erhdhte Anzahl toter Zellen aufwies. Nach 24 h Behandlung mit 20 uM Etoposid (Eto) wiesen alle
Mutantenlinien eine Eto-spezifische signifikant erhdhte Anzahl an toten Zellen auf, wahrend der WT weiterhin keine toten
Zellen zeigte. Die ligd Einzelmutante wies dabei signifikant mehr tote Zellen als die tdp2 Einzelmutante und die tdp2 lig4
Doppelmutante auf. Die tdp2 lig4 Doppelmutante wies wiederrum signifikant mehr tote Zellen als die tdp2 Einzelmutante auf.
Die Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung. Bei der statistischen Analyse wurden sowohl die behandelten als auch
die unbehandelten Wurzeln des jeweiligen Genotyps miteinander verglichen, wie auch die gleich behandelten Wurzeln der
verschiedenen Genotypen. Statistische Signifikanzen wurden mit der zweifaktoriellen ANOVA mit einem anschlielenden
Mehrfachvergleich mit Tukey’s Post-Hoc errechnet: a # b, wenn p < 0,05. n = Anzahl der Versuchsansétze, N = Anzahl der
Wurzeln pro Versuchsansatz.

Lediglich die lig4-5 Einzelmutante wies mit etwa einer toten Zelle pro Wurzel, eine signifikant erhthte
Anzahl an toten Zellen im Vergleich zum Wildtyp auf. Die Behandlung mit 20 pM Eto bewirkte einen
signifikanten Anstieg an toten Zellen in allen Mutantenlinien. Die lig4-5 Einzelmutante wies mit einer
Anzahl von 10 toten Zellen eine signifikant starkere Sensitivitdt gegen Eto auf, als die tdp2-1
Einzelmutante (3 tote Zellen) und auch die tdp2-1 lig4-5 Doppelmutante (5 tote Zellen). Wahrend die

tdp2-1 lig4-5 Doppelmutante zwar signifikant weniger tote Zellen als die lig4-5 Einzelmutante aufwies,
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zeigte sie im Vergleich zur tdp2-1 Mutante signifikant mehr tote Zellen pro Wurzel. Die Ergebnisse
weisen darauf hin, dass der DSB nach der TDP2 vermittelten crosslink Hydrolyse bevorzugt durch den
cNHEJ Mechanismus geschlossen wird und auch, dass in Abwesenheit von TDP2 vermehrt andere DSB
Reparaturmechanismen genutzt werden. Weiterhin scheint der cNHEJ Mechanismus auch unabhéngig
von TDP2 in die TOP2cc Reparatur involviert zu sein. Die Daten der Sensitivitatsanalyse kdnnen in

Tabelle 8.17 im Anhang eingesehen werden.

3.4.1.2 Charakterisierung der tdp2 teb Doppelmutante in der Reparatur von TOP2cc

Analysen in Sdugern zeigten, dass der fehlerbehaftete aNHEJ Weg ebenfalls in die Reparatur von
TOP2cc involviert ist. Da humane Zellkulturen die sowohl einen Defekt in TDP2 als auch in POLQ
aufwiesen, einen synergistischen Effekt bei der Behandlung mit dem TOP2cc induzierenden Genotoxin
Eto aufwiesen, wurde resimiert, dass TDP2 und aNHEJ in Sdaugern in unterschiedlichen Wegen der

TOP2cc Reparatur agieren (Chandramouly et al., 2021).

Um die genetische Interaktion von TDP2 und POLQ in Pflanzen zu untersuchen, wurde eine
Doppelmutante, durch Kreuzung der Einzelmutanten tdp2-1 und teb-5, generiert (Abschnitt 2.2.3.5).
Die in der F2-Generation identifizierte homozygote Doppelmutante tdp2-1 teb-5, wurde anschlieRend
weitervermehrt. Zur Untersuchung der Interaktion der beiden Faktoren in der TOP2cc Reparatur, wurde
eine Eto-Sensitivitatsanalyse, bei der die Anzahl toter Zellen in den Wurzelmeristemen der
verschiedenen Genotypen ermittelt wurde, durchgefiihrt (Abschnitt 2.2.3.9). Finf Tage alte
unbehandelte Wurzeln, wurden hierfir mit Wurzeln verglichen, die fir jeweils 24 h mit 20 uM Eto
behandelt wurden. Das Ergebnis der Sensitivititsanalyse ist in Abbildung 3.16 zu sehen. Wéhrend im
Wildtyp und der tdp2-1 Mutante im unbehandelten Zustand keine toten Zellen im Wurzelmeristem
sichtbar waren, zeigten die teb-5 Einzelmutante und die tdp2-1 teb-5 Doppelmutante eine erhdhte
Anzahl von 7 (teb-5) bzw. 8 (tdp2-1 teb-5) toten Zellen auf. Signifikante Unterschiede konnten in den
beiden POLQ defizienten Linien im unbehandelten Zustand nicht festgestellt werden. Die Behandlung
mit Eto bewirkte einen signifikanten Anstieg in der Anzahl toter Zellen in allen Mutantenlinien, wéhrend
der Wildtyp weiterhin keine toten Zellen aufwies. Die tdp2-1 Einzelmutante wies etwa 4 tote Zellen auf,
bei der teb-5 Einzelmutante waren durchschnittlich 12 tote Zellen zu sehen und die Doppelmutante wies
mit durchschnittlich 16 toten Zellen einen synergistischen Effekt, mit signifikant mehr toten Zellen als
beide Einzelmutanten auf. Dies bedeutet, dass TDP2 und aNHEJ bei der TOP2cc Reparatur in
unterschiedlichen Wegen agieren. Die Rohdaten der Analyse kdnnen im Anhang in Tabelle 8.18

eingesehen werden.
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Abbildung 3.16: Etoposid Sensitivitatsanalyse der tdp2 teb Doppelmutante.

Dargestellt ist der Mittelwert der Anzahl toter Zellen, im Wurzelmeristem von finf Tage alten Keimlingen (n=4, N=10), mit
je einer exemplarischen mit Propidiumiodid angeférbten Wurzel. Unbehandelt wiesen der Wildtyp (WT) und die tdp2
Einzelmutante keine toten Zellen auf, wahrend die teb-5 und die tdp2-1 teb-5 Mutanten bereits eine signifikant erhdhte Anzahl
toter Zellen zeigten. Die 24-stindige Behandlung mit 20 uM Etoposid (Eto) bewirkte in allen Mutantenlinien einen
signifikanten Anstieg in der Anzahl toter Zellen, wahrend der WT weiterhin keine toten Zellen zeigte. Die tdp2-1 teb-5
Doppelmutante wies einen synergistischen Effekt mit signifikant mehr toten Zellen, als beide Einzelmutantenlinien auf.
Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung. Bei der statistischen Analyse wurden sowohl die behandelten als auch die
unbehandelten Wurzeln des jeweiligen Genotyps miteinander verglichen, wie auch die gleich behandelten Wurzeln der
verschiedenen Genotypen. Statistische Signifikanzen wurden mit der zweifaktoriellen ANOVA mit einem anschlieRenden
Mehrfachvergleich mit Tukey’s Post-Hoc errechnet: a # b, wenn p < 0,05. n = Anzahl der Versuchsansitze, N = Anzahl der
Waurzeln pro Versuchsansatz.

3.4.2 Analyse der DSB Reparatur nach der Proteolyse von TOP2 durch WSS1A

Vorhergehende Analysen zeigten, dass in Arabidopsis sowohl cNHEJ, als auch aNHEJ, in der Reparatur
des verbleibenden DSB, nach der Entfernung von TOP2 beteiligt sind (Abschnitt 3.4.1). Der cNHEJ-
Mechanismus scheint dabei sowohl in einem gleichen Weg wie TDP2, als auch unabhéangig von TDP2
zu agieren. Im Gegensatz dazu, deuteten die Ergebnisse der Sensitivitatsanalyse der teb wss1A Mutante
darauf hin, dass der aNHEJ-Mechanismus in einem anderen Weg der TOP2cc-Reparatur beteiligt ist,
als TDP2. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die DPC-Protease WSS1A ebenfalls parallel zu TDP2
in der TOP2cc Reparatur agiert (Abschnitt 3.3.3). Analysen in Hefe zeigten, dass nach der WSS1A
vermittelten Degradation des Protein-Parts eines DPCs, eine Peptidrest an der DNA verbleibt, der
entweder durch die Transl&sionssynthese umgangen, oder durch die Nukleotidexzisionsreparatur (NER)
entfernt werden muss (Stingele et al., 2014). In der Reparatur von TOP2cc verbleibt nach der Proteolyse
von TOP2 durch WSS1A allerdings ein Peptidrest, der mit einem DSB verknupft ist und deshalb nicht
einfach durch die Translasionssynthese umgangen werden kann. Wie dieser Schaden nachfolgend

repariert wird und welche DSB Reparaturmechanismen daran beteiligt sind, ist noch unbekannt. Da
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sowohl cNHEJ, als auch aNHEJ unabhéngig von TDP2 in der TOP2cc Reparatur fungieren kénnen,
kénnten auch beide DSB-Reparaturmechanismen in der DSB-Reparatur nach der WSS1A vermittelten
Proteolyse von TOP2 involviert sein. Um die Interaktion der verschiedenen Reparaturmechanismen zu
Uberprifen, wurden im Folgenden Epistasis Analysen mit entsprechenden Doppelmutantenlinien

durchgefihrt.

3.4.2.1 Charakterisierung der wss1A lig4 Doppelmutante in der Reparatur von TOP2cc

Da der cNHEJ Mechanismus in mehreren Wegen der TOP2cc Reparatur involviert zu sein scheint, sollte
Uberprift werden, ob der DSB nach der WSS1A vermittelten Proteolyse von TOP2, ebenfalls durch
cNHEJ geschlossen werden kann. Hierfur wurde mittels Kreuzung der entsprechenden homozygoten
Einzelmutanten eine lig4-5 wss1A-3 Doppelmutante generiert, die in der F2- Generation durch die PCR-
vermittelte Genotypisierung der Pflanzen identifiziert werden konnte (Abschnitt 2.2.3.5). Die lig4-5
wss1A-3 Doppelmutante wurde im Folgenden auf ihren Wuchsphanotyp und auf ihre Wurzelldnge
untersucht. Hinsichtlich des Wuchsphanotyps waren keine Unterschiede sichtbar, doch die lig4-5
wss1A-3 Doppelmutante wies im Vergleich beiden Einzelmutantenlinien und zum Wildtyp eine
signifikant reduzierte Wurzellange auf (Anhang Abbildung 8.1). Um zu untersuchen, wie die beiden
Faktoren in der TOP2cc Reparatur miteinander interagieren, wurde eine Eto-Sensitivitatsanalyse
durchgefuhrt. Nach Farbung mit P1, wurde hierfiir die Anzahl toter Zellen, in den Wurzeln funf Tage
alter Keimlinge, durch konfokalmikroskopische Untersuchung bestimmt (Abschnitt 2.2.3.9). Zur
Evaluierung der Sensitivitdt gegen Eto, wurde die Anzahl toter Zellen der mit 20 uM Eto behandelten
Wurzeln, mit der Anzahl toter Zellen von unbehandelten Wurzeln des jeweiligen Genotyps verglichen.
Das Ergebnis der Sensitivitatsanalyse ist in Abbildung 3.17 dargestellt. Bereits im unbehandelten
Zustand, wiesen die Wurzeln der Mutantenlinien alle einen signifikanten Unterschied in der Anzahl
toter Zellen im Vergleich zum Wildtyp auf, welcher keine toten Zellen zeigte. Die lig4-5 Mutante wies
durchschnittlich etwa eine tote Zelle pro Wurzel auf. Die Doppelmutante und die wss1A-3 Mutanten
wiesen dagegen mit etwa 5 (wss1A-3) und 6 toten Zellen (lig4-5 wss1A-3), ein vergleichbares Level an
toten Zellen auf, welches sich signifikant von der lig4-5 Mutante unterschied. Die Behandlung mit Eto
bewirkte in allen Mutanten einen weiteren Anstieg in der Anzahl toter Zellen, wéhrend der Wildtyp
weiterhin keine toten Zellen zeigte. Die lig4-5 und die wss1A-3 Einzelmutanten wiesen nach der
Induktion mit Eto ein vergleichbares Level von durchschnittlich 9 toten Zellen pro Wurzel auf. Die lig4-
5 wss1A-3 Doppelmutante dagegen, zeigte mit etwa 12 toten Zellen pro Wurzel einen synergistischen
Effekt, mit signifikant mehr toten Zellen als beide Einzelmutanten. Damit konnte gezeigt werden, dass
WSS1A und der cNHEJ Mechanismus in verschiedenen Wegen der TOP2cc Reparatur involviert sind.

Die Rohdaten der Sensitivitatsanalyse kdnnen in Tabelle 8.19 im Anhang eingesehen werden.
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Abbildung 3.17: Etoposid Sensitivitatsanalyse der ligd wss1A Doppelmutante.

Dargestellt ist der Mittelwert der Anzahl toter Zellen, im Wurzelmeristem von fiinf Tage alten Keimlingen (n=3, N=10), mit
je einer exemplarischen mit Propidiumiodid angefarbten Wurzel. Unbehandelt wies der Wildtyp (WT) keine toten Zellen auf,
waéhrend die ligd Mutante bereits eine leicht erhdhte Anzahl an toten Zellen aufwies, die sich signifikant vom WT unterschied.
Die wss1A und die ligd wss1A Mutanten zeigten ein vergleichbares Level an toten Zellen, welches signifikant hoher als das des
WT und der ligd Mutante war. Die 24-stiindige Behandlung mit 20 uM Etoposid (Eto) bewirkte in allen Mutantenlinien einen
signifikanten Anstieg in der Anzahl toter Zellen, wéhrend der WT weiterhin keine toten Zellen zeigte. Wahrend die lig4 und
die wss1A Einzelmutanten nun ein vergleichbares Level an toten Zellen aufwiesen, wies die Doppelmutante eine stérkere
Sensitivitdt gegen Eto, mit signifikant mehr toten Zellen, als beide Einzelmutanten auf. Fehlerbalken entsprechen der
Standardabweichung. Bei der statistischen Analyse wurden sowohl die behandelten als auch die unbehandelten Wurzeln des
jeweiligen Genotyps miteinander verglichen, wie auch die gleich behandelten Wurzeln der verschiedenen Genotypen.
Statistische Signifikanzen wurden mit der zweifaktoriellen ANOV A mit einem anschliefenden Mehrfachvergleich mit Tukey’s
Post-Hoc errechnet: a # b, wenn p < 0,05. n = Anzahl der Versuchsansétze, N = Anzahl der Wurzeln pro Versuchsansatz.

3.4.2.2 Charakterisierung der teb wss1A Doppelmutante

Sowohl fur die DPC-Protease WSS1A, als auch fiir den aNHEJ Faktor POLQ konnte nachgewiesen
werden, dass sie unabhéngig von TDP2 in die TOP2cc Reparatur involviert sind (Abschnitt 3.3.3 und
3.4.1.2). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass der verbleibende DSB nach der WSS1A vermittelten
Entfernung von TOP2 vermutlich nicht, oder nur zu einem kleineren Anteil durch den cNHEJ
Mechanismus geschlossen wird (Abschnitt 3.4.2.1). Um zu tberpriifen ob WSS1A und aNHEJ in einem
gemeinsamen Weg der TOP2cc Reparatur agieren, wurde eine Doppelmutante mit einer simultanen
Mutation in sowohl WSS1A, als auch dem aNHEJ Faktor POLQ, generiert. Hierfir wurde die
homozygote wss1A-3 Einzelmutante mit der homozygoten teb-5 Einzelmutante gekreuzt (Abschnitt
2.2.3.5). In der F2-Generation konnte bei der Genotypisierung von 40 Pflanzen keine Doppelmutante
ausfindig gemacht werden. Aus diesem Grund wurde eine Doppelmutante weitervermehrt, die bereits
homozygot in wss1A-3, aber noch heterozygot in teb-5 war. Nach der erneuten Genotypisierung von 40
Pflanzen in der F3-Generation konnte schlieflich eine Pflanze identifiziert werden, die in beiden
Faktoren eine homozygote Mutation aufwies. Diese wurde flr weitere Analysen im Gewdachshaus bis

zur Samenreife weitervermehrt. AnschlieBend sollte der Wuchsphanotyp der neu generierten teb-5
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wss1A-3 Mutantenlinien analysiert werden. Hierfur wurde das Saatgut der zu untersuchenden
Genotypen zeitgleich in Erde ausgebracht. Wahrend sowohl der Wildtyp, als auch die beiden
Einzelmutantenlinien in Erde anwuchsen, war auch nach drei Wochen der Kultivierung im
Gewaéchshaus kein einziger Keimling von der teb-5 wss1A-3 Doppelmutante sichtbar. Bei einem
weiteren Versuch wurden daher je 52 Samen jedes Genotyps auf einer Platte mit GM-Festmedium
ausgesat und axenisch fur zwei Wochen kultiviert. Beim Wildtyp keimten innerhalb dieser Zeit alle
ausgesaten Samen aus. Die wss1A-3 und die teb-5 Einzelmutanten wiesen bereits leicht reduzierte
Keimungsraten von 81 % (teb-5, 42 von 52 Samen gekeimt) und 71 % (wss1A-3, 37 von 52 Samen
gekeimt) auf. Etwa die Halfte der Keimlinge der wss1A-3 Mutante wies einen auffalligen Phanotyp, mit
einer reduzierten KeimlingsgroRe oder gelblichen Blétter, auf. Im Vergleich zum Wildtyp und zu beiden
Einzelmutanten war die Keimungsrate der Doppelmutante mit 8 % (4 von 52 Samen gekeimt) aufféllig
niedrig. Die wenigen gewachsenen Keimlinge wiesen alle einen auffalligen Phanotyp, mit einer
reduzierten WuchsgroRle, oder einer gelblich bis bréunlichen Verfarbung der Blatter, auf. Zur weiteren
Analyse des Wuchsphénotyps wurden die Keimlinge in Erde transferiert und fur weitere drei Wochen
im Gewdachshaus kultiviert. Bereits die teb-5 und die wss1A-3 Einzelmutanten wiesen im Vergleich zum
Wildtyp eine reduzierte Wuchshéhe auf. Die teb-5 wss1A-3 Doppelmutante wies im Vergleich zu beiden

Einzelmutanten jedoch ein noch starker reduziertes GroRenwachstum auf und erschien insgesamt fragiler zu sein.
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Abbildung 3.18: Wuchsphanotyp der teb wss1A Doppelmutante.

A) Dargestellt ist der Wuchsphénotyp von je 52 Keimlinge nach zweiwdchiger axenischer Kultivierung. Beim Wildtyp (WT)
keimten alle ausgesaten Samen aus, wahrend die teb und die wss1A Einzelmutante bereits eine etwas verringerte Keimungsrate
aufwiesen. Bei der Doppelmutante keimten auffallig wenige Samen aus und die wenigen Keimlinge wiesen eine reduzierte
Wuchsgréfie und braune Blatter auf. B) Dargestellt ist der Wuchsphénotyp von fiinf Wochen alten Pflanzen, nach zweiwdchiger
axenischer Kultivierung und anschlieRender Kultivierung in Erde. Wahrend das GroRenwachstum der teb und der wss1A
Einzelmutanten im Vergleich zum WT nur leicht reduziert war, zeigte die Doppelmutante eine stark reduzierte Wuchshéhe
auf.
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Zur Quantifizierung der Wachstumsdefizite wurde anschliefend eine Wurzell&ngenanalyse
durchgefuhrt (Abschnitt 2.2.3.8). Die Samen der verschiedenen Genotypen wurden hierfir unter sterilen
Bedingungen auf GM-Festmedium ausgebracht und fiir neun Tage vertikal kultiviert. Die Wurzeln der
Keimlinge wurden anschlielend fotodokumentiert und die Wurzellange mittels des SmartRoot Plugins

von ImageJ ausgewertet. Das Ergebnis der Wurzelldngenanalyse ist in Abbildung 3.19 A dargestellt.
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Abbildung 3.19: Wurzellange und Fertilitat der teb wss1A Doppelmutante

A) Dargestellt ist der Mittelwert der relativen Wurzell&nge von Keimlingen der verschiedenen Genotypen nach neun Tagen
aufrechter axenischer Anzucht (n=3, N=10), mit je drei bis vier exemplarischen Wurzeln pro Genotyp. Die teb und die wss1A
Einzelmutante wiesen eine signifikante reduzierte Wurzelldnge auf einem &hnlichen Niveau auf, die sich in beiden Féllen
signifikant von der Wurzellange des Wildtyps (WT) unterschied. Die Doppelmutante wies nochmals signifikant kirzere
Waurzeln als beide Einzelmutanten auf. B) Dargestellt ist der Mittelwert der Anzahl der Samen pro Schote der verschiedenen
Genotypen (n=5, N=5). Die teb Einzelmutante wies signifikant weniger Samen als der WT auf. Die wss1A Mutante zeigte im
Vergleich zur teb Mutante eine signifikant stérker reduzierte Fertilitdt und die Doppelmutante wies im Vergleich zu beiden
Einzelmutanten eine signifikant noch starkere verminderte Fertilitst auf. Die Fehlerbalken entsprechen der
Standardabweichung. Statistische Signifikanzen wurden mit dem zweiseitigen T-Test mit ungleicher Varianz ermittelt: a # b,
wenn p < 0,05. n = Anzahl der Versuchsansétze, N = Anzahl der Wurzeln pro Versuchsansatz.

Die teb-5 und die wss1A-3 Einzelmutante wiesen mit einer relativen Wurzelldnge von entsprechend
42 % und 22 % eine signifikant reduzierte Wurzellange im Vergleich zum Wildtyp auf. Zwischen den
beiden Einzelmutanten bestand kein signifikanter Unterschied. Die Doppelmutante wies mit einer
relativen Wurzelldnge von 10 % nochmals signifikant kiirzere Wurzeln als die beiden Einzelmutanten

auf. Die Rohdaten kdnnen in Tabelle 8.20 im Anhang eingesehen werden.

Da bei der Analyse des Wuchsphéanotyps bereits auffiel, dass die Doppelmutante eine drastisch

reduzierte Keimungsrate aufweist, wurde weiterhin eine Fertilitdtsanalyse durchgefiihrt (Abschnitt
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2.2.3.7). Hierflr wurden die verschiedenen Genotypen im Gewéchshaus bis zur Samenreife kultiviert
und anschlieBend von flinf Pflanzen jedes Genotyps je flinf Schoten abgenommen und in ein Gefal mit
Ethanol transferiert. Am nachsten Tag konnten die Samen innerhalb der einzelnen Schoten mithilfe eines
Binokulars ausgezahlt werden. Das Ergebnis der Fertilitatsanalyse ist in Abbildung 3.19 B dargestellt.
Der Wildtyp wies durchschnittlich 46 Samen pro Schote auf, wohingegen die teb-5 Einzelmutante mit
34 Samen pro Schote bereits eine signifikant reduzierte Anzahl an Samen, im Vergleich zum Wildtyp,
aufwies. Die wss1A-3 Einzelmutante zeigte mit nur durchschnittlich 17 Samen pro Schote eine starker
verminderte Fertilitdt und unterschied sich dadurch auch signifikant von der teb-5 Einzelmutante. Die
Doppelmutante wies mit nur 10 Samen pro Schote eine nochmals drastischer reduzierte Fertilitat, als
beide Einzelmutanten auf. Zusatzlich fiel auf, dass ein groBer Anteil der wenigen Samen der
Doppelmutante deformiert und dunkel waren. Die Rohdaten der Fertilitdtsanalyse kénnen in Tabelle
8.21 im Anhang eingesehen werden.

Defekte in der Fertilitait basieren oftmals auf Schwierigkeiten in der Progression meiotischer
Zellteilungen. Zur Analyse der teb-5 wss1A-3 Doppelmutante auf potentielle meiotische Defekte,
wurden eine Chromatinpraparation von mannlichen Meiozyten durchgefiihrt (Abschnitt 2.2.3.6). Nach
Anfarbung des Chromatins mit dem Fluoreszenzfarbstoffs DAPI, konnten die verschiedenen
Meiosestadien mithilfe eines Fluoreszenzmikroskops untersucht werden. In der Meiose konnte bei der
teb-5 wss1A-3 Doppelmutante jedoch keine meiotischen Defekte festgestellt werden (Daten nicht
dargestellt). Da Meiozyten in Pflanzen aus somatischen Zellen entstehen, kdnnte die verminderte
Fertilitdt auch auf prameiotische Replikationsdefekte zurtickzuftihren sein (Wang und Tseng, 2014). Um
die teb-5 wss1A-3 Doppelmutante auf Defekte in der mitotischen Zellteilung zu untersuchen, wurde,
analog zur Untersuchung der Meiozyten, eine Chromatinpraparation durchgefihrt. Die Bliitenstande der
verschiedenen Genotypen wurden zunéchst fixiert und die DNA nach der anschlieBenden
Chromatinpréparation mit DAPI angeférbt. Statt der Meiozyten wurden nun die somatischen Anaphasen
auf Defekte analysiert. Dabei kann zwischen zwei unterschiedlichen Klassen an Defekten in
somatischen Anaphasen unterschieden werden: Anaphasebriicken sind unvollstdndig getrennte
Chromosomen, wahrend chromosomale Fragmentierungen DNA-Briiche darstellen. Zum Vergleich
wurden sowohl die Anaphasen der entsprechenden Einzelmutanten und des Wildtyps, als auch die der
ligd-5 Einzelmutante und der lig4-5 wss1A-3 Doppelmutante untersucht und ausgewertet. Da der cNHEJ
Mechanismus den Hauptweg fur die Reparatur von DSB darstellt und weiterhin gezeigt werden konnte,
dass er parallel zu WSS1A in der TOP2cc Reparatur agiert, hatte vermutet werden kénnen, dass der
simultane Verlust von L1G4 und WSS1A zu &hnlichen bis starkeren Entwicklungsdefiziten flhrt. Die
ligd-5 wss1A-3 Doppelmutante wies jedoch einen Wuchsphdnotyp und eine Keimungsrate auf, welche
der wss1A-3 Mutante entsprach und zeigte lediglich signifikant kiirzere Wurzeln als die wss1A-3
Mutante (Anhang Abbildung 8.1 A und B). Bei der Untersuchung der Anaphasen der verschiedenen
Doppelmutanten sollten diese phénotypischen Unterschiede auf zelluldrer Ebene untersucht werden.

Von jedem Genotyp wurden mindestens 221 somatische Anaphasen untersucht. Statistische signifikante
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Unterschiede zwischen den einzelnen Linien wurden anschliefend mit dem zweiseitigen exakten Test

nach Fisher berechnet. Das Ergebnis dieser Untersuchung ist in Abbildung 3.20 dargestellt.
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Abbildung 3.20: Analyse somatischer Anaphasen von teb wss1A und ligd wss1A

Dargestellt ist die prozentuale Verteilung defekter somatischer Anaphasen, mit je einem exemplarischen Bild einer normalen
und einer defekten Anaphase je Genotyp. Fir die Quantifizierung der Anaphasendefekte, wurden Chromatinpréparationen aus
den Knospen vier Wochen alter Pflanzen durchgefuhrt und nach Farbung mit DAPI fluoreszenzmikroskopisch untersucht.
Defekte somatische Anaphasen wurden weiterhin unterteilt in Anaphasen mit Anaphasebricken und Anaphasen mit
Chromosomenfragmentationen. Die lig4 und die teb Einzelmutante wiesen ein &hnliches Niveau an defekten Anaphasen wie
der Wildtyp (WT) auf. Die wss1A Einzelmutante dagegen wies signifikant mehr defekte Anaphasen als der WT und die ligd
Mutante auf. Die ligd wss1A Doppelmutante zeigte ein &hnliches Level von defekten Anaphasen auf wie die wss1A Mutante.
Es konnte jedoch eine VVerschiebung in der Verteilung der Defekte beobachtet werden, da die wss1A Mutante im Vergleich zur
ligd wss1A Doppelmutante doppelt so viele Anaphasenbriicken zeigte. Die teb wss1A Doppelmutante zeigte signifikant mehr
defekte Anaphasen als alle anderen Mutantenlinien. Etwa 15 % aller somatischen Anaphasen von teb wss1A wiesen
chromosomale Aberrationen auf. Die Verteilung der Defekte war jedoch vergleichbar mit der lig4 wss1A Doppelmutantenlinie.
Statistische Unterschiede wurden mit einem zweiseitigen exakten Test von Fisher berechnet: a # b wenn p < 0,05

Der Wildtyp und die lig4-5 Einzelmutante wiesen nur einen sehr geringen Anteil an defekten Anaphasen
(Wildtyp: 0,8 %; lig4-5: 1,2 %) auf. Die Verteilung der jeweiligen Defekte unterschied sich jedoch.
Waéhrend beim Wildtyp nur Anaphasebriicken, unvollstandig getrennte Chromosomen, detektiert
werden konnten, wies die lig4-5 Einzelmutante Chromosomenfragmentationen auf. Die teb-5
Einzelmutante wies etwas mehr Defekte (2,1 %) als die lig4-5 Mutante und der Wildtyp auf, unterschied

sich dabei jedoch nicht signifikant. Uberraschenderweise zeigte die wss1A-3 Einzelmutante eine
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signifikant erhdhte Anzahl an defekten Anaphasen (4,5 %) im Vergleich zum Wildtyp und zur lig4-5
Mutante. Die Anzahl der defekten Anaphasen mit Anaphasenbriicken, war vergleichbar mit dem
Wildtyp, der Hauptunterschied bestand in der Anzahl an defekten Anaphasen mit chromosomalen
Framentierungen, welche 74 % der Defekte ausmachten. Dies ist ein Hinweis darauf, dass in der wss1A-
3 Mutante vermehrt DSB entstehen. Bei der lig-5 wss1A-3 Doppelmutante konnten noch etwas mehr
defekte Anaphasen (6,0 %) als bei der wss1A-3 Mutante detektiert werden, die Gesamtanzahl der
defekten Anaphasen unterschied sich jedoch nicht signifikant von der wsslA-3 Linie. Es konnte
allerdings eine leichte Verschiebung in der Art der Defekte beobachtet werden, denn die lig4-5 wss1A-
3 Doppelmutante wies nur halb so viele Anaphasenbriicken (13 %) auf, wie die wss1A-3 Mutante. Im
Gegensatz zur lig4-5 wss1A-3 Doppelmutante, zeigte die teb-5 wss1A-3 Doppelmutante im Vergleich
zu allen anderen Mutantenlinien und zum Wildtyp eine signifikant erhthte Anzahl von
Anaphasendefekten. Etwa 15 % aller gezahlten somatischen Anaphasen der teb-5 wss1A-3 Linie wiesen
Chromosomenaberrationen auf. Die Verteilung der Art der Defekte (13 % Anaphasebriicken und 87 %
Chromosomenfragmentierungen) lag jedoch auf einem vergleichbaren Niveau wie bei der lig4-5 wss1A-
3 Doppelmutantenlinie. Das bedeutet, dass der aNHEJ Weg in Abwesenheit von WSS1A eine wichtige
Rolle in der Reparatur von replikativen DSB einnimmt. Die Rohdaten der Analyse sind im Anhang in
Tabelle 8.22 ersichtlich.

Aufgrund der starken morphologischen Defekte, konnte die teb-5 wss1A-3 Doppelmutante keinen
Sensitivitatsanalysen unterzogen werden. Um dennoch einen Einblick in die Interaktion von POLQ mit
Faktoren der DPC-Reparatur zu erhalten, wurde eine mus81 teb Doppelmutante einer CPT-
Sensitivitatsanalyse unterzogen, da MUS81 parallel zu WSS1A in der TOP1cc Reparatur agiert. Bei der
Reparatur von TOP1cc durch MUS81 wird postuliert, dass MUS81 an der Replikationsgabel einen
einseitigen DSB erzeugt der durch nachfolgende DSB-Reparaturmechanismen wieder geschlossen
werden muss. Es ist jedoch noch nicht bekannt durch welchen Mechanismus der DSB bei der MUS81
vermittelten TOP1cc Reparatur wieder repariert wird. Flr die Analyse wurde eine mus81-1 teb-7
Doppelmutante verwendet, die gruppenintern durch Cas9 vermittelte Mutagenese generiert wurde
(Feller, 2021). Zur Analyse der Interaktion von POLQ und MUS81 in der TOP1cc-Reparatur, wurden
die zu vergleichenden Linien auf GM-Festmedium ausgebracht und eine Woche spater in CPT-haltiges
GM-Flissigmedium transferiert (Konzentrationen: 150 nM, 300 nM). Zur Ermittlung des relativen
Frischgewichts wurden je zwei Proben jeder Linie nicht mit CPT behandelt. Das Ergebnis der
Sensitivitatsanalyse ist in Abbildung 3.21 als Balkendiagramm dargestellt. Bereits bei einer
Konzentration von 150 nM CPT wiesen die mus81-1, die teb-5 und die mus81-1 teb-7 Mutanten ein um
mehr als die Halfte reduziertes relatives Frischgewicht (29 %, 34 % und 32 %, entsprechend) im
Vergleich zu Wildtyp (84 %) auf. Zwischen den einzelnen Mutantenlinien bestanden keine signifikanten
Unterschiede. Wahrend der Wildtyp bei einer Konzentration von 300 nM CPT noch ein relatives
Frischgewicht von 58 % aufwies, wies die mus81-1 Mutante nur noch 20 %, die teb-5 Mutante 31 %

und die Doppelmutante 25 % ihres Ursprungsgewichts auf. Auch hier bestanden keine signifikanten
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Unterschiede zwischen den einzelnen Mutantenlinien. Dies bedeutet, dass MUS81 und POLQ in einem
gemeinsamen Weg der TOPlcc Reparatur agieren. Die Rohdaten der Sensitivititsanalyse kdnnen

Tabelle 8.23 im Anhang enthnommen werden.
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Abbildung 3.21: CPT Sensitivitatsanalyse der teb mus81 Doppelmutante.

Dargestellt ist der Mittelwert des relativen Frischgewichts von je zehn Pflanzen nach 13-tégiger Behandlung mit verschiedenen
CPT-Konzentrationen (n=3). Die mus81, die teb und die mus81 teb Mutanten wiesen sowohl bei 150, als auch bei 300 nM CPT
ein vergleichbares relatives Frischgewicht auf, welches im Vergleich zum Wildtyp (WT) signifikant reduziert war. Die
Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung. Statistische Signifikanzen innerhalb der einzelnen CPT-Konzentrationen
wurden mithilfe der einfaktoriellen ANOVA, mit nachfolgendem Mehrfachvergleich der verschiedenen Mutanten mittels
Tukey’s Post-Hoc, ermittelt: a # b, wenn p < 0,05.

3.5 UNTERSUCHUNG DER INTERAKTION VON WSS1A MIT FAKTOREN DES RTR-
KOMPLEXES

Bei der Analyse von somatischen Anaphasen konnte festgestellt werden, dass die wss1A-3 Mutante eine
signifikant erhdhte Anzahl an defekten somatischen Anaphasen mit chromosomalen Fragmentierungen
aufwies. Diese sind ein Hinweis auf unzureichend reparierte DSB, die wahrend der Replikation
entstehen. Um die Funktion von WSS1A bei der Replikation genauer zu untersuchen, sollte die
genetische Interaktion mit dem RTR-Komplex Partner RECQ4A untersucht werden. Die Helikase
RECQA4A tragt durch ihre Fahigkeit zur Regression von Replikationsgabeln einen wichtigen Anteil zur
Aufrechterhaltung der Replikation, und damit zur Genomstabilitét, bei (Schropfer et al., 2014b). Zur
Untersuchung der Interaktion sollte durch Kreuzung der wss1A-3 und der recq4A-4 Einzelmutanten eine
Doppelmutante generiert werden. Zur ldentifizierung der Doppelmutante, wurden in der F2-Generation
100 Pflanzen genotypisiert. Es befand sich jedoch keine einzige homozygote Doppelmutante darunter.
Um die Wahrscheinlichkeit zu erhéhen in der ndchsten Generation eine homozygote Doppelmutante zu
finden, wurden Pflanzen weiteretabliert, die homozygot in recq4A-4 aber noch heterozygot in wss1A-3
waren. In der F3-Generation wurden schlie3lich 80 Pflanzen genotypisiert, einschliel3lich aller kleinen,
sehr schlecht wachsenden Pflanzen die sich auf der Platte mit GM-Festmedium befanden. Doch obwohl
gemal den Regeln der mendelschen Segregation etwa ein Viertel der Pflanzen homozygot mutiert in
beiden Genen sein sollte, konnte auch in dieser Generation keine homozygote Doppelmutante

identifiziert werden. Da dies auf eine Embryoletalitdit der Doppelmutante hinwies, wurden die
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Embryonen der heterozygoten recq4A-1 -/- wss1A-3 +/- Doppelmutante, im Vergleich zu den beiden
Einzelmutanten und zum Wildtyp untersucht (Abschnitt 2.2.3.10). Pro Genotyp wurden hierfiir je zehn
grole, noch unreife Schoten gedffnet und die Vitalitat der darin enthaltenen, noch unreifen Samen
analysiert. Die Hulle der unreifen Arabidopsis Samen ist noch durchsichtig und erméglicht dadurch eine
Sicht auf den Embryo. In den gréReren unreifen Arabidopsis Schoten, sollte ein gesunder Samen einen
grolRen, weit angereiften Embryo mit zwei grinen Keimblattern enthalten (Bosca et al., 2011).
Durchsichtige und braune Samen sind dagegen ein Zeichen dafuir, dass der Embryo nicht richtig

heranreifen konnte. Das Ergebnis dieser Embryonenanalyse ist in Abbildung 3.22 dargestelit.
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Abbildung 3.22: Embryonenanalyse der heterozygoten recq4A wss1A Doppelmutante

Dargestellt ist der Mittelwert des prozentualen Anteils an defekten Samen von je zehn groen, unreifen Schoten jedes Genotyps.
Samen mit vitalen Embryonen sind griin, wéhrend weif8e und brdunliche Samen auf unentwickelte, oder fehlerhafte entwickelte
Embryonen hinweisen. Der Wildtyp (WT) und die recq4A Mutante wiesen keine oder nur sehr wenige defekte Embryonen in
ihren Schoten auf. Die heterozygote wss1A Mutante zeigte hingegen eine signifikant erhdhte Anzahl von defekten Embryonen.
Bei der heterozygoten Doppelmutante waren ein Viertel aller Embryonen in den Schoten defekt. Statistische Unterschiede
wurden mit einem zweiseitigen exakten Test von Fisher berechnet: a # b wenn p < 0,05.

Die Schoten des Wildtyps und der recq4A-4 Mutante enthielten fast ausnahmslos griine Samen, mit vital
erscheinenden Embryonen. Die Schoten der heterozygoten wss1A-3 Mutante enthielten dagegen bereits
etwa 7 % an brdunlichen, leeren Samenhullen. Die recq4A-4 -/- wss1A-3 +/- Mutante wies mit einem
Anteil von 25 % nochmal signifikant mehr defekte Samen auf. Der Anteil an defekten Samen in der
recq4A-4 -/- wss1A-3 +/- Mutante entspricht der erwarteten Menge an homozygoten Doppelmutanten

laut mendelscher Segregation und ist ein klarer Hinweis, dass die homozygote recq4A-4 wss1A-3
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Doppelmutante embryoletal ist. Die Rohdaten der Embryonenanalyse kénnen Tabelle 8.24 aus dem

Anhang entnommen werden.

Aus diesem Grund sollte die Interaktion von WSS1A mit einem weiteren Faktor des RTR-Komplexes
untersucht werden. Die wss1A-3 Mutante wurde hierfir mit der rmil-2 Mutante gekreuzt. Doch auch
fiir diesen Faktor konnte weder in der F2-, noch in der F3-Generation nach der Genotypisierung von je
mindestens 40 Pflanzen eine Doppelmutante identifiziert werden. Zur weiteren Bekraftigung dieser
Beobachtung wurde auch die rmil-2 -/- wss1A-3 +/- Mutante einer Embryonenanalyse unterzogen
(Anhang Abbildung 2). Wie bereits bei der ersten Untersuchung zeigte die heterozygote wss1A-3
Mutante auch bei dieser Untersuchung mit einem Anteil von 9 % bereits signifikant mehr defekte
Embryonen im Vergleich zum Wildtyp und zur rmil-2 Einzelmutante auf, die nur vitale Embryonen
aufwiesen. Auch die rmil-2 -/- wss1A-3 +/- Doppelmutante wies mit einem Anteil von 26 % an defekten
Samen ein vergleichbares Ergebnis im Vergleich zur vorherigen Untersuchung auf. Dies bekraftigt die
Beobachtung, dass der simultane Verlust von WSS1A und Komponenten des RTR-Komplexes in einer

synthetischen Embryoletalitat resultiert.
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4. DISKUSSION

Wahrend die Mechanismen der allgemeinen DNA-Reparatur bereits seit vielen Jahren untersucht und
charakterisiert wurden, ist die Relevanz der DNA-Protein crosslink (DPC) Reparatur erst in den letzten
Jahren in den Fokus der Aufmerksamkeit geriickt. DPCs stellen eine grofle Gefahr fur die
Genomintegritat dar, da diese Art von Schaden sehr hdufig auftritt und sie durch ihre Sperrigkeit
Chromatin assoziierte Prozesse behindern (Stingele et al., 2017). Genauere Erkenntnisse uber beteiligte
Faktoren und deren Wirkungsmechanismen wurden hauptséchlich durch die Forschung in Hefe oder in
Metazoen gewonnen. Erst kirzlich wurden auch die relevantesten Faktoren fiir die Reparatur von nicht-
enzymatischen DPC und kovalenten Topoisomerase 1 cleavage complexes (TOP1cc) in Pflanzen
beschrieben (Enderle et al., 2019). Sowohl die DNA-abhéngige Protease WSS1A, wie auch die
Endonuklease MUS81 tragen wesentlich zur Reparatur und Schadenstoleranz der zuvor genannten
DNA-Schéden bei. Bislang fehlten jedoch noch Informationen dartiber, wie kovalente Topoisomerase
2 cleavage complexes (TOP2cc) in Pflanzen repariert werden kdnnen. Topoisomerasen der Klasse 2
sind essenzielle Enzyme in allen Lebewesen, da sie die DNA wahrend der Replikation, der Transkription
oder auch der Rekombination durch die Einfllhrung eines transienten Doppelstrangbruchs (DSB)
relaxieren und dekatenieren kbnnen (Wang, 1996). Topoisomerasen sind hochkonservierte Enzyme und
die biologische Relevanz der Topoisomerase 2 (TOP2) wird dadurch unterstrichen, dass top2 Mutanten
der verschiedensten Organismen embryoletal oder entwicklungsdefizient sind (Wasserman & Wang,
1994; Akimitsu et al., 2003; Singh et al., 2008; Mengoli et al., 2014). Topoisomerasen sind einerseits
essentiell, stellen aber andererseits auch eine Bedrohung fiir die Genomintegritat dar, da das temporére
Reaktionsintermediat in welchem die Topoisomerase mit der DNA uber eine Phosphodiesterbindung
verkniipft ist, spontan stabilisiert werden kann und so die Re-Ligation des DNA-R{ckgrats verhindert
wird. Durch ihre Fahigkeit DSB in der DNA zu induzieren, stellt die fehlerhafte Reaktion von TOP2
eine groRe Bedrohung dar, da dann ein komplexer DNA-Schaden entsteht, in welchem die
Topoisomerase mit der DNA an dem induzierten DSB kovalent verbunden bleibt. Um diesen Schaden
zu beheben muss zundchst der Proteinteil entfernt werden und anschlielend der weiterhin bestehende
DSB geschlossen werden. Wenn kovalente TOP2cc nicht rechtzeitig vor der Replikation repariert
werden, kann es zu Mutationen, Chromosomentranslokationen und Chromosomenbriichen kommen die
schlieBlich zum Zelltod fiihren kdnnen (Felix et al., 2006; Deweese & Osheroff, 2009).

Im Rahmen dieser Arbeit konnten durch Sensitivitatsanalysen die Hauptreparaturwege der pflanzlichen
TOP2cc Reparatur beschrieben werden. Durch Cas9 vermittelte Mutagenese konnten weiterhin
Mutanten mit einem Defekt in dem pflanzlichen Homologs des TOP2cc Reparaturfaktors Tyrosyl-DNA-
Phosphodiesterase 2 (TDP2) etabliert und untersucht werden. Des Weiteren konnte die Rolle der
kirzlich charakterisierten Protease WSS1A bei der Erhaltung der pflanzlichen Genomstabilitat naher

definiert werden.
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4.1 CHARAKTERISIERUNG VON TDP2 MUTANTEN

Die Tyrosyl-DNA-Phosphodiesterase 2 (TDP2) wurde in S&ugern bereits als ein wichtiger Faktor der
TOP2cc Reparatur identifiziert. Der Funktionsmechanismus beruht auf der Hydrolyse der
Phosphodiesterbindung zwischen TOP2 und der DNA (Cortes Ledesma et al., 2009). Durch
phylogenetische Analysen konnte auch in Arabidopsis ein Homolog von TDP2 identifiziert werden,
deren genaue Funktion in der pflanzlichen DNA Reparatur aber noch grofitenteils unbekannt ist
(Confalonieri et al., 2014). Durch die CRISPR/Cas vermittelter Mutagenese wurden im Rahmen dieser
Arbeit pflanzliche tdp2 Mutanten etabliert und charakterisiert. Durch Sensitivitats- und Epistasis
Analysen konnte AtTDP2 anschlieBend in das pflanzliche DPC-Reparaturnetzwerk eingeordnet werden.

Dabei konnte AtTDP2 eine spezifische Rolle in der TOP2cc Reparatur zugewiesen werden.

4.1.1 CRISPR/Cas vermittelte Mutagenese von TDP2

Zur funktionellen Charakterisierung von TDP2 wurden im Rahmen dieser Arbeit, durch die
Verwendung des CRISPR/Cas Systems, Mutationen in TDP2 eingefligt. Das CRISPR/Cas System ist
ein etabliertes System, welches in zahlreichen Organismen zu Mutagenesezwecken genutzt wird (Bhaya
et al., 2011; Doudna & Charpentier, 2014; Puchta & Fauser, 2014). Es handelt sich hierbei um ein
angepasstes System, welches urspriinglich der adaptiven Immunabwehr von Bakterien entstammt. Das
daraus abgeleitete synthetische System zur zielgerichteten Mutagenese verfiigt Giber eine Cas9 Nuklease
die an eine programmierbare sgRNA gekoppelt ist, welche die Cas9 Nuklease zielgenau zu der
ausgewahlten DNA-Stelle, dem protospacer, fiihrt. Das Cas9-Protein induziert dann 3 bp downstream
des protospacer adjacent motifs (PAM), der Erkennungssequenz vor dem protospacer, einen DSB, der
dann durch den in hoheren Eukaryoten vorherrschenden Mechanismus des fehlerbehafteten NHEJ
repariert wird. Bei diesem Prozess kommt es in der Zielsequenz dementsprechend haufiger zu
Mutationen, in Form von kleineren Insertionen oder Deletionen (Puchta & Fauser, 2014). Aufgrund der
verbesserten Mutageneseeffizienz wurde im Rahmen dieser Arbeit das Cas9-Ortholog von S. aureus
verwendet (Steinert et al., 2015). Durch die Verwendung von zwei sgRNAS sollte durch das simultane
Einflhren von zwei DSBs eine grof3e Deletion in TDP2 generiert werden, da durch diese Methode in
vorherigen Arbeiten bereits ganze DNA-Abschnitte innerhalb eines Chromosoms deletiert werden
konnten (Schmidt et al., 2019). Hierfur wurden in zwei Ansétzen je eine Zielsequenz vor, und eine nach
der funktionellen Endonuklease/Exonuklease/Phosphatase Doméne von TDP2 gewahlt. Zur schnelleren
Etablierung von Doppelmutanten, welche in Epistasis-Analysen untersucht werden sollten, wurden die
jeweiligen Konstrukte nicht nur in den Wildtyp, sondern auch in tdpl und wss1A Mutantenlinien
eingebracht. Erste Analysen in der T2-Generation zeigten jedoch, dass mit keinem der beiden Ansatze
eine groRe Deletion in TDP2 generiert werden konnte. Durch nachfolgende HRM-Analysen konnte
detektiert werden, dass nur an einer der vier ausgewahlten Zielsequenzen effizient geschnitten wurde.

Die entsprechende Zielsequenz (PS1) befand sich im ersten Exon kurz nach den zwei Zinkfinger-
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RanBP2 Doménen aber noch vor der prognostizierten Kernlokalisationssequenz (nuclear localization
signal, NLS) und vor der funktionellen Endonuklease/Exonuklease/Phosphatase Domane (Abbildung
3.1). Die Zinkfinger-RanBP2-Domanen gehdren einer Klasse von RNA-Bindungsdoménen an, weshalb
vermutet wird, dass pflanzliche TDP2 Homologe an der mRNA Regulation beteiligt sind (Nguyen et
al., 2011; Confalonieri et al., 2014). Anstatt der Zinkfinger RanBP2-Domanen verfligt HSTDP2 Uber
eine  UBA (ubiquitin associated) -Domane, fir welche unabhangig von der funktionellen
Endonuklease/Exonuklease/Phosphatase Domane eine Funktion in der rRNA Biogenese nachgewiesen
werden konnte (Vilotti et al., 2012). Es wurde daher gemutmaft, dass TDP2 durch die Zinkfinger-
RanBP2 Doménen eine dhnliche Funktion erflllen kénnte (Confalonieri et al., 2014). Sowohl fiir die
Funktion als Tyrosyl-DNA-Phosphodiesterase, als auch fiir die Funktion in der mRNA Prozessierung
musste sich TDP2 jedoch im pflanzlichen Zellkern befinden. Fir den Transport in Zellkern bedarf es
einer intakten NLS, da diese den Eintritt vermittelt (Mattaj & Englmeier, 1998). Da PS1 jedoch noch
vor der NLS lokalisierte und sich zwischen PS1 und der NLS kein alternatives Startcodon mehr befand,
kann davon ausgegangen werden, dass im Falle einer frameshift Mutation an der Zielsequenz nur ein
kleines Restprotein von TDP2 synthetisiert werden kann, welches aber keine weitere Funktion erfullt,
da es nicht an seinen Zielort gelangen kann und auch nicht tber die funktionelle Doméne verfugt. Aus
diesem Grund wurden frameshift Mutationen an PS1 fur geeignet befunden um zu einem vollstandigen
Funktionsverlust von TDP2 zu fihren. Auf diese Weise wurden zwei tdp2 Mutantenlinien im Wildtyp
Hintergrund generiert, eine mit einer 5 bp Deletion (tdp2-1) und eine mit einer 1 bp Insertion (tdp2-2).
Im tdpl Hintergrund wurde die gleiche Mutation wie bei tdp2-2 generiert (tdp2-3) und im wss1A
Hintergrund wurde eine Mutante mit einer 1 bp Deletion (tdp2-4) etabliert. Um sicherzustellen, dass die
generierten Mutationen auch nach dem SpleiRen erhalten bleiben, wurde die Gesamt RNA aus den
jeweiligen Mutanten isoliert, die mRNA in cDNA umgeschrieben und anschlielend sequenziert. Alle
Mutationen konnten auch auf dem mRNA Level nachgewiesen werden (Abbildung 3.2). Fir jede der
Mutationen konnte gezeigt werden, dass sie zu einer Verschiebung des Leserastes fiihrt, wodurch ein
verfriihtes Stopcodon entsteht. Dies bewirkt einen verfriihten Translationsstopp, weshalb nur ein kleiner
Teil des Proteins synthetisiert werden kann. Durch die anschlieRende Untersuchung der verschiedenen
Mutantenlinien konnte die Funktion von TDP2 in der pflanzlichen DNA-Reparatur erstmals genauer

charakterisiert werden.

4.1.2 Die Rolle von TDP2 in der somatischen DNA Reparatur

Zur Charakterisierung der beiden tdp2 Einzelmutanten, wurden diese zunéchst auf phé&notypische
Unterschiede zum Wildtyp untersucht. Die beiden tdp2 Mutanten wiesen sowohl hinsichtlich ihres
Wuchsphénotyps, als auch ihrer Wurzelldnge den gleichen Phanotyp auf und unterschieden sich dabei
nicht vom Wildtyp (Abbildung 3.3). Ahnliche Beobachtungen konnten auch bei Mausen mit einer

homozygoten Mutation in TDP2 gemacht werden. Auch diese wiesen keine offensichtlichen
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phénotypischen Auffélligkeiten auf (Gomez-Herreros et al., 2013). Im Menschen resultiert der
vollstdndige Funktionsverlust von TDP2 dagegen in einer seltenen neurodegenerativen Erbkrankheit,
der spinocerebellaren Ataxie mit axonaler Neuropathie 23 (SCAN23), welche assoziiert ist mit
Epilepsie, geistiger Behinderung, Sprachverzégerung und verschiedenen kdrperlichen Anomalien
(Zagnoli-Vieira et al., 2018; Ciaccio et al., 2019; Errichiello et al., 2020). Hierbei wird vermutet, dass
die Akkumulation von unprozessierten kovalenten TOP2cc eine endogene Bedrohung fir die
Gentranskription und fur die normale neuronale Entwicklung darstellt (Gémez-Herreros et al., 2014).
Da fiir das menschliche TDP2 Homolog eine 5°-Phosphodiesterase-Aktivitat nachgewiesen wurde, mit
welcher es spezifisch die Bindung zwischen TOP2 und der DNA hydrolysieren kann, wurde untersucht
ob das pflanzliche Homolog ebenfalls eine Funktion in der Reparatur von TOP2cc hat (Cortes Ledesma
et al., 2009). Zu diesem Zweck wurde die Sensitivitat der tdp2-Mutanten gegeniiber dem Genotoxin
Etoposid (Eto) getestet. Eto kann sowohl als Enzymgift, als auch als Enzyminhibitor wirken (Gibson et
al., 2016). Als Gift stabilisiert es durch die Abkopplung wichtiger katalytischer Reste das
Reaktionsintermediat von TOP2 und der DNA, wodurch die Re-Ligation verhindert wird und kovalente
TOP2cc entstehen (Bender et al., 2008). Als Inhibitor interagiert Eto mit dem katalytischen Zentrum
von TOP2 und vermindert so die Anzahl der aktiven TOP2cc (Gibson et al., 2016). Um die Sensitivitat
der tdp2 Mutanten gegen Eto zu testen, wurde die Anzahl toter Zellen im Wurzelmeristem vor und nach
der Behandlung mit Eto ermittelt. Das Wurzelmeristem ist ein sich schnell teilendes Gewebe, weshalb
es besonders empfindlich auf replikative Schaden reagiert, da diese eine Verzogerung des Zellzyklus
bewirken kénnen. Ein schnelles Wachstum ist in der Natur aber von grof3er Bedeutung, weshalb es von
Vorteil sein kann, wenn Zellen den programmierten Zelltod eingehen anstatt den Schaden zeitaufwendig
zu reparieren (Fulcher & Sablowski, 2009). Eine erhéhte Anzahl toter Zellen im Wurzelmeristem
korreliert daher mit einer verstarkten Akkumulation replikativer Schaden. Die Eto-Sensitivitatsanalyse
zeigte, dass beide tdp2 Mutanten eine erhohte Anzahl toter Zellen nach der Behandlung mit Eto
aufwiesen, und somit sensitiv auf Eto reagierten, wohingegen der Wildtyp keine Sensitivitat aufwies
(Abbildung 3.4). Da beide tdp2 Mutanten dieselbe Sensitivitat gegen Eto aufwiesen, kann diese als
spezifisch fir die Mutation in TDP2 gedeutet werden. Das bedeutet, dass TDP2 auch in Pflanzen in die
TOP2cc Reparatur involviert ist. Da die erfolgreiche TOP2cc Reparatur durch TDP2 eine aktive 5°-

Phosphodiesterase-Aktivitat bendtigt, scheint diese in Pflanzen funktionell konserviert zu sein.

Die Phosphodiesterase-Aktivitdt von humanem TDP2 wurde urspringlich in einem heterologen
Komplementationsscreening von TOP1cc-Reparaturdefizienten Hefezellen identifiziert. Die heterologe
Expression von HsTDP2 bewirkte eine Suppression der Sensitivitat gegen CPT in Hefezellen, die einen
simultanen Defekt in den TOP1cc Reparaturfaktoren Tdpl und Radl aufwiesen (Cortes Ledesma et al.,
2009). Da CPT spezifisch das Reaktionsintermediat von TOP1 stabilisiert und dadurch die Re-Ligation
des DNA-Rickgrats verhindert, wurde daraus geschlossen, dass HSTDP2 in die TOPlcc Reparatur
involviert ist. Zur weiteren Untersuchung wurde die Phosphodiesterase-Aktivitat durch in vitro

Versuche getestet (Hsiang et al., 1989; Cortes Ledesma et al., 2009). Dabei konnte nachgewiesen
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werden, dass HsTDP2 sowohl iiber eine starke 5°-Phosphodiesterase-Aktivitét, als auch Uber eine
schwichere 3‘-Phosphodiesterase-Aktivitat verfugt (Cortes Ledesma et al., 2009). Bei nachfolgenden
in vivo Versuchen in Zellkulturen und in Méusen, konnte gezeigt werden, dass TDP2 nur als back-up,
in Abwesenheit von TDP1, in die TOP1cc Reparatur involviert ist. TDP27 Einzelmutanten wiesen keine
Sensitivitat gegen CPT auf, aber der simultane Verlust von TDP1 und TDP2 fiihrte zu einem
synergistischen Effekt, da die Doppelmutante eine starkere Sensitivitat gegen CPT als die TDP1”
Einzelmutante aufwies (Zeng et al., 2012). Um zu Oberprifen ob TDP2 eine dhnliche Funktion in der
pflanzlichen TOP1cc Reparatur einnimmt, wurden Sensitivitatsanalysen mit der tdp2 Einzelmutante und
Doppelmutanten, die einen simultanen Defekt in TDP2, sowie auch in entweder TDP1, MUS81 oder
WSS1A aufwiesen, durchgefiihrt. Fir diese Faktoren konnte bereits nachgewiesen werden, dass sie in
die pflanzliche TOP1cc Reparatur involviert sind. TOP1cc werden in Pflanzen bevorzugt durch die
Endonuklease MUSB81 prozessiert, aber auch die Proteolyse des Proteinanteils durch WSS1A stellt einen
wichtigen Reparaturweg dar. Die Hydrolyse der 3°-Phosphodiesterbindung zwischen TOP1 und der
DNA durch die Tyrosyl-DNA-Phosphodiesterase 1 (TDP1) stellt, im Gegensatz zur TOP1cc Reparatur
in Vertebraten, nur einen back-up Mechanismus bei der Reparatur von pflanzlichen TOPlcc dar
(Enderle et al., 2019). Da TDP2 in Saugern nur in Abwesenheit des TOP1cc Reparaturfaktor TDP1 in
die TOPlcc Reparatur involviert ist, wurden die jeweiligen Einzelmutanten und die CRISPR/Cas
generierte tdp2 tdpl Doppelmutante einer CPT-Sensitivititsanalyse unterzogen. Weder die tdp2
Einzelmutante, noch die tdp2 tdpl Doppelmutante zeigten jedoch eine Sensitivitdt gegen CPT, was
bedeutet, dass TDP2 keine direkte Funktion in der pflanzlichen TOP1cc Reparatur hat und dass TDP1
und TDP2 sich auch nicht gegenseitig in der TOP1cc Reparatur komplementieren kénnen (Abbildung
3.7). Da TDP1 nur eine untergeordnete Funktion in der pflanzlichen TOP1cc Reparatur einnimmt, wurde
im ndchsten Schritt untersucht, ob TDP2 in die TOP1cc Reparatur involviert ist, wenn einer der TOP1cc
Hauptreparaturfaktoren, MUS81 oder WSS1A, fehlt. Uber eine potentielle genetische Interaktion von
TDP2 und den anderen beiden Faktoren war bislang auch nichts von anderen Organismen bekannt.
Wahrend die tdp2 wss1A Doppelmutante in dem gleichen Cas9 vermittelten Mutagenese Ansatz wie die
tdp2 Einzelmutante generiert wurde, wurde die tdp2 mus81 Doppelmutante nachfolgend durch
Kreuzung generiert. Bei der anschlieBenden CPT-Sensitivitatsanalyse der tdp2 mus81 und der tdp2
wss1A Doppelmutantenlinien wurde jedoch ersichtlich, dass die Sensitivitdt der jeweiligen
Doppelmutanten stehts auf dem Niveau der entsprechenden TOP1cc-Reparaturdefizienten
Einzelmutante lag (Abbildung 3.10 und 3.13). Beide Doppelmutantenlinien zeigten dementsprechend
keinen synergistischen Effekt, was bedeutet, dass TDP2 auch in Abwesenheit von MUS81 oder WSS1A
nicht in die TOP1cc Reparatur involviert ist. Das bedeutet, dass AtTDP2, im Gegensatz zu HsTDP2,
keine Rolle in der TOP1cc Reparatur spielt und auch nicht als back-up Mechanismus fungieren kann,
wenn einer der Hauptreparaturfaktoren abwesend ist. Somit scheint das pflanzliche TDP2 Homolog

spezifisch in der TOP2cc Reparatur zu agieren.
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4.2 ALLGEMEINE MECHANISMEN DER TOP2CcC REPARATUR

Im Gegensatz zur Reparatur von nicht-enzymatischen DPCs und TOP1ccs waren die grundlegenden
Reparaturmechanismen der TOP2cc Reparatur in Pflanzen bisher noch unbekannt. Dabei stellen
TOP2cc einen besonders komplexen Schaden dar, der eine Reparatur in mehreren Schritten bedarf, da
zuné&chst der Proteinanteil entfernt werden muss, bevor der verbleibende DSB geschlossen werden kann.
Da TOP2cc mit einem DSB assoziiert sind, besteht die Gefahr von Chromosomenfragmentationen,
welche die Umstrukturierung des Genoms bewirken konnen (Felix et al., 2006; Deweese & Osheroff,
2009). In der vorliegenden Arbeit wurde daher untersucht, ob die bereits bekannten DPC-
Reparaturfaktoren TDP1, MUS81 und WSS1A an der TOP2cc Reparatur beteiligt sind. Durch die
Charakterisierung von tdp2 Mutanten, konnte bereits ein Faktor identifiziert werden, der zur Reparatur
von TOP2cc beitragt. Um die genaue Interaktion von TDP2 mit den restlichen DPC-Reparaturfaktoren
in der TOP2cc Reparatur zu entschliisseln, wurden auBerdem Epistasis Analysen mit entsprechenden
Doppelmutantenlinien durchgefiihrt. Durch die Behandlung mit dem TOP2cc induzierenden Genotoxin
Eto, konnte definiert werden, welche Faktoren neben TDP2 zur Entfernung von TOP2 beitragen. Dabei
konnte neben TDP2 vor allem der Protease WSS1A eine Rolle in der TOP2cc Reparatur zugewiesen
werden. Durch nachfolgende Eto-Sensitivitatsanalysen mit Mutanten, die sowohl einen Defekt in einem
TOP2cc Hauptreparaturfaktor, als auch einen weiteren Defekt in entweder dem aNHEJ Faktor POLQ),
oder dem cNHEJ Faktor L1G4 aufwiesen, konnte auRerdem entschliisselt werden, wie der verbleibende

DSB nach der Entfernung von TOP2 in Pflanzen repariert wird.

4.2.1 Die Entfernung von TOP2

Um zu untersuchen, welche der bereits bekannten DPC-Reparaturfaktoren neben TDP2 an der Reparatur
von TOP2cc beteiligt sind, wurden die einzelnen Mutantenlinien mit Defekten in MUS81, TDP1 und
WSS1A auf ihre Empfindlichkeit gegeniiber dem TOP2cc induzierenden Genotoxin Eto getestet.
Hierfiur wurde die Anzahl toter Zellen im Wurzelmeristem in unbehandeltem Zustand, sowie nach der
Behandlung mit Eto ermittelt. Wéhrend die tdp1- und die tdp2-Einzelmutantenlinien im unbehandelten
Zustand keine abgestorbenen Zellen pro Wurzel aufwiesen, zeigten die mus81l- und wss1A-
Einzelmutantenlinien bereits im unbehandelten Zustand eine deutlich erhdhte Anzahl abgestorbener
Zellen pro Wurzel (Abbildung 3.5). Dies steht im Einklang mit friiheren Analysen der entsprechenden
Einzelmutantenlinien und deutet darauf hin, dass sowohl WSS1A als auch MUS81 sehr wichtige
Reparaturfaktoren sind, die fur die Beseitigung von hdufig auftretenden endogenen DNA-Schaden
erforderlich sind (Enderle et al., 2019). Im Fall von WSS1A wurde postuliert, dass dies auf endogen
auftretende DPCs beschrénkt ist, wahrend MUS81 die Toleranz gegenuber verschiedenen Arten von
DNA-Schédden, wie DPCs, Inter- und Intrastrang-crosslinks oder Alkylierungs-asssoziierten DNA-
Schéden, férdern kann (Hartung et al., 2006; Mannuss et al., 2010; Enderle et al., 2019). Bei der

Behandlung mit Eto wiesen neben der tdp2 Mutante nur die wss1A und mus81 Mutanten eine verstarkte
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Sensitivitat auf, wéhrend die tdp1 Mutante keine Sensitivitét zeigte. Dies deutet darauf hin, dass WSS1A
und MUS8L in die TOP2cc Reparatur involviert sind, wahrend TDP1 nicht direkt beteiligt zu sein
scheint. Die Vermutung, dass WSS1A an der TOP2cc-Reparatur beteiligt ist, steht im Einklang mit
Studien in Hefezellen und menschlichen Zellkulturen, in denen Zellen, die einen Defekt in den
funktionellen Homologen ScWss1 und HsSPRTN hatten, eine erhohte Empfindlichkeit gegeniiber Eto
aufwiesen (Lopez-Mosqueda et al., 2016; Serbyn et al., 2020). Da es sich bei WSS1A um eine Protease
mit einer breiten Substratspezifitat handelt, sollte die Proteinstruktur von TOP2 auch kein Hindernis fur
die WSS1A vermittelte Proteolyse darstellen. Es konnte vielmehr gezeigt werden, dass spezifische
aktivierende DNA-Strukturen, welche Unterbrechungen in der doppelstrangigen DNA aufweisen, fiir
die Selektivitat des funktionellen Homologs SPRTN bendtigt werden. Die Selektivitdt wird dadurch
gegeben, dass SPRTN (ber zwei verschiedene DNA-Bindestellen verfugt, von denen eine
doppelstrédngige und die andere einzelstrangige DNA erkennt. Da bei TOP2cc diese Unterbrechungen
in der doppelstréngigen DNA gegeben sind, wird vermutet, dass die DPC-Proteasen der SPRTN/Wss1
Familie in der Lage sein sollten, diesen spezifischen DPC zu prozessieren (Reinking et al., 2020Db).

In Bezug auf die TOP2cc Reparatur durch TDP2, gab es jedoch noch keine Informationen dar(ber, ob
TDP2 und WSS1A und ihre jeweiligen Homologe in demselben oder in unabhangigen Wegen der
TOP2cc-Reparatur agieren. Fir HsSTDP2 konnte gezeigt werden, dass es den TOP2cc nur nach
vorheriger Proteolyse von TOP2 durch das Proteasom, oder nach einer durch die SUMO-E3-Ligase
ZNTA451/ZATT vermittelten Konformationsidnderung von TOP2cc auflésen kann, da die 5°-
Phosphodiesterbindung sonst nicht zuganglich ist (Gao et al., 2014; Schellenberg et al., 2017). Es wurde
auflerdem postuliert, dass die TDP2-vermittelte Hydrolyse der crosslink-Bindung der einzige Weg ist,
TOP2cc in Abwesenheit des Proteasoms aufzulésen (Zagnoli-Vieira & Caldecott, 2017). Daher wére es
mdoglich, dass WSS1A, &hnlich wie das Proteasom, eine Funktion beim Abbau von TOP2 vor der TDP2-
vermittelten Hydrolyse haben kénnte. Um diese Hypothese zu untersuchen, wurden eine tdp2 wss1A
Doppelmutante generiert und charakterisiert. Der Wuchsphanotyp der Doppelmutante fiel im Vergleich
zur wss1A Einzelmutante durch eine reduzierte Wuchshohe auf. Auch die Wurzeln der Doppelmutante
waren im Vergleich zur wss1A Mutante signifikant reduziert in ihrer Lange (Abbildung 3.12). Da das
Wurzelmeristem durch seine starke Teilungsrate sehr empfindlich auf replikative Schaden reagiert, kann
aus dieser Beobachtung bereits geschlossen werden, dass sich WSS1A und TDP2 in der replikativen
DNA-Reparatur, zumindest teilweise, gegenseitig kompensieren kdnnen. Mit einer nachfolgenden Eto-
Sensitivitatsanalyse wurde tberprift, ob die beiden Faktoren einen gemeinsamen, oder parallele Wege
der TOP2cc Reparatur definieren. Nach der Behandlung mit Eto, wiesen die Wurzeln der tdp2 wss1A
Doppelmutante einen synergistischen Effekt, mit signifikant mehr toten Zellen als beide
Einzelmutantenlinien auf (Abbildung 3.13). Diese verstarkte Sensitivitdt gegen Eto deutet daraufhin,
dass die beiden Faktoren unabhangig voneinander in der TOP2cc Reparatur agieren, und somit parallele
Wege der TOP2cc Reparatur definieren. Entsprechend der enzymatischen Aktivitat vermittelt WSS1A

vermutlich die proteolytische Degradation von TOP2 und hinterlasst dabei kleine Peptidreste an den 5'-
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Enden des DSB, wéhrend TDP2 in einem weiteren Reparaturweg die Phosphodiesterbindung zwischen
TOP2 und der DNA hydrolysiert und dabei einen glatten DSB mit Phosphatresten an den 5'-Enden
generiert (GOmez-Herreros et al., 2013; Stingele et al., 2014).

Im Gegensatz zu WSS1A, ist von MUS81 auch aus anderen Organismen noch nichts tiber die Funktion
in der TOP2cc Reparatur bekannt. Die verstarkte Sensitivitdt der mus81 Mutante in der Eto-
Sensitivitatsanalyse, war jedoch ein erster Hinweis, dass MUS81 in die TOP2cc Reparatur involviert
sein konnte. Da in der ersten Sensitivitdtsanalyse die Anzahl toter Zellen nach der Behandlung mit Eto
innerhalb der verschiedenen Versuchsansatze stark variierte, konnte noch kein eindeutiger Ruickschluss
gezogen werden. Um zu untersuchen, ob MUS81 in Abwesenheit von TDP2 eine stérkere Funktion in
der TOP2cc Reparatur erfillt, wurde eine tdp2 mus8l Doppelmutante etabliert und analysiert.
Hinsichtlich des Wuchsphéanotyps und der Wurzellange konnten keine Unterschiede zwischen der
Doppelmutante und den Kontrollen, im speziellen der mus81 Einzelmutante, festgestellt werden
(Abbildung 3.9). Dies weist bereits darauf hin, dass MUS81 und TDP2 den Verlust des jeweilig anderen
Faktors, in der replikativen DNA Reparatur, nicht kompensieren kdnnen. In der nachfolgenden Eto-
Sensitivitatsanalyse zeigte die Doppelmutante zwar eine héhere Anzahl an toten Zellen nach
Behandlung mit Eto, als beide Einzelmutanten, diese ging jedoch nicht (ber einen additiven Effekt
hinaus (Abbildung 3.11). Dieser kdnnte ein Resultat der Mutation in MUS81, welche bereits eine erhthte
Anzahl an toten Zellen im Normalzustand bewirkt, und der zusatzlichen Abwesenheit von TDP2 sein,
welche in einer verstarkten Sensitivitit gegen Eto resultiert und somit eine erhdhten Anzahl an toten
Zellen nach Behandlung mit Eto bewirkt. Die mus81 Einzelmutante zeigte bei dieser Analyse keine
signifikante Sensitivitat gegen Eto. Da die Ergebnisse der verschiedenen Versuchsansétze bei dieser
Sensitivitatsanalyse konstanter waren, weist dies auf eine eher untergeordnete Funktion von MUS81 bei
der TOP2cc Reparatur hin. Der allgemeine Wirkmechanismus von MUS81 bei der DPC-Reparatur
besteht entweder in der Spaltung blockierter Replikationsgabeln, wodurch nachgeschaltete DSB-
Reparaturwege aktiviert werden, oder in der Aufldsung von Rekombinationsintermediaten, die nach der
Replikationsgabelregression und dem anschliefenden Neustart der Replikationsgabel entstehen kénnen
(Abbildung 1.5) (Regairaz et al., 2011; Pardo et al., 2020). Bei der Spaltung von Replikationsgabeln
durch MUS81, wurde lange vermutet, dass der dabei entstehende einseitige DSB durch Mechanismen
der Homologen Rekombination (HR) wieder repariert wird. Im Rahmen dieser Arbeit konnte jedoch
gezeigt werden, dass MUS81 und der aNHEJ Faktor POLQ in Pflanzen in einem gemeinsamen Weg der
TOP1cc Reparatur agieren, da beide Einzelmutanten und die Doppelmutante eine starke Sensitivitat
gegen CPT aufwiesen, die auf einem vergleichbaren Niveau lag (Abbildung 3.21). Das bedeutet, dass
der einseitige DSB der durch MUS81 an der blockierten Replikationsgabel induziert wird, durch das
aNHEJ wieder geschlossen wird. Dieses Ergebnis stimmt mit Studien in humanen Zellkulturen tberein,
in welchen gezeigt werden konnte, dass die Abwesenheit von POLQ zu einer verstarkten Sensitivitat
gegen Genotoxine, die Replikationsstress verursachen, fihrt (Wang et al., 2019). Auch in Arabidopsis

konnte bereits gezeigt werden, dass POLQ fiir die Reparatur von replikationsassoziierten DSB zustandig
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ist (Nisa et al., 2021). Entsprechend dem TOP1cc Reparaturmodell von Regairaz et al., 2011, wiirde
MUS81 die Replikationsgabel schneiden um die Torsionsspannung aufzul6sen und dabei einen
einseitigen DSB erzeugen (Regairaz et al., 2011). Dieser wird durch die konvergierende
Replikationsgabel zu einem zweiseitigen DSB (Wang et al., 2019). Die 5¢-Enden dieses zweiseitigen
DSB sind durch die verstarkte Aktivitdt des MRN-Komplexes in der S- und G2- Phase vermutlich
resektiert, wodurch in den 3‘-Uberhéngen des DSBs Mikrohomologie in beiden Strangen freigelegt
werden, welche die DSB Reparatur durch aNHEJ beglinstigen (Escribano-Diaz et al., 2013; Chang et
al., 2017). Die Mikrohomologien kénnen sich gemall dem aNHEJ Weg in Folge aneinanderlagern und
die heterologen 3‘-Uberhénge, an welchen sich, falls er nicht durch alternative Faktoren wie WSS1A
und TDP1 entfernt wurde, noch der TOP1cc befinden sollte, kdnnten dann durch Nukleasen entfernt
werden (Chang et al., 2017). Aufgrund der Féhigkeit 3°-flaps zu schneiden, wére es auch moglich, dass
der heterologe 3‘-Uberhang mit dem TOP1cc, durch MUS81 geschnitten wird (Geuting et al., 2009).
Da bei einem TOP2cc beide DNA Strange betroffen sind, sind ware die Aktivitat von MUS81 bei
Induktion eines DSB in der Replikationsgabel vermutlich wenig sinnvoll, da der andere Strang dann
immer noch beschadigt wére und dann statt einem, gleich zwei zu reparierende DSB vorliegen wiirden.
Anders als bei den TOP1cc wéare MUS81 auch nicht in der Lage den TOP2cc nochmals nachfolgend zu
prozessieren, da es nicht iiber die Fahigkeit verfiigt 5°-flaps zu schneiden. Bei dem alternativen TOP1cc
Reparaturmodell nach Pardo, l6st MUS81 Rekombinationsintermediate auf, die bei der
Wiederherstellung der Replikationsgabel nach der HR entstehen kdnnen (Pardo et al., 2020). Dieses
Modell scheint in Pflanzen zwar unwahrscheinlich als Hauptreparaturmodell von MUS81, da die HR
nur eine untergeordnete Funktion bei der DSB Reparatur spielt (Puchta, 2005). Doch falls MUS81 eine
Funktion in der TOP2cc Reparatur einnimmt, waére es wahrscheinlicher, wenn diese eher in der

nachfolgenden DSB Reparatur liegt.

Obwohl die tdpl Einzelmutante keine Sensitivitat gegen Eto zeigte, sollte sie auch in diesem Fall auf
eine potentielle back-up Funktion Gberprift werden, da in Vertebraten und in Hefe bereits demonstriert
wurde, dass TDP1 partiell in die Reparatur von TOP2cc involviert ist. TOP2 (berexprimierende
Hefezellen mit einer Mutation in Tdpl wiesen bereits eine erhéhte Sensitivitat gegen Eto auf, die noch
mehr verstarkt wurde, wenn Faktoren des NHEJ oder der postreplikativen DNA-Reparatur ebenfalls
abwesend waren (Nitiss et al., 2006). Auch Huhnerzelllinien mit einem Defekt in TDP1 zeigten eine
erhdhte Sensitivitat gegen Eto (Murai et al., 2012). Um zu berpriifen ob TDP1 in Abwesenheit von
TDP2 eine Funktion in der pflanzlichen TOP2cc Reparatur einnimmt, wurde eine entsprechende
Doppelmutantenlinie generiert und analysiert. Ph&notypisch wies die Doppelmutante, wie auch die
beiden Einzelmutanten, keine Aufféalligkeiten auf (Abbildung 3.6). Bei der nachfolgenden Eto-
Sensitivitatsanalyse entsprach die Sensitivitat der Doppelmutante dem Niveau der tdp2 Einzelmutante
(Abbildung 3.8). Dies bedeutet, dass TDP1 auch in Abwesenheit von TDP2 nicht in die TOP2cc
Reparatur involviert ist. Auch in menschlichen Zellkulturen mit einem simultanen Defekt in HSTDP1

und HsTDP2 konnte kein synergistischer Effekt bezliglich der Eto-Sensitivitat beobachtet werden (Zeng
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et al.,, 2012). Es konnte allerdings in in vitro Analysen nachgewiesen werden, dass rekombinant
exprimiertes HSTDP1 iiber eine schwache 5°-Phophodiesteraktivitit verflgt (Murai et al., 2012).
Weiterhin wurde gezeigt, dass die Uberexpression von HsTDP1 in menschlichen Zellkulturen in einer
verstarkten Resistenz gegen Eto resultiert (Barthelmes et al., 2004). Daher wére es mdglich, dass
AtTDP1 ebenfalls iiber eine schwache 5°-Phosphodiesteraktivitét verfugt und in Abwesenheit weiterer
TOP2cc Reparaturfaktoren als back-up fungieren kann. Insgesamt scheint TDP1 flr eine funktionelle

TOP2cc Reparatur jedoch entbehrlich zu sein.

4.2.2 Die DSB Reparatur nach der Entfernung von TOP2

Fur die DPC Reparaturfaktoren WSS1A und TDP2 konnte im Rahmen dieser Arbeit bereits gezeigt
werden, dass sie an der Reparatur von TOP2cc beteiligt sind. Entsprechend der bereits aus anderen
Organismen bekannten enzymatischen Aktivitat, hydrolysiert TDP2 wahrscheinlich die 5°-
Phosphodiesterbindung zwischen TOP2 und der DNA, wahrend WSS1A TOP2 proteolytisch degradiert
(Cortes Ledesma et al., 2009; Stingele et al., 2014). In beiden Fallen bleibt der DSB, mit dem TOP2
zuvor assoziiert war bestehen. Um zu Uberprifen wie die DSB-Intermediate jeweils nach der TDP2 und
der WSS1A vermittelten Entfernung von TOP2 wieder geschlossen werden, wurden Doppelmutanten
von tdp2 und wss1A mit der aNHEJ Mutante teb und der cNHEJ Mutante lig4 generiert und in Eto-
Sensitivitatsanalysen untersucht. Die Analysen zeigten, dass sowohl die teb, als auch die ligd
Einzelmutante bereits sensitiv auf Eto reagierten, was bedeutet, dass beide NHEJ Wege in die TOP2cc
Reparatur involviert sind. Die ligd Mutante wies unbehandelt nahezu keine toten Zellen auf, wohingegen
ligd Wurzeln, die mit Eto behandelt wurden durchschnittlich 10 tote Zellen zeigten (Abbildung 3.15 und
3.17). Die teb Mutante dagegen, wies bereits im unbehandelten Zustand eine erhéhte Anzahl von
durchschnittlich 7 toten Zellen auf und nach der Behandlung mit Eto waren durchschnittlich 12 tote
Zellen pro Wurzel sichtbar (Abbildung 3.16). Da die teb Mutante eine geringere Differenz an toten
Zellen nach der Behandlung mit Eto als die ligd Mutante aufwies, scheint die DSB Reparatur durch
cNHEJ eine etwas wichtigere Rolle, als die Reparatur durch aNHEJ in der TOP2cc Reparatur zu spielen.
In Bezug auf die Interaktion von TDP2 und den NHEJ Wegen, konnte gezeigt werden, dass sowohl die
lig4 tdp2, als auch die teb tdp2 Doppelmutante signifikant mehr tote Zellen als die tdp2 Einzelmutante
aufwiesen, was zundchst darauf hindeutet, dass beide NHEJ Wege parallel zu TDP2 in der TOP2cc
Reparatur agieren (Abbildung 3.15 und Abbildung 3.16). Da die lig4 tdp2 Doppelmutante jedoch
signifikant weniger tote Zellen aufwies, als die lig4 Einzelmutante, weist dies darauf hin, dass durch die
TDP2 vermittelte crosslink Hydrolyse DSB-Intermediate erzeugt werden, die bevorzugt durch cNHEJ
repariert werden. Durch in vitro Studien mit Zellextrakten aus embryonalen Maus Fibroblasten konnte
gezeigt werden, dass nach der TDP2 vermittelten Entfernung von TOP2 ein glatter DSB mit einem 4 bp
Uberhang, einer 5¢-Phosphat- und einer 3‘-OH-Gruppe, bestehen bleibt, der durch Ligation fehlerfrei

geschlossen werden kann (Gémez-Herreros et al., 2013). Da auch in Pflanzen bereits gezeigt werden
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konnte, dass ein Grofiteil der durch Cas9 induzierten DSBs fehlerfrei durch cNHEJ repariert werden
kann, kann angenommen werden, dass der glatte DSB nach der TDP2 vermittelten Entfernung von
TOP2 pradestiniert fur die fehlerfreie Ligation durch ¢cNHEJ ist (Schmidt et al., 2019). In der
Abwesenheit von TDP2 scheinen in Pflanzen dagegen andere Faktoren an der Entfernung von TOP2
beteiligt zu sein, welche DSB-Intermediate generieren, die nicht fur die Reparatur durch ¢cNHEJ
geeignet sind und dann bevorzugt durch aNHEJ geschlossen werden. Dies steht im Kontrast zu
bisherigen Erkenntnissen aus Studien in Vertebraten, welche zeigten, dass cNHEJ, unabhangig von
TDP2, der bevorzugte Weg zur Schliefung des DSB in der TOP2cc Reparatur ist. Im Gegensatz zu
Arabidopsis reagierten Hihnerzelllinien, die sowohl einen Defekt in TDP2 als auch in dem cNHEJ
Faktor KU70 aufwiesen, genauso sensitiv auf die Behandlung mit Eto, wie KU707 Einzelmutanten.
Dies wurde dadurch erklart, dass in Abwesenheit von TDP2 Nukleasen den TOP2cc prozessieren und
der dabei resultierende DSB anschliefend durch einen fehlerhaftes cNHEJ geschlossen wird, oder zu
einem geringeren Grad auch durch HR (Gomez-Herreros et al., 2013). Die Ergebnisse dieser Arbeit
weisen jedoch darauf hin, dass der aNHEJ Mechanismus in Pflanzen einen besonderen Stellenwert bei
der Reparatur von TOP2cc einnimmt.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Protease WSS1A unabhangig von TDP2 in die TOP2cc
Reparatur involviert ist. Nach der Proteolyse von TOP2 durch WSS1A bleiben voraussichtlich jedoch
kleine Peptidreste an den 5°-Enden des DSBs, welche eine direkte Ligation durch cNHEJ nicht
ermdglichen wiirden. Diese missten folglich zunéchst entfernt werden, bevor der verbleibende DSB
geschlossen werden kann. Durch in vitro Analysen mit Zellextrakten aus Vertebraten konnte gezeigt
werden, dass der MRN-Komplex unbedingt erforderlich ist, um sperrige 5'-Addukte von der DNA zu
entfernen (Deshpande et al., 2016; Liao et al., 2016). Pflanzen verfugen ebenfalls tber einen MRN-
Komplex, flr welchen bereits nachgewiesen wurde, dass er zur Entfernung des TOP2-ahnlichen SPO11-
Dimers wéhrend der Meiose beitragt (Puizina et al., 2004). Es ware daher schliissig, wenn der MRN-
Komplex in Pflanzen die Entfernung der 5°-Peptidreste, nach der WSS1A vermittelten Proteolyse von
TOP2, bewirken wirde. Da die Aktivitdt des MRN-Komplexes mit der Resektion der 5°‘-Enden
assoziiert ist, entsteht ein DSB mit 3*-Uberhangen, der das perfekte Intermediat fiir die Reparatur durch
aNHEJ darstellt (Garcia et al., 2011). Diese Hypothese stimmt mit den Ergebnissen von Studien in
Xenopus Eizelllinien Gberein, in welchen gezeigt werden konnte, dass der MRN-Komplex und aNHEJ
gemeinsam, in einem parallelen Weg zu TDP2, in der TOP2cc Reparatur agieren (Chandramouly et al.,
2021). Die Hypothese, dass der DSB nach der WSS1A vermittelten Proteolyse von TOP2 in Pflanzen
durch aNHEJ repariert wird, wird dadurch gestarkt, dass die lig4d wsslA Doppelmutante einen
synergistischen Effekt beztiglich ihrer Eto-Sensitivitat aufwies, was darauf hindeutet, dass WSS1A und
der cNHEJ Mechanismus in unterschiedlichen Wegen der TOP2cc Reparatur agieren (Abbildung 3.17).
Da der cNHEJ Mechanismus jedoch auch unabhdngig von TDP2 in die TOP2cc Reparatur involviert
ist, kann nicht ausgeschlossen werden, dass ein kleiner Teil der DSB-Intermediate die bei der WSS1A

vermittelten Proteolyse von TOP2 entstehen, auch durch fehlerhaftes cNHEJ repariert werden. Im
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Rahmen dieser Arbeit sollte zur Kontrolle dieser Hypothese auch eine teb wss1A Mutante auf ihre
Sensitivitdt gegen Eto untersucht werden. Diese wies jedoch Uberraschenderweise so starke
morphologische Defekte auf, dass sie keinen Sensitivitatsanalysen unterzogen werden konnte
(Abbildung 3.18 und 3.19). Durch weitere Analysen der wss1A Mutante wurde dieser Phanotyp im
Rahmen dieser Arbeit weiter untersucht und die Ergebnisse deuten darauf hin, dass dieser unabhéngig
von der jeweiligen Funktion der beiden Faktoren in der TOP2cc Reparatur auftritt (Erlauterung
Abschnitt 4.3). Durch die bereits vorliegenden Ergebnisse der TOP2cc Reparatur ist dennoch
anzunehmen, dass der DSB nach der WSS1A vermittelten Proteolyse durch das fehlerbehaftete aNHEJ
repariert wird, wahrend der glatte DSB, der durch die TDP2 vermittelte Hydrolyse der
Phosphodiesterbindung zwischen TOP2 und der DNA generiert wird, voraussichtlich fehlerfrei durch
cNHEJ geschlossen werden kann (Abbildung 4.1). Dementsprechend scheint TDP2 das Pflanzengenom
zu schitzen, indem es die fehlerfreie Reparatur von TOP2cc garantiert.
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Fehlerfreie Reparatur
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Entstehung von Deletionen

Abbildung 4.1: Modell der TOP2cc Reparatur in Pflanzen

Kovalente TOP2cc konnen in Pflanzen durch zwei unterschiedliche Wege repariert werden. TDP2 kann die
Phosphodiesterbindung zwischen TOP2 und der DNA hydrolysieren und somit einen glatten DSB mit einer 5°-Phosphat- und
einer 3‘-OH-Gruppe generieren. Dieser kann nachfolgend fehlerfrei durch den klassischen non-homologous end joining
(cNHEJ) Mechanismus geschlossen werden. Alternativ kann TOP2 durch die WSS1A vermittelte Proteolyse entfernt werden.
Dabei bleiben jedoch Peptidreste an den 5¢-Enden des DSB zurlick, welche zundchst durch den MRN-Komplex entfernt werden
miissen, wodurch ein DSB mit lingeren 3‘-Uberhdngen entsteht. Dieser wird anschlieRend durch den fehlerbehafteten
alternativen non-homologous end joining (aNHEJ) Weg repariert.
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Es ist jedoch noch unbekannt, wann welcher Reparaturweg eingeschlagen wird. Beziiglich der
Regulation von WSS1A, wurde in Hefe gezeigt, dass ScWss1 fiir seine enzymatische Aktivitat aktiviert
werden muss. Hierflir muissen die SIM-Domanen von ScWssl mit SUMO-Resten in Beriihrung
kommen. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die Interaktion mit der Zellzyklus-Segregase Cdc48 in
Hefezellen fur die Funktion von ScWssl notwendig ist (Stingele et al., 2014). Fur die Aktivitat von
HsTDP2 wurde hingegen postuliert, dass das Substrat ubiquitiniert vorliegen muss, damit es mit der
UBA-Doméne von TDP2 interagieren kann (Pommier et al., 2014). Ein Defekt in der UBA-Doméne
von HsTDP2 bewirkt eine starke Beeintrachtigung in der TOP2cc Reparaturfunktion. (Rao et al., 2016).
Ob dies auch fir die Aktivierung in Pflanzen zutrifft ist fraglich, da das pflanzliche Homolog tber zwei
Zinkfinger-RanBP2 Domanen statt einer UBA-Domane verfligt (Confalonieri et al., 2014). Doch auch
fur die Zinkfinger-RanBP2 Doménen konnte gezeigt werden, dass sie uber die Fahigkeit verfugen
Ubiquitin binden zu kénnen (Wang et al., 2003; Alam et al., 2004; Nguyen et al., 2011). Es ware daher
moglich, dass der TOP2cc fir die Funktion von AtTDP2 ubiquitiniert vorliegen muss. Durch in vitro
Studien mit Zellextrakten von Vertebraten, konnte gezeigt werden, dass TOP2cc wéhrend der
Replikation, aber auch Replikations-unabhéngig sowohl sumoyliert als auch ubiquitiniert werden und
somit sowohl fur die Proteolyse durch SPRTN/Wss1, als auch fiir die crosslink Hydrolyse durch TDP2,
zugénglich gemacht werden (Mao et al., 2001; Nakano et al., 2009; Larsen et al., 2019; Liu et al., 2021).
Hinsichtlich der Signalgebung von TOP2cc scheint daher kein Unterschied in den unterschiedlichen
Phasen des Zellzyklus vorzuliegen. Allgemein wird den funktionellen Homologen von WSS1A aus
Metazoen und aus Hefe jedoch eine besondere Rolle in der Reparatur von replikationsassoziierten
Schéden zugeschrieben (Stingele et al., 2014; Vaz et al., 2016; Ruggiano & Ramadan, 2021). Das
funktionelle Homolog SPRTN aus Metazoen wird vorwiegend wahrend der S-Phase exprimiert und
unterliegt verschiedenen posttranslationalen Modifikationen, welche die Aktivitdt wahrend der
Replikation beglnstigen (Maskey et al., 2014). Im inaktiven Zustand ist SPRTN in der C-terminalen
UBZ Domane monoubiquitiniert. Erst die Deubiquitinierung durch die Ubiquitin-Protease USP11
aktiviert das Enzym und ermdglicht die Interaktion mit dem Chromatin (Perry et al., 2020). Weiterhin
konnte gezeigt werden, dass die Phosphorylierung des C-Terminus durch die checkpoint Kinase CHK1
bewirkt, dass SPRTN verstarkt zum Chromatin rekrutiert wird (Halder et al., 2019). Wéhrend der
Replikation kann SPRTN mit der Ringklemme interagieren und dabei durch die gleichzeitige Interaktion
mit einzelstrangiger DNA den Abbau des Fremdproteins bewirken (Stingele et al., 2016; Vaz et al.,
2016). Weitere Studien in Metazoen weisen jedoch daraufhin, dass SPRTN auch auf3erhalb der
Replikation in die DPC Reparatur involviert ist. Das entsprechende Homolog von Drosophila
melanogaster lokalisierte bereits vor der Replikation an den Schadstellen und die Abwesenheit des
entsprechenden Homologs von Caenorhabditis elegans fiihrte auch replikationsunabhéngig zu einer
verstarkten Sensitivitat gegen Formaldehyd (Delabaere et al., 2014; Stingele et al., 2016). Bei SPRTN
handelt es sich jedoch nur um ein funktionelles Homolog und kein direktes Ortholog, weshalb sich die

Erkenntnisse aus Tieren nur bedingt auf die Funktion von WSS1A (bertragen lassen (Reinking et al.,
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2020a). Studien in Hefe zeigten, dass ScWssl, das direkte Homolog von WSS1A, Zellzyklus-
unabhéngig stets zu einem geringen Level exprimiert wird (Kwesi Sam, 2020). Bisherige Studien in
Hefe weisen jedoch daraufhin, dass auch ScWss1 speziell wahrend der Replikation von besonderer
Bedeutung ist, wenn DPCs vor dem Eintritt in die Replikation nicht rechtzeitig durch kanonische DNA-
Reparaturmechanismen repariert wurden (Stingele et al., 2014). Da es sich bei WSS1A um eine Protease
mit einem weiten Substratspektrum handelt, ist zu erwarten, dass es wie bei SPRTN weitere, bislang
noch unbekannte Ebenen der Regulation bedarf, die die enzymatische Aktivitat zeitlich und
substratspezifisch begrenzen. Da WSS1A im Gegensatz zu ScWss1 Uber eine C-terminale UBZ Domane
verfiigt, ware es moglich, dass sie wie SPRTN ebenfalls erst durch Ubiquitin-Ligasen aktiviert werden
muss (Reinking et al., 2020a). Da die Reparatur von TOP2cc durch WSS1A mit einem
Informationsverlust assoziiert ist, konnte vermutet werden, dass WSS1A vor allem wéhrend der
Replikation, unter Zeitnot, aktiviert wird und dann fur die Entfernung von TOP2 zustdndig ist. Die
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit weisen ebenfalls darauf hin, dass WSS1A speziell wéhrend der
Replikation, von groRer Bedeutung ist. Die spezifische Rolle von WSS1A in der replikativen DNA
Reparatur wird im folgenden Abschnitt genauer erlautert. TDP2 ist dagegen mehr fiir seine Funktion in
der Reparatur von transkriptionsassoziierten TOP2cc bekannt und agiert deshalb potentiell vornehmlich
in der G1- und G2-Phase des Zellzyklus (Gomez-Herreros et al., 2014; Gomez-Herreros et al., 2017).

4.3 DIE FUNKTION VON WSS1A BEI DER AUFRECHTERHALTUNG DER
GENOMSTABILITAT

Erst kirzlich, wurde die Protease WSSI1A in Pflanzen charakterisiert und ihre Funktion in der
pflanzlichen DNA-Reparatur analysiert. Dabei wurde in Sensitivitdtsanalysen demonstriert, dass
WSS1A, wie auch das Homolog aus Hefe, in die pflanzliche DPC Reparatur involviert ist, da die
Mutanten eine erhohte Sensitivitat gegen die DPC induzierenden Genotoxine CPT und Cisplatin
aufwiesen. Wahrend Hefe Awss! Mutanten jedoch keine Wachstumsdefekte aufwiesen und nur mit
einem zusatzlichen Defekt in Tdpl eine verstarkte Sensitivitat gegen CPT zeigten, wiesen pflanzliche
wss1A Mutanten schwere Entwicklungsdefizite auf (Mullen et al., 2010; Stingele et al., 2014; Enderle
et al., 2019). Dies zeichnete sich durch einen fasziierten Phanotyp, stark reduziertes Wurzelwachstum
und eine drastisch reduzierte Fertilitat aus (Enderle, 2019; Enderle et al., 2019). Obwohl auch fir die
Endonuklease MUS81 ahnlich wichtige Funktionen in der pflanzlichen DPC-Reparatur nachgewiesen
werden konnten und diese zudem noch in die Inter- und Intrastrang-DNA-crosslink Reparatur involviert
ist, weisen mus81 Mutanten einen weitaus milderen Phanotyp mit einem normalen Wuchsphénotyp und
einer weniger stark reduzierten Wurzellange auf (Hartung et al., 2006; Mannuss et al., 2010; Enderle et
al., 2019). Dies deutet darauf hin, dass WSS1A eine globalere Rolle in der Aufrechterhaltung der

pflanzlichen Genomintegritat einnimmt.
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Um die genetische Interaktion in der TOP2cc Reparatur zu untersuchen, wurde im Rahmen dieser Arbeit
eine Doppelmutante mit einem simultanen Defekt in sowohl WSS1A, als auch dem aNHEJ Faktor
POLQ, generiert. Diese Doppelmutante wies jedoch starke morphologische Defekte auf und zeigte im
Vergleich zu wss1A Einzelmutante eine nochmals drastischer reduzierte Wurzellange, eine stark
verminderte Keimungsrate, einen fragilen Wuchsphanotyp und eine signifikant reduzierte Fertilitat
(Abbildung 3.18 und 3.19). Dies war ein Uberraschendes Ergebnis, da die Ergebnisse dieser Arbeit
darauf hindeuten, dass WSS1A und POLQ in einem gemeinsamen Weg bei der TOP2cc Reparatur
agieren, wahrend TDP2 und LIG4 in einem parallelen Weg wirken. Der Phanotyp der teb wss1A
Mutante deutet jedoch eher darauf hin, dass ein Faktor den Verlust des jeweils anderen kompensieren
kann und dass die beiden Faktoren somit in unterschiedlichen Wegen der DNA Reparatur agieren.
Obwohl auch die Ergebnisse einer Eto-Sensitivitatsanalyse darauf hinwiesen, dass WSS1A und L1G4
in unterschiedlichen Wegen der TOP2cc Reparatur agieren, fiel der Phanotyp der ligd wss1A
Doppelmutante weitaus milder aus. Die Doppelmutante wies einen &hnlichen Wuchsphénotyp wie die
wss1A Einzelmutante auf, zeigte jedoch eine im Vergleich zu wss1A signifikant reduzierte Wurzellange.

Diese Analysen wiesen bereits auf wichtige Funktionen von WSS1A im Erhalt der pflanzlichen
Genomstabilitat hin. Um diese Funktion von WSS1A néaher zu untersuchen, wurden in der vorliegenden
Arbeit NHEJ- und wss1A Mutanten auf somatische Anaphasendefekte hin untersucht. Auf diese Weise
kénnen chromosomale Instabilititen direkt auf zytologischer Ebene detektiert werden. Hierbei kénnen
grundsatzlich zwei verschiedene Arten von Schéden auftreten. Bei Anaphasebriicken handelt es sich um
dizentrische Chromosomen - fusionierte homologe Chromosomen oder Schwesterchromatide - welche
infolge einer fehlerhaften Ligation bei der Reparatur von replikativen DSB entstehen (Bertuch, 2002;
Puizina et al., 2004; Fernandez-Casafias & Chan, 2018). Bei Chromosomenfragmenten handelt es sich
um azentrische Chromosomenbruchstiicke, einen Schaden der durch die unzureichende Reparatur von
replikativen DSB entsteht (Kuzminov, 2001; Puizina et al., 2004). Wahrend die beiden NHEJ Mutanten
ligd und teb keine signifikant erhohte Anzahl an defekten Anaphasen im Vergleich zum Wildtyp
aufwiesen, zeigte die wss1A Mutante (iberraschenderweise eine im Vergleich zum Wildtyp etwa viermal
so hohe Anzahl an defekten Anaphasen (Abbildung 3.20). Bei etwa 75 % der detektierten Defekte in
wss1A handelte es sich um Chromosomenfragmentierungen. Da es sich bei diesem Defekt um
unzureichend reparierte replikative DSBs handelt, ist dies ein klares Indiz, dass in der wss1A Mutante
entweder ein Defekt in der DSB Reparatur vorliegt, oder dass durch die Abwesenheit von WSS1A
vermehrt replikative DSBs entstehen. Bei einer Funktion in der DSB-Reparatur ware es moglich, dass
WSSI1A Proteine von den Enden des DSBs entfernt und diesen somit vorbereitet auf die nachfolgende
DSB Reparatur durch NHEJ. In Bezug auf die Funktion in der TOP2cc Reparatur konnte bereits gezeigt
werden, dass WSS1A féhig ist Proteine von DSB Enden zu entfernen und diese fiir das nachfolgende
aNHEJ zu praparieren. Dabei ware es denkbar, dass entweder der cNHEJ oder der aNHEJ Mechanismus
durch die vorherige Aktivitat von WSS1A stérker beglnstigt werden wirde. Zur Untersuchung dieser

Hypothese wurden mithilfe des CRISPR/Cas-Systems kirzlich sowohl im Wildtyp, als auch in der
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wss1A Mutante, Briiche in vier verschiedenen Loci in eu- und heterochromatischen Regionen induziert.
Durch next generation sequencing wurde anschlieBend die DSB Reparatur in den verschiedenen
Regionen analysiert. Wenn WSS1A entweder die Reparatur durch cNHEJ oder aNHEJ begunstigen
wirde, wére zwischen dem Wildtyp und der wss1A Mutante ein unterschiedliches Reparaturmuster
(Grofe und Position der Insertionen und Deletionen) zu erwarten gewesen, da die DSB Reparatur durch
aNHEJ in grolReren Deletionen resultiert, als die DSB Reparatur durch cNHEJ. Die Analyse zeigte
jedoch, dass die wsslA Mutante das gleiche DSB-Reparaturmuster wie der Wildtyp aufwies
(unveroffentlichte Daten Niklas Capdeville). Dementsprechend scheint WSS1A keine Funktion in der
DSB Reparatur zu haben. Das bedeutet, dass WSS1A wahrscheinlich eher die Entstehung von
replikativen DSB vorbeugt. Auch in menschlichen Zellkulturen konnten mittels Fluoreszenz-
mikroskopie in Abwesenheit von SPRTN vermehrt 53BP1 Foci detektiert werden, welche ein Marker
fur DSBs sind (Vaz et al., 2016). Dies wurde ebenfalls dahingehend interpretiert, dass SPRTN durch
die Entfernung des DPCs den Zusammenbruch der Replikationsgabel verhindert und somit die
Entstehung von replikationsassoziierten DSB verhindert. Die weitere Analyse der somatischen
Anaphasendefekte zeigte, dass der simultane Verlust von WSS1A und dem cNHEJ Faktor LIG4 nur in
einer leicht, aber nicht signifikant erhdhten Anzahl an defekten Anaphasen im Vergleich zur wss1A
Mutante resultierte, wéahrend der simultane Verlust von WSS1A und dem aNHEJ Faktor POLQ zu
einem drastischen Anstieg in der Anzahl der defekten Anaphasen flihrte. Dabei war jeweils vor allem
der Anteil der Chromosomenfragmentationen stark erhoht. In der teb wss1A Mutante lag der
Gesamtanteil an defekten Anaphasen bei etwa 15 % und war damit etwa dreimal so hoch wie bei der
wss1A Mutante. Dies korreliert mit dem Phénotyp der Mutante und deutet darauf hin, dass POLQ in
Abwesenheit von WSS1A fiir die replikationsassoziierten Schadensreparatur bendtigt wird. In
Abwesenheit von WSS1A werden Replikationsgabeln, die durch einen DPC blockiert werden,
vorwiegend durch die Endonuklease MUS81 prozessiert. Aufgrund des erhéhten Replikationsstresses,
wére es auch mdglich, dass die Replikationsgabeln vermehrt kollabieren. Sowohl durch den
Zusammenbruch der Replikationsgabel, als auch durch die Prozessierung durch MUS81 entsteht ein
einseitiger DSB, der durch das fehlende zweite Ende nicht durch NHEJ geschlossen werden kann. In
Hefe spielt in der Reparatur solcher einseitigen DSB die break induced replication (BIR) eine wichtige
Rolle. Durch Mechanismen der HR wird bei der BIR der Versuch gestartet die Replikation fortzufiihren
und die Replikationsgabel gegebenenfalls wiederherzustellen. Durch das fehlende zweite Ende kann der
neu synthetisierte Strang jedoch auch hier mit keinem zweiten Ende verknlpft werden. Das hat zur
Folge, dass das 3‘-Ende des einseitigen DSB immer wieder in das komplementdre DNA-Molekil
einwandert, wodurch es zu Fehlern in Form von Duplikationen, Deletionen und chromosomalen
Translokationen kommen kann (Deem et al., 2011; Anand et al., 2013). Ob es diesen Mechanismus
auch in Pflanzen gibt, ist noch nicht vollstandig geklart, aber Studien aus der Ackerbohne deuten darauf
hin, dass er, falls er vorhanden waére, eher eine untergeordnete Rolle spielt (Schubert et al., 2011).

Studien in Saugern konnten dagegen zeigen, dass kollabierte Replikationsgabeln oft nicht wieder neu
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gestartet werden koénnen (Petermann et al., 2010). Erst durch die Ankunft der konvergierenden
Replikationsgabel wird ein zweites DSB Ende in raumliche Nahe gebracht, mit welchem der bereits
bestehende einseitige DSB verknilipft werden kann. Sowohl in humanen Zellkulturen, als auch in
Arabidopsis konnte gezeigt werden, dass der aNHEJ Mechanismus bei der Reparatur von
replikationsassoziierten DSB eine wichtige Rolle spielt, da die 5°-Enden dieses zweiseitigen DSB
vermutlich resektiert sind und somit nicht durch cNHEJ verkn(pft werden konnen (Wang et al., 2019;
Nisa et al., 2021). Dies steht auch im Einklang mit Ergebnissen dieser Arbeit, in welchen demonstriert
werden konnte, dass MUS81 und aNHEJ in einem gemeinsamen Weg in der TOP1cc Reparatur agieren
(Abbildung 3.21, Erlauterung in Abschnitt 4.2.1). In Abwesenheit von WSS1A steigt die Anzahl der
replikationsassoziierten DSBs dementsprechend vermutlich stark an und konnte die Kapazitat des
aNHEJs Uberstrapazieren, alle Briiche rechtzeitig zu reparieren, bevor die Zelle in die Mitose eintritt.
Dies wirde die drastische Anzahl an Chromosomenfragmentationen in der teb wss1A Doppelmutante
erklaren. Das bedeutet, dass WSS1A ein enorm wichtiger Faktor in der replikativen Schadensreparatur
ist, da es in der Lage ist, einen Protein-assoziierten Schaden direkt von der DNA zu entfernen, wodurch
das Fortschreiten der Replikationsgabel sichergestellt und die Bildung von replikativen DSB verhindert
wird (Abbildung 4.2)..

Die Theorie, dass WSS1A eine wichtige Rolle in der Erhaltung der replikationsassoziierten
Genomstabilitét spielt, stimmt auch mit den Ergebnissen einer Doktorarbeit iberein, in welcher gezeigt
werden konnte, dass die wss1A Mutante, im Vergleich zum Wildtyp, eine signifikant reduzierte Anzahl
an 45S rDNA repeats aufweist (Feller, 2021). Die Anzahl der 45S rDNA repeats ist ein sensitiver
Marker fiir die replikationsassoziierte Genomstabilitdt. Die Replikation von 45S rDNA-repeats ist
aufgrund der Bildung von Sekundérstrukturen, wie G-Quadruplexen, fehleranfalliger und
zeitaufwéndiger als bei anderen Teilen des Genoms (Kobayashi, 2008). In Hefe konnte bereits gezeigt
werden, dass die Anzahl der rDNA repeats stark durch Replikationsstress beeinflusst wird. Mutanten
mit einer Beeintrachtigung in der DNA-Replikation, wiesen meist eine reduzierte Anzahl an rDNA
repeats auf (Salim et al., 2017). Hierbei wird vermutet, dass eine Reduktion der rDNA repeats dabei
helfen kann Replikationsprobleme auszugleichen, zumindest solange die Proteinsynthese gewahrleistet
bleibt. Da rDNA repeats nichts zwangslaufig mit DPCs assoziiert sind, deutet dies darauf hin, dass
WSS1A auch auBerhalb der DPC Reparatur in die replikationsassoziierte Schadenstoleranz involviert
ist. Um dieser Hypothese nachzugehen, sollte die genetische Interaktion von WSS1A mit der Helikase
RECQ4A untersucht werden. Die Helikase RECQ4A ist ein Bestandteil des pflanzlichen RTR-
Komplexes, welcher vor allem fur seine Funktion in der Dissolution von dHJs bekannt ist, die stets in
einem non-crossover Produkt resultiert. AuBerhalb der Funktion als dHJ Dissolvasom konnten fiir
RECQ4A jedoch auch wichtige replikative Funktionen nachgewiesen werden. So ist RECQ4A unter
anderem an der Regression von Replikationsgabeln beteiligt und leistet dadurch einen wichtigen Beitrag
zur Wiederherstellung der Replikationsgabel nach DNA-Schaden (Schropfer et al., 2014b). Fir das
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menschliche Homolog BLM konnte zudem eine Funktion in der Auflésung von G-Quadruplexen

nachgewiesen werden (Wu et al., 2015).

@ Translasions-

polymerase

Punktmutationen / fehlerfreie Deletionen Chromosomenfragmentationen
Reparatur

Abbildung 4.2: WSS1A beugt der Entstehung von replikativen Doppelstrangbrichen vor.

In Anwesenheit von WSS1A kann ein Protein-assoziierter Schaden an der Replikationsgabel direkt durch WSS1A abgebaut
werden. Dadurch bleibt nur ein Kleiner Peptidrest, der im Folgenden durch die Transl&sionssynthese umgangen werden kann,
weshalb die Schadensreparatur in Anwesenheit von WSS1A in einer fehlerfreien Reparatur, oder in der Entstehung von kleinen
Punktmutationen resultiert. In Abwesenheit von WSS1A prozessieren vermehrt Nukleasen wie MUS81 die Replikationsgabel,
oder es kommt zum Zusammenbruch der Replikationsgabel. Dadurch entsteht ein einseitiger DSB, der erst durch die
konvergierende Replikationsgabel in die Reichweite eines zweiten DSB Endes gebracht wird. Die 5°-Enden dieses DSB sind
durch verstdrkte Aktivitat von Nukleasen in der S-Phase resektiert und kénnen daher nur durch aNHEJ, mithilfe von POLQ
erfolgreich repariert werden. DPCs die an den 3’-Enden noch vorhanden sind, kdnnen dann durch strukturspezifische
Nukleasen entfernt werden. Die DSB Reparatur durch aNHEJ ist jedoch assoziiert mit der Entstehung von Deletionen. In
Abwesenheit von POLQ, kann der replikative DSB nicht durch aNHEJ repariert werden. Wenn der Schaden auch durch weitere
DSB-Reparaturmechanismen nicht vor dem Eintritt in die Mitose repariert wird, resultiert dies in chromosomalen
Fragmentationen.
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Um zu testen ob RECQ4A und WSSI1A (berschneidende Funktionen in der replikativen
Schadenstoleranz haben, sollte durch Kreuzung eine Mutante mit einem simultanen Defekt in beiden
Faktoren generiert werden. Uberraschenderweise konnte jedoch auch nach der Genotypisierung der F3-
Generation keine homozygote Doppelmutante identifiziert werden. Durch eine Embryoanalyse wurde
ersichtlich, dass die Doppelmutante embryoletal ist und bereits frih in der Entwicklung nicht mehr
lebensfahig war (Abbildung 3.22). Diese Beobachtung steht im Einklang mit Studien in Hefe und C.
elegans, in welchen gezeigt werden konnte, dass ein simultaner Verlust der entsprechenden Homologe
Wss1/DVC1 und Sgs1/HIM6 in einer verminderten Lebensfahigkeit resultiert (Mullen et al., 2010;
Stingele et al., 2016). Um zu untersuchen ob dies allein durch die replikative Funktion von RECQ4A
oder durch die Funktion im RTR-Komplex bedingt ist, sollten weitere Mutanten generiert werden, die
sowohl einen Defekt in WSS1A als auch einem weiteren RTR-Komplex Partner aufwiesen. Neben
RECQ4A besteht der RTR-Komplex in Pflanzen aus der Topoisomerase TOP3o und den
Strukturproteinen RMI1 und RMI2. Abseits der gemeinsamen Funktion im RTR-Komplex, sind die
einzelnen Faktoren auch unabhdngig voneinander in unterschiedliche zelluldren Prozesse involviert
(Knoll et al., 2014b). Wahrend fiir RECQ4A wichtige Funktionen in der Replikation nachgewiesen
werden konnten, sind TOP3a und RMI1 in die Auflésung komplexer Joint molecules, die wéhrend der
Meiose entstehen, involviert (Hartung et al., 2008). Fir RMI2 konnte nur in Abwesenheit weiterer
wichtiger Reparaturfaktoren eine Funktion in der DNA-Reparatur und im Erhalt der rDNA Stabilitat
nachgewiesen werden (Rohrig et al., 2016). Genau wie bei einem simultanen Verlust von RECQ4A und
WSS1A, flhrte auch der gleichzeitige Defekt in WSS1A und RMI1 zu einer friihen Embryoletalitat
(Abbildung 8.2). Auch bei einem simultanen Defekt in entweder WSS1A und TOP3a, oder WSS1A und
RMI2 konnte keine Doppelmutante identifiziert werden, obwohl jeweils Doppelmutanten, die bereits
homozygot in einem Faktor waren, weiteretabliert wurden, wodurch die Wahrscheinlichkeit eine
Doppelmutante zu identifizieren laut mendelscher Segregation bei 25 % liegen sollte (unverdffentlichte
Daten Annika Dorn und Laura Feller). Dementsprechend wird in Abwesenheit von WSS1A der gesamte
RTR-Komplex essentiell bendtigt um die Zellvitalitat in Arabidopsis zu garantieren. In verschiedensten
Studien konnte gezeigt werden, dass auch der simultane Verlust von RECQ4A und der Endonuklease
MUS81, welche parallel zu WSS1A in der DPC Reparatur agiert, sowohl in Arabidopsis, als auch in
anderen Organismen in einer synthetischen Letalitét resultiert (Boddy et al., 2000; Mullen et al., 2001;
Hartung et al., 2006; Trowbridge et al., 2007). Im Vergleich zur recq4A wss1A Mutante, keimten die
recg4A mus81 Mutanten jedoch und waren erst nach wenigen Wochen nicht mehr lebensféhig (Hartung
et al., 2006). Durch die heterologe Expression der Endonuklease RusA, oder durch die Ausschaltung
der HR, konnte die synthetische Letalitat der recq4A mus8l Mutante wieder aufgehoben werden,
weshalb dies dahingehend interpretiert wurde, dass sich in Abwesenheit beider Faktoren toxische
Rekombinationsintermediate akkumulierten (Mannuss et al., 2010; Dorn et al., 2018). Im Gegensatz zu
rmi2 wss1A Mutanten, wiesen rmi2 mus81 Mutanten keine synthetische Letalitat auf und zeigten

lediglich einen starken synergistische Effekt bei der Behandlung mit Cisplatin, woraus geschlossen
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wurde, dass RMI2 unabhéngig von MUS81 in die Auflésung von Rekombinationsintermediaten
involviert ist, aber nicht so essentiell fiir diese Funktion benotigt wird wie RECQ4A (Réhrig et al.,
2016). Dieser Effekt ist demenentsprechend vor allem auf die Funktion des RTR-Komplexes in der
Dissolution von Rekombinationsintermediaten zurlickzufiihren, welche sich mit der Funktion von
MUSB81 in der Resolution von Rekombinationsintermediaten, tberschneidet. Durch die enzymatische
Aktivitat als Protease, ist es eher unwahrscheinlich, dass WSS1A auch in der Auflésung von
Rekombinationsintermediaten beteiligt ist, auBer wenn diese einen Proteinanteil aufweisen, der zuvor
abgebaut werden muss. Dementsprechend scheint die beobachtete Embryoletalitat zwischen WSS1A
und den RTR-Komplex Partnern auf eine weitere Funktion des RTR-Komplexes, abseits der Funktion
in der Dissolution, zuriickzufuhren sein. Erst kirzlich konnte in humanen Zellkulturen gezeigt werden,
dass der menschliche BTR-Komplex eine essentielle Rolle bei der Wiederherstellung von blockierten
Replikationsgabeln spielt. Sowohl RMI1, als auch das RECQ4A Homolog BLM kénnen mit RPA
interagieren und erkennen dabei lange DNA Einzelstrdnge, die zusammen mit dem
Einzelstrangbindeprotein RPA ein Nukleoproteinfilament bilden. Kurze einzelstrdngige DNA-
Sequenzen die nur wenige RPA Molekiile binden, werden hingegen nicht erkannt. Auf diese Weise wird
der BTR-Komplex gezielt zu angehaltenen Replikationsgabeln rekrutiert und ist dann auch an der
Wiederaufnahme der Replikation beteiligt. Hierbei wird vermutet, dass der RTR-Komplex rekrutiert
wird um spezifische Rekombinationsintermediate, oder Sekundarstrukturen wie G-Quadruplexe, die die
Replikation blockieren, aufzuldsen (Shorrocks et al., 2021). Da die Interaktion der RecQ Helikasen mit
RPA und anderen Einzelstrangbindeproteinen von Prokaryoten bis zu héoheren Eukaryoten
hochkonserviert ist, ware es schliissig, wenn der RTR-Komplex in Pflanzen eine ahnliche Funktion
erflllt (Li etal., 2004; Lecointe et al., 2007; Shorrocks et al., 2021). In Hefe konnte unterdessen gezeigt
werden, dass ScWss1 neben der Funktion in der Beseitigung von replikationsassoziierten DPCs, auch
in den Schutz angehaltener Replikationsgabeln involviert ist. Dies bewirkt es indem es Histone abbaut,
die unspezifisch an den langen einzelstrdngigen DNA-Sequenzen angehaltener Replikationsgabeln
binden und so die Wiederaufnahme der Replikation erschweren (Maddi et al., 2020). Eine mégliche
Erklarung fir die beobachtete synthetische Embryoletalitat konnte daher sein, dass WSS1A und der
RTR-Komplex, in Abwesenheit des anderen Faktors, jeweils essentiell sind fiir die Aufrechterhaltung
und den Neustart von Replikationsgabeln. Das bedeutet, dass WSS1A zusétzlich zur Funktion in der
Beseitigung von kovalenten DPCs vermutlich auch in der Protektion von angehaltenen

Replikationsgabeln involviert wird ist und so ebenfalls die Entstehung von replikativen DSB verhindert.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

DNA-Protein-crosslinks (DPC) stellen eine grofle Gefahr fur die Genomintegritat dar, da sie essentielle
zelluldre Prozesse wie die Transkription, die Replikation, oder die Rekombination sterisch behindern.
Topoisomerase 2 cleavage complexes (TOP2cc) stellen einen besonders schwerwiegenden und
komplexen DNA-Schaden dar, da das Protein, die Topoisomerase 2, bei diesem Typus von DPC mit
einem Doppelstrangbruch (DSB) assoziiert ist. Dementsprechend bedarf es mindestens zwei
verschiedener Schritte um diese Art von DPC zu reparieren. Im ersten Schritt muss zundchst der
Proteinanteil entfernt werden, damit in einem zweiten Schritt der verbleibende DSB geschlossen werden
kann. In S&ugern wurde die TOP2cc Reparatur bereits naher charakterisiert und es konnte gezeigt
werden, dass die Tyrosyl-DNA-Phosphodiesterase 2 (TDP2) eine zentrale Rolle in der TOP2cc

Reparatur einnimmt.

In dieser Arbeit wurde das pflanzliche TDP2 Homolog erstmals auf seine Funktion in der DNA-
Reparatur charakterisiert. Hierbei konnte gezeigt werden, dass TDP2 spezifisch in der pflanzlichen
TOP2cc Reparatur agiert und dass es, im Gegensatz zum Homolog aus S&ugern, nicht in die TOP1cc
Reparatur involviert ist. Weiterhin konnte durch Doppelmutantenanalysen gezeigt werden, dass die
Protease WSS1A parallel zu TDP2 in der TOP2cc Reparatur agiert. Im Gegensatz dazu, scheint die
Endonuklease MUS81, welche der Hauptfaktor in der pflanzlichen TOPlcc Reparatur ist, nur eine
untergeordnete Rolle in der TOP2cc Reparatur zu spielen und fir die Tyrosyl-DNA-Phosphodiesterase
1 (TDP1) konnte keine Funktion in der pflanzlichen TOP2cc Reparatur nachgewiesen werden.
Weiterhin konnte gezeigt werden, dass der DSB nach TDP2 vermittelten Entfernung von TOP2 durch
den klassischen non-homologous end joining (classical NHEJ, cNHEJ) Mechanismus fehlerfrei
repariert werden kann, wéahrend der DSB nach der WSS1A vermittelten Proteolyse von TOP2 durch den
fehlerbehafteten alternativen NHEJ (aNHEJ) Mechanismus prozessiert wird. Somit schiitzt TDP2 die

Integritat des Pflanzengenoms durch die fehlerfreie Reparatur von TOP2cc.

Des Weiteren konnte im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden, dass die Protease WSS1A eine
essenzielle Rolle in der Reparatur replikationsassoziierter Schéden einnimmt und dadurch der
Entstehung von replikativen DSB vorbeugt. Hierbei ist WSS1A sowohl an der Entfernung Protein-
assoziierter Schaden beteiligt, wodurch die Kontinuitat der Replikation gewahrleistet wird, als auch am

Schutz der angehaltenen Replikationsgabel.
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6. SUMMARY

DNA-protein crosslinks (DPCs) pose a major threat to genome integrity, as they form a steric hindrance
for essential cellular processes such as transcription, replication, or recombination. Topoisomerase 2
cleavage complexes (TOP2cc) represent a particularly severe and complex DNA damage because the
protein, topoisomerase 2, is associated with a double-strand break (DSB) in this DPC type. Accordingly,
it takes at least two different steps to repair this type of DPC. In the first step, the protein part must be
removed so that the remaining DSB can be closed in a second step. In mammals, TOP2cc repair has
already been characterized in more detail and it could be shown that tyrosyl DNA phosphodiesterase 2
(TDP2) plays a central role in TOP2cc repair.

In this thesis, the plant TDP2 homologue was characterized for its function in DNA repair for the first
time. It was shown that TDP2 acts specifically in plant TOP2cc repair and that, in contrast to the
mammalian homologue, it is not involved in TOPlcc repair. Furthermore, double mutant analyses
revealed that the protease WSS1A acts in parallel to TDP2 in TOP2cc repair. In contrast, the
endonuclease MUS81, which is the main factor in TOP1cc repair in plants, seems to play only a minor
role in TOP2cc repair, and for tyrosyl DNA phosphodiesterase 1 (TDP1) no function in plant TOP2cc
repair could be assigned. In addition, it could be shown that the DSB after TDP2-mediated removal of
TOP?2 can be repaired error-free by the classical non-homologous end joining (classical NHEJ, cNHEJ)
mechanism, whereas the DSB after WSS1A-mediated proteolysis of TOP2 is processed by the error-
prone alternative NHEJ (aNHEJ) mechanism. Thus, TDP2 protects plant genome integrity by the error-
free repair of TOP2cc.

Furthermore, this work elucidated that the protease WSS1A plays an essential role in the repair of
replication-associated damage and thus prevents the development of replicative DSB. Thereby, WSS1A
is involved both in the removal of protein-associated damage, thereby ensuring the continuity of

replication, and in the protection of the arrested replication fork.
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Abbildung 8.1: Phanotypisierung der ligd wss1A Doppelmutante.

A) Dargestellt ist der Wuchsphénotyp der ligd wss1A Doppelmutante im Vergleich zu den beiden Einzelmutanten und dem
Wildtyp (WT). Die lig4 wss1A Doppelmutante wies nach zwei Wochen axenischer Anzucht, sowie nach vier Wochen Anzucht
in Erde den gleichen Wuchsphénotyp wie die wss1A Mutante auf. B) Dargestellt ist der Mittelwert der relativen Wurzellange
der verschiedenen Genotypen nach neun Tagen aufrechter axenischer Anzucht (n=3, N=10), mit je drei bis vier exemplarischen
Waurzeln pro Genotyp. Die lig4d und die wss1A Einzelmutanten wiesen bereits signifikant kiirzere Wurzeln auf, wobei die
Waurzelldangen der wss1A Mutanten nochmals signifikant kiirzer als die der lig4 Mutanten waren. Die Doppelmutante zeigte
einen synergistischen Effekt und wies im Vergleich zu beiden Einzelmutante eine signifikant reduzierte Wurzell&nge auf. Die
Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung. Statistische Signifikanzen wurden mit dem zweiseitigen T-Test mit
ungleicher Varianz ermittelt: a # b, wenn p < 0,05. n = Anzahl der biologischen Replikate, N = Anzahl der Proben pro
biologisches Replikat. Die Rohdaten der Wurzelldngenanalyse sind Tabelle 8.25.
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Abbildung 8.2: Embryonenanalyse der heterozygoten rmil wss1A Doppelmutante.

Dargestellt ist der Mittelwert des prozentualen Anteils an defekten Samen von je fiinf groRen, unreifen Schoten jedes Genotyps.
Samen mit vitalen Embryonen sind griin, wéhrend weiRRe und braunliche Samen auf unentwickelte, oder fehlerhafte entwickelte
Embryonen hinweisen. Der Wildtyp (WT) und die rmil Mutante wiesen keine defekten Embryonen in ihren Schoten auf. Die
heterozygote wss1A Mutante zeigte hingegen eine signifikant erhdhte Anzahl von defekten Embryonen. Bei der heterozygoten
Doppelmutante waren ein Viertel aller Embryonen in den Schoten defekt. Statistische Unterschiede wurden mit einem
zweiseitigen exakten Test von Fisher berechnet: a # b wenn p < 0,05. Die Rohdaten der Analyse konnen Tabelle 8.26

entnommen werden.

Tabelle 8.1: Primersequenzen zur Genotypisierung
Aufgelistet sind die Namen und die Sequenzen der Primer, die flir die Genotypisierung von Mutantenlinien verwendet wurden.

Primer Name Sequenz (5¢- 39)

LBal TGGTTCACGTAGTGGGCCATCG
LBb1.3 ATTTTGCCGATTTCGGAA
LBd1 TCGGAACCACAATCAAACAG
ligd-3 fw GTTGGCGATACTAGCGTCATC
ligd-3 rev GCACAATTCCTTCATCTCTG
MUS81-1 AGTGAATCTGATAGTGAGTG
MUS?-R2 GCAGCATCAATAAGCTCTTG
RECQ4A fw GTCCTGATCGTGTTGGACAG
RECQ4A rev AATAAGAGACACAAGTGGAGA
RMI1-IN2-FW TTCACCATAGCCGAGTTA
RMI-IN2-REV AGAAGCTCATACGTAGACTG
TDP1-14 FW3 GACACTTGTCTTCCTCAGG
TDP2 Screen fw CTGCTTGGCTCCTGTATCTC

TDP2 screen rev 1
TDP2 screen rev2
tdp2-5 Mut fws
tdp2-5 WT fw

CGCTTTCCACCAATTCGACTTG

GCCTCTCGAAACTGCCACATC

GTAACGACGCTGACCGTC

GAGTAACGACGCTGATTCCTC
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Fortsetzung Tabelle 8.1: Primersequenzen zur Genotypisierung

Primer Name Sequenz (5¢- 3°)

teb-5 LP ATTCATTGCTCGGCATCTATG
teb-5 RP CGATTCATTGGATTGTTTTGG
WSS1A FW2 GGCTTAGGAGGGTAAACCATGA
WSS1A RV1 GCTATCACCACCAAGACGTTG
WSS1A RV2 CTGCTATCACCACCAAGACG
WSS1A-52 FW5 GAGGCGTGCAAGTGAAATTC

Tabelle 8.2:Primerkombinationen flir Genotypisierungen und Amplifikationen.

Aufgelistet sind die jeweiligen Primerkombinationen fiir die Genotypisierung der in dieser Arbeit verwendeten Mutantenlinien,
mit Angabe der Annealingtemperatur und der Elongationszeit der Dream-Taq Polymerase. Die einzelnen Sequenzen fiir die

Primer sind in Tabelle 2.1 aufgelistet.

Genotyp Screening Primer Kombination Anneal.-Temp.  Elongationszeit
tdp2-1 WT tdp2-5 WT fw / TDP2 Screen rev2 60 °C 1 min
Mutante tdp2-5 Mut fw5 / TDP2 Screen rev2 60°C 1 min
tdp2-2 Amplifikation TDP2 Screen fw / TDP2 screen rev 1 60 °C 1 min
tdp2-3 Amplifikation TDP2 Screen fw / TDP2 screen rev 1 60 °C 1 min
tdp1-4 WT TDP1 FW3/TDP1 RV2 56°C 1 min
Mutante TDP1 -14 FW3/ TDP1 RV2 56 °C 1 min
mus81-1 WT MUS81-1/ MUS?-R2 56 °C 1 min
T-DNA MUS?-R2/ LB1 56 °C 1 min
recqd4A-4 WT RECQ4A fw / RECQ4A rev 56 °C 1 min
T-DNA LB1/RECQ4A rev 56 °C 1 min
rmil-2 WT RMI1-IN2-FW / RMI1-IN2-REV 56 °C 1 min
T-DNA RMI1-IN2-FW / LBd1 56 °C 1 min
wss1A-3 WT WSS1A FW2 / WSS1A RV1 56 °C 1 min
Mutante WSS1A-52 FW5/ WSS1A RV2 56 °C 1 min
lig4-5 WT ligd-3 fw / ligd-3 rev 56 °C 1 min
T-DNA ligd-3 fw / LBal 56 °C 1 min
teb-5 WT DNA teb-5 RP / teb-5 LP 56 °C 1 min
T-DNA teb-5 RP/ LBb1.3 53°C 1 min

Tabelle 8.3:0ligonukleotide fur die CRISPR-Klonierung.
Die Tabelle listet die Oligonukleotide auf, die fiir die CRISPR-Klonierung fiir die TDP2 Mutagenese verwendet wurden.
Aufgelistet ist jeweils der Name der Zielsequenz (Protospacer), die Position des protospacer adjacents motifs (PAM) vor der
Zielsequenz und die Oligonukleotidsequenzen in 5°-3°-Richtung, die fir die Klonierung verwendet wurden.

Protospacer Position protospacer adjacent motif (PAM) ausgehend  Spacer-Sequenz (5¢-3¢) fiir Klonierung
vom Startcodon

PS1 5¢-tcGGGT-3¢ an Position 340 Fw: attgTAACGACGCTGATTCCTCCG
Rev: aaacCGGAGGAATCAGCGTCGTTA

PS2 5°-atGGGT-3* an Position 1455 Fw: attgAAGTTTCCTTTGCCAGACAA
Rev: aaacTTGTCTGGCAAAGGAAACTT

PS3 5¢-agGGGT-3¢ an Position 710 Fw: attgTGTCATTGTTTGGTTTTTGT
Rev: aaacACAAAAACCAAACAATGACA

PS4 5¢-ACCCtt-3¢ an Position 1726 Fw: at tgGTTTGATCTCATTTTGGCGA

Rev: aaacTCGCCAAAATGAGATCAAAC
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Tabelle 8.4:Verwendete Primer Kombinationen fir die Etablierung von Cas9-generierten tdp2-Mutanten.
Aufgelistet sind die Primerkombinationen und deren Sequenzen in 5°-3°-Richtung, zugeordnet nach deren Verwendung, die

fur die Etablierung von tdp2-Mutantenlinien verwendet wurden.

Verwendung

Primerbezeichnung

Sequenz (5¢-3¢)

HRM

TDP2 PS1+PS3 HRM fw
TDP2 PS1 HRM rev

CGTCTTCTCTCTTGGGATTTCAGG

CGACCTCGACGACGTCATCATC

Transgen-Screening

PPT Cas9 Screening fw
Sau Cas9-1 rev

AGCGGATAACAATTTCACACAGG
CTTCTCTTAGCAAGGTGGAGC

Amplifikation TDP2 PS1+PS3 Screen fw CTGCTTGGCTCCTGTATCTC
TDP2 screen rev 1 CGCTTTCCACCAATTCGACTTG

cDNA Qualitatskontrolle Aktin2-Q-fw TCCGGCGACTTGACAGA
Aktin2-Q-rev GACATACATAGCGGGAG

Amplifikation cDNA TDP2 PS1+PS3 Screen fw CTGCTTGGCTCCTGTATCTC

TDP2 screen rev 1

CGCTTTCCACCAATTCGACTTG

Tabelle 8.5: Rohdaten der Wurzelldngenanalyse von tdp2-Mutanten

Dargestellt sind die Wurzellangen der zwei tdp2-Mutanten im Vergleich zum Wildtyp (WT). Angegeben ist die jeweilige
Wourzelldnge aus drei verschiedenen Versuchsansétzen in cm, die daraus errechneten Mittelwerte, die Mittelwerte der relativen
Waurzellangen, sowie die p-Werte die mittels des zweiseitigen T-Tests mit ungleicher Varianz ermittelt wurden. Die
berechneten relativen Mittelwerte sind als Sdulendiagramm in Abbildung 3.3 B dargestellt.

Waurzelldnge von tdp2 Mutanten [cm]

WT tdp2-1 tdp2-2
Versuchsansatz 1
Waurzel 1 10,04 7,72 7,66
Waurzel 2 10,49 8,31 9,05
Wurzel 3 10,21 6,07 8,70
Waurzel 4 10,09 6,62 9,45
Wurzel 5 10,99 9,94 9,89
Wurzel 6 10,86 9,09 7,51
Wurzel 7 7,85 10,72 9,78
Wurzel 8 9,03 7,77 8,60
Wurzel 9 7,57 591 9,01
Waurzel 10 9,57 9,58 8,40
Versuchsansatz 2
Waurzel 1 7,69 7,27 7,96
Waurzel 2 8,23 7,58 6,84
Wurzel 3 7,51 7,27 6,11
Wurzel 4 6,98 7,45 6,55
Wurzel 5 7,28 8,64 721
Wourzel 6 9,47 8,03 6,30
Wurzel 7 8,26 6,44 7,20
Wurzel 8 8,79 7,18 7,67
Wurzel 9 8,69 7,20 8,68
Waurzel 10 8,88 7,57 8,39
Versuchsansatz 3
Wurzel 1 7,57 8,86 9,90
Wurzel 2 8,26 8,18 10,83
Wurzel 3 6,73 10,52 7,99
Wurzel 4 6,51 9,67 9,18
Wurzel 5 11,29 8,75 9,32
Wurzel 6 6,61 10,14 10,37
Wurzel 7 9,29 9,78 10,01
Wurzel 8 8,52 9,11 8,83
Wurzel 9 6,18 10,14 8,39
Waurzel 10 9,87 9,82 10,49
Mittelwert
Versuchsansatz 1 9,67 8,17 8,80
Versuchsansatz 2 8,18 7,46 7,29
Versuchsansatz 3 8,08 9,50 9,53
Mittelwert [%]
Versuchsansatz 1 100 84,51 91,04
Versuchsansatz 2 100 91,25 89,17
Versuchsansatz 3 100 117,51 117,91
Gesamt
Mittelwert [%6] 100 97,76 99,38
Standardabw. 0 17,44 16,08
T-Test
WT zu tdp2-1 0,84
WT zu tdp2-2 0,95
tdp2-1 zu tdp2-2 0,91
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Tabelle 8.6:Rohdaten der Eto-Sensitivitatsanalyse von tdp2-Mutanten.
Dargestellt ist die Anzahl toter Zellen der zwei tdp2-Mutanten im Vergleich zum Wildtyp (WT), vor und nach der Behandlung
mit 20 uM Eto. Angegeben ist die jeweilige Anzahl toter Zellen aus drei verschiedenen Versuchsansatzen, die daraus
errechneten Mittelwerte und die Standardabweichung, die Werte der zweifaktoriellen ANOVA, die fiir die Berechnung der
statistischen Signifikanzen mit dem Tukey’s Post-Hoc verwendet wurden, sowie die spezifischen Signifikanz Werte zwischen
den verglichenen Genotypen (Die Begrifflichkeiten kénnen in Tabelle 8.28 eingesehen werden). Die berechneten relativen
Mittelwerte sind als S&ulendiagramm in Abbildung 3.4 dargestellt.
Anzahl toter Zellen pro Wurzel

unbehandelt behandelt mit 20 uM Eto
tdp2-1 tdp2-2 WT tdp2-1 tdp2-2

=
_|

Versuchsansatz 1
Waurzel 1

Wurzel 2

Wurzel 3

Wurzel 4
Wurzel 5

Wurzel 6

Wurzel 7

Wurzel 8

Waurzel 9

Waurzel 10
Versuchsansatz 2
Wurzel 1
Wurzel 2

Wurzel 3

Waurzel 4

Wurzel 5

Wurzel 6

Wurzel 7

Wurzel 8

Wurzel 9

Waurzel 10
Versuchsansatz 3
Wurzel 1
Waurzel 2

Wurzel 3

Wurzel 4
Wurzel 5

Wurzel 6

Wurzel 7

Wurzel 8

Waurzel 9

Wurzel 10
Mittelwert
Versuchsansatz 1 05
Versuchsansatz 2 0,1
Versuchsansatz 3 0,0
Gesamt
Mittelwert [%0] 0,20 0,20 0,17 0,30 4,27 3,73
Standardabw. 0,27 0,10 0,15 0,32 111 1,00
Zweifaktorielle
ANOVA mit k=3; n.obs=3; df=16; MS=0,406; g-Wert = 3,204; errechneter kritischer Wert (fir p=0,05) = 1,178
Messwiederholung
Abs. Differenz von
Tukey Post-Hoc fiir
Unterschiede  zw.
Genotypen

WT zu tdp2-1 0,000 3,933
WT zu tdp2-2 0,033 3,400
tdp2-1 zu tdp2-2 0,033 0,533
Zweifaktorielle
ANOVA mit k=2; n.obs=3; df=16; MS=0,406; q-Wert = 2,919; errechneter kritischer Wert (fir p=0,05) = 1,073
Messwiederholung
Abs. Differenz von
Tukey Post-Hoc fur
Eto-Sensitivitat
WT zu WT Eto 0,133
tdp2-1 zu tdp2-1 Eto | 4,067
tdp2-2 zu tdp2-2 Eto | 3,567
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Tabelle 8.7: Rohdaten der Eto-Sensitivitatsanalyse von DPC Reparaturmutanten
Dargestellt ist die Anzahl toter Zellen der verschiedenen DPC-Reparaturmutanten im Vergleich zum Wildtyp (WT), vor und
nach der Behandlung mit 20 uM Eto. Angegeben ist die jeweilige Anzahl toter Zellen aus drei verschiedenen Versuchsansétzen,
die daraus errechneten Mittelwerte und die Standardabweichung, die Werte der zweifaktoriellen ANOVA, die fur die
Berechnung der statistischen Signifikanzen mit dem Tukey’s Post-Hoc verwendet wurden, sowie die spezifischen Signifikanz
Werte zwischen den verglichenen Genotypen (Begrifflichkeiten s. Tabelle 8.27).Die berechneten relativen Mittelwerte sind als
Sdulendiagramm in Abbildung 3.5 dargestellt.

Anzahl toter Zellen pro Wurzel

unbehandelt behandelt mit 20 uM Eto

WT mus81-1 tdpl-4  tdp2-1  wss1A-3 WT mus81-1  tdpl-4 tdp2-1  wss1A-3
Versuchsansatz 1
Waurzel 1 0 1 0 0 10 0 6 0 0 11
Waurzel 2 0 3 0 0 8 0 7 0 2 10
Wurzel 3 0 4 0 0 5 0 11 0 2 16
Wurzel 4 0 5 0 0 8 0 3 0 4 8
Wurzel 5 0 3 0 0 5 0 7 0 2 4
Wurzel 6 0 2 0 0 9 2 5 2 5 6
Wurzel 7 0 4 0 0 10 0 7 0 3 10
Wurzel 8 0 3 0 0 3 0 9 1 0 11
Wurzel 9 0 4 1 0 7 0 6 0 2 5
Waurzel 10 0 3 0 0 7 0 3 0 4 12
Versuchsansatz 2
Wurzel 1 0 6 0 0 9 2 1 1 6 8
Wurzel 2 0 3 0 0 9 1 5 0 4 6
Wurzel 3 0 0 0 0 10 0 4 0 6 3
Wurzel 4 0 2 0 0 8 1 4 0 0 9
Wurzel 5 0 1 0 0 9 0 6 1 1 12
Wurzel 6 2 3 0 0 2 0 7 0 0 13
Wurzel 7 0 6 0 0 6 1 4 1 4 7
Wurzel 8 0 2 0 0 7 0 1 0 4 8
Wurzel 9 0 1 0 0 5 0 3 0 9 7
Wurzel 10 0 3 0 0 4 0 4 0 0 8
Versuchsansatz 3
Wurzel 1 0 0 0 0 5 3 1 0 2 9
Waurzel 2 0 b 0 0 5 0 7 0 1 11
Wurzel 3 0 4 0 1 7 0 2 0 3 14
Wurzel 4 0 5 0 0 5 0 3 0 2 12
Wurzel 5 0 1 0 0 4 0 B3 1 6 8
Wurzel 6 0 5 0 0 7 0 2 2 5 11
Wurzel 7 0 1 0 0 9 0 5 1 1 9
Wurzel 8 0 6 0 0 6 0 5 2 6 12
Wurzel 9 0 3 0 0 6 0 8 0 7 7
Waurzel 10 0 3 0 0 6 0 7 0 0 11
Mittelwert
Versuchsansatz 1 0,0 3.2 0,1 0,0 7,2 0,2 6,4 0,3 2,4 9,3
Versuchsansatz 2 0,2 2,7 0,0 0,0 6,9 0,5 3,9 0,3 34 8,1
Versuchsansatz 3 0,0 3,3 0,0 0,1 6 0,3 4,3 0,6 3,3 10,4
Gesamt
Mittelwert [%0] 0,07 3,07 0,03 0,03 6,70 0,33 4,87 0,40 3,03 9,27
Standardabw. 0,12 0,32 0,06 0,06 0,62 015 134 0,17 0,55 1,15
Zweifaktorielle
ANOVA mit k=5; n.obs=3; df=16; MS=0,464; q-Wert = 3,736; errechneter kritischer Wert (fiir p=0,05) = 1,469
Messwiederholung
Abs. Differenz von
Tukey Post-Hoc fur
Unterschiede  zw.
Genotypen
WT zu tdp2 0,100 3,400
WT zu mus81 2,981 4,533
WT zu tdpl 0,033 0,067
WT zu wss1A 6,633 8,911
tdp2 zu mus81 2,881 1,133
tdp2 zu tdpl 0,133 3,333
tdp2 zu wss1A 6,533 5,511
mus81 zu tdpl 3,014 4,467
mus81 zu wss1A 6,533 4,378
tdpl zu wss1A 6,667 8,844
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Fortsetzung von Tabelle 8.7: Rohdaten der Eto-Sensitivitatsanalyse von DPC Reparaturmutanten.

Anzahl toter Zellen pro Wurzel

Zweifaktorielle
ANOVA mit
Messwiederholung

k=2; n.obs=3; df=16; MS=0,464; q-Wert = 2,439; errechneter kritischer Wert (fiir p=0,05) = 0,959

Abs. Differenz von
Tukey Post-Hoc fir
Eto-Sensitivitat

WT zu WT Eto
mus81 zu mus81 Eto
Tdpl zu tdpl Eto

tdp2 zu tdp2-Eto
wss1A zu wss1A Eto

0,267
3,567
1,819
0,367
2,544

Tabelle 8.8: Rohdaten der Wurzellangenanalyse von tdpl tdp2-Mutanten.
Dargestellt sind die Wurzelldngen von tdpl tdp2-Mutanten im Vergleich zum Wildtyp (WT). Angegeben ist die jeweilige
Waurzellange aus drei verschiedenen Versuchsansétzen in cm, die daraus errechneten Mittelwerte, die Mittelwerte der relativen
Waurzellangen, sowie die p-Werte die mittels des zweiseitigen T-Tests mit ungleicher Varianz ermittelt wurden. Die
berechneten relativen Mittelwerte sind als Sdulendiagramm in Abbildung 3.6 B dargestellt.

Waurzelldnge von tdpl tdp2 Mutanten [cm]

WT tdpl-4 tdp2-1 tdp1-4 tdp2-2
Versuchsansatz 1
Wurzel 1 8,03 12,65 8,89 7,87
Waurzel 2 10,31 14,56 8,88 8,92
Wurzel 3 10,46 10,99 9,13 6,90
Wurzel 4 8,96 12,40 7,51 11,27
Wurzel 5 10,31 12,84 7,79 8,61
Wurzel 6 8,55 9,91 8,59 9,39
Wurzel 7 9,54 11,66 8,67 10,54
Wurzel 8 9,50 10,21 8,94 9,20
Wurzel 9 9,86 10,33 7,53 8,70
Waurzel 10 10,15 12,49 7,95 9,98
Versuchsansatz 2
Waurzel 1 8,68 12,13 10,50 9,01
Wurzel 2 8,91 11,70 10,37 7,66
Wurzel 3 8,23 11,81 10,41 8,56
Wurzel 4 8,64 10,18 12,13 8,65
Wurzel 5 7,59 9,47 10,78 9,08
Wurzel 6 8,62 11,07 8,96 791
Wurzel 7 7,93 10,39 11,23 7,91
Wurzel 8 8,51 7,63 9,70 6,66
Waurzel 9 7,56 10,39 10,73 8,91
Wurzel 10 8,51 10,01 9,76 4,78
Versuchsansatz 3
Wurzel 1 9,71 10,34 9,86 12,41
Wurzel 2 12,36 10,95 11,07 12,52
Wurzel 3 10,95 8,06 9,27 12,41
Wurzel 4 11,38 9,78 9,54 12,88
Wurzel 5 6,04 10,31 10,37 12,43
Wurzel 6 9,65 8,89 10,07 10,43
Wurzel 7 8,71 10,58 10,36 12,67
Wurzel 8 11,09 9,92 9,46 10,07
Wurzel 9 11,38 2,76 9,14 12,02
Waurzel 10 11,35 11,36 10,70 12,29
Mittelwert
Versuchsansatz 1 9,57 11,80 8,39 9,14
Versuchsansatz 2 8,32 10,48 10,46 791
Versuchsansatz 3 10,26 9,29 9,99 12,01
Mittelwert [%]
Versuchsansatz 1 100 123,38 87,67 95,50
Versuchsansatz 2 100 125,98 125,72 95,16
Versuchsansatz 3 100 90,56 97,28 117,05
Gesamt
Mittelwert [%] 100 113,30 103,56 102,57
Standardabw. 0 19,74 19,79 12,54
T-Test [p-Wert]
WT zu tdpl 0,363
WT zu tdp2 0,785
WT zu tdpl tdp2 0,757
tdpl zu tdp2 0,578
tdpl zu tdpl tdp2 0,478
tdp2 zu tdpl tdp2 0,946
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Tabelle 8.9: Rohdaten der CPT-Sensitivitatsanalyse von tdpl tdp2-Mutanten
Dargestellt ist das relative Frischgewicht von tdpl tdp2-Mutanten im Vergleich zum Wildtyp (WT) bei verschiedenen CPT
Konzentrationen. Angegeben ist das relative Frischgewicht aus drei verschiedenen Versuchsansétzen, die daraus errechneten
Mittelwerte, die spezifischen Werte der einfaktoriellen ANOVA, sowie die mit dem Tukey’s Post-Hoc errechneten
Signifikanzniveaus (Begrifflichkeiten s. Tabelle 8.28). Die berechneten relativen Mittelwerte sind als Sdulendiagramm in

Abbildung 3.7 dargestellt.

Relatives Frischgewicht [%0]

150 nM 300 nM 600 nM 1200 nM
Versuchsansatz 1
WT 79,61 59,23 57,10 35,60
tdpl-4 83,99 83,77 63,42 69,88
tdp2-1 92,98 87,62 75,75 52,58
tdp1-4 tdp2-3 75,34 71,90 53,30 40,18
Versuchsansatz 2
WT 84,09 77,75 67,90 49,49
tdpl-4 75,99 72,22 67,79 51,10
tdp2-1 82,36 76,74 63,87 52,58
tdp1-4 tdp2-3 86,93 65,75 57,29 41,19
Versuchsansatz 3
WT 88,37 78,51 68,66 40,59
tdp1-4 95,20 75,47 67,41 55,00
tdp2-1 95,75 84,75 74,91 42,01
tdpl-4 tdp2-3 83,54 68,39 61,33 36,45
Gesamt
Mittelwert [%6]
WT 84,02 71,83 64,56 41,89
tdpl-4 85,06 77,15 66,21 58,66
tdp2-1 90,36 83,04 71,45 45,66
tdp1-4 tdp2-3 81,94 68,68 57,31 39,27
Standardabw.
WT 4,38 10,92 6,46 7,03
tdpl-4 9,65 5,95 2,42 9,91
tdp2-1 7,07 5,64 6,57 5,99
tdp1-4 tdp2-3 5,96 3,08 5,68 2,59
Einfaktorielle ANOVA n,=3; n,=3; df=4; g (fiir p< 0,05) =4,041
Spezifische Ergebnisse
der einfaktoriellen MS=49,42 MS=49,02 MS=26,74 MS=47,48
ANOVA SE=4,059 SE=4,042 SE=2,985 SE=3,978
Tukey Post-Hoc fir
Unterschiede ZW.
Genotypen (gs)
WT zu tdpl 1,562 8,319 2,310 0,946
WT zu tdp2 0,255 3,950 0,553 4,214
WT zu tdp1 tdp2 0,513 2,340 2,427 0,659
tdpl zu tdp2 1,307 4,369 1,757 3,268
tdpl zu tdpl tdp2 1,307 4,369 4,737 3,268
tdp2 zu tdpl tdp2 2,076 6,289 2,980 4,873

Tabelle 8.10: Rohdaten der Eto-Sensitivitatsanalyse von tdpl tdp2 Mutanten.
Dargestellt ist die Anzahl toter Zellen der tdpl und tdp2 Mutanten im Vergleich zum Wildtyp (WT), vor und nach der
Behandlung mit 20 uM Eto. Angegeben ist die jeweilige Anzahl toter Zellen aus drei verschiedenen Versuchsansatzen, die
daraus errechneten Mittelwerte und die Standardabweichung, die Werte der zweifaktoriellen ANOVA, die fiir die Berechnung
der statistischen Signifikanzen mit dem Tukey’s Post-Hoc verwendet wurden, sowie die spezifischen Signifikanz Werte
zwischen den verglichenen Genotypen (Begrifflichkeiten s. Tabelle 8.28). Die berechneten relativen Mittelwerte sind als
Sédulendiagramm in Abbildung 3.8 dargestellt.

Anzahl toter Zellen pro Wurzel

unbehandelt

behandelt mit 20 uM Eto

=
_|

tdpl-4  tdp2-1

tdp1-4 tdp2-2

WT

tdp1-4 tdp2-1 tdp1-4 tdp2-1

Versuchsansatz 1
Waurzel 1
Waurzel 2
Waurzel 3
Waurzel 4
Wurzel 5
Wurzel 6
Wurzel 7
Waurzel 8
Wurzel 9
Waurzel 10
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Fortsetzung Tabelle 8.10: Rohdaten der Eto-Sensitivitatsanalyse von tdpl tdp2 Mutanten.

Anzahl toter Zellen pro Wurzel

unbehandelt

behandelt mit 20 pM Eto

=
3

tdpl-4  tdp2-1

tdp1-4 tdp2-2

WT

tdpl-4

tdp2-1

tdpl-4 tdp2-1

Versuchsansatz 2
Wurzel 1
Wurzel 2
Wurzel 3
Wurzel 4
Wurzel 5
Wurzel 6
Wurzel 7
Waurzel 8
Wurzel 9
Wurzel 10
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Versuchsansatz 3
Wurzel 1
Wurzel 2
Wurzel 3
Wurzel 4
Wurzel 5
Wurzel 6
Wurzel 7
Wurzel 8
Wurzel 9
Waurzel 10
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Mittelwert

Versuchsansatz 1
Versuchsansatz 2
Versuchsansatz 3

0,0
0,1
0,0

0,0
0,2
0,3

0,1
0,2
0,1

0,2
0,2
0,2

3,
2,
4,

9 2,8
9 2,9
5 4,0

Gesamt
Mittelwert [%]
Standardabw.

0,03
0,27

0,20
0,15

0,20
0,10

0,17
0,15

0,13
0,06

0,20
0,00

3,
0,

77 3,23
81 0,67

Zweifaktorielle ANOVA mit
Messwiederholung, Tukey
Post-Hoc

k=4; n.obs=3; df=16; MS=0,142; q-Wert = 4,046; errechneter kritischer Wert (fiir p<0,05) = 0,881

Abs. Differenz von Tukey
Post-Hoc fur Unterschiede
zw. Genotypen

WT zu tdpl 0,167 0,067
WT zu tdp2 0,033 3,633
WT zu tdp1 tdp2 0,000 3,100
tdpl zu tdp2 0,200 3,567
tdpl zu tdpl tdp2 0,167 3,033
tdp2 zu tdp1 tdp2 0,033 0,533

Zweifaktorielle ANOVA mit
Messwiederholung, Tukey
Post-Hoc fur Eto-Sensitivitat

k=2; n.obs=3; df=16; MS=0,142; q-Wert = 2,998; errechneter kritischer Wert fiir (p<0,05) = 0,652

Abs. Differenz von Tukey
Post-Hoc fur Eto-Sensitivitat
WT zu WT Eto

tdpl zu tdpl Eto

tdp2 zu tdp2 Eto

tdpl tdp2 zu tdpl tdp2 Eto

0,100
0,000
3,767
3,200
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Tabelle 8.11: Rohdaten der Wurzelldngenanalyse von tdp2 mus81-Mutanten.

Dargestellt sind die Wurzelldngen von tdp2 mus81-Mutanten im Vergleich zum Wildtyp (WT). Angegeben ist die jeweilige
Wourzelldnge aus drei verschiedenen Versuchsansétzen in cm, die daraus errechneten Mittelwerte, die Mittelwerte der relativen
Wourzelldngen, sowie die p-Werte die mittels des zweiseitigen T-Tests mit ungleicher Varianz ermittelt wurden. Die
berechneten relativen Mittelwerte sind als Sdulendiagramm in Abbildung 3.9 B dargestellt.

Waurzelldnge von tdp2 mus81 Mutanten [cm]

WT tdp2-1 mus81-1 tdp2-1 mus81-1
Versuchsansatz 1
Waurzel 1 9,74 8,78 7,12 5,43
Wurzel 2 7,76 8,04 6,02 4,14
Waurzel 3 9,42 5,41 5,90 5,75
Wurzel 4 9,17 8,77 5,24 6,44
Wurzel 5 9,34 8,60 6,10 4,49
Wurzel 6 8,10 10,15 5,88 5,43
Wurzel 7 6,48 9,32 4,01 4,27
Wurzel 8 8,91 9,33 6,30 6,83
Waurzel 9 8,39 9,31 3,43 5,46
Waurzel 10 8,43 9,38 4,36 5,67
Versuchsansatz 2
Waurzel 1 6,46 7,00 5,19 4,59
Waurzel 2 8,46 8,33 3,46 4,75
Wurzel 3 8,24 6,75 5,68 3,42
Waurzel 4 6,39 7,00 5,06 7,06
Wurzel 5 7,87 4,76 4,90 4,74
Wurzel 6 6,70 7,73 5,60 6,21
Wurzel 7 8,96 7,56 6,14 3,68
Wurzel 8 7,37 5,96 4,90 4,79
Wurzel 9 7,90 5,22 6,04 4,77
Waurzel 10 791 7,36 5,56 3,63
Versuchsansatz 3
Wurzel 1 10,09 8,36 4,38 5,47
Wurzel 2 8,47 8,38 5,90 5,22
Wurzel 3 9,22 8,38 5,74 6,90
Wurzel 4 8,99 8,35 5,20 4,75
Wurzel 5 7,56 7,33 6,26 5,86
Wurzel 6 8,91 6,94 4,91 6,65
Wurzel 7 8,74 7,75 5,40 5,96
Wurzel 8 7,28 9,01 4,89 6,18
Wurzel 9 7,17 7,40 6,04 3,75
Wurzel 10 7,11 7,55 4,38 5,70
Mittelwert
Versuchsansatz 1 8,57 8,71 5,43 5,39
Versuchsansatz 2 7,63 6,77 5,25 4,76
Versuchsansatz 3 8,36 7,94 5,31 5,64
Mittelwert [%]
Versuchsansatz 1 100 101,55 63,39 62,88
Versuchsansatz 2 100 88,76 68,91 62,47
Versuchsansatz 3 100 95,08 63,54 67,54
Gesamt
Mittelwert [%] 100 95,13 65,28 64,30
Standardabw. 0 6,40 8.5 2,82
T-Test [p-Wert]
WT zu tdp2 0,318
WT zu mus81 0,003
WT zu tdp2 mus81 0,002
tdp2 zu mus81 0,006
tdp2 zu tdp2 mus81 0,006
mus81 zu tdp2 mus81 0,709
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Tabelle 8.12: Rohdaten der CPT-Sensitivitatsanalyse von tdp2 mus81-Mutanten.

Dargestellt ist das relative Frischgewicht von tdp2 und mus81-Mutanten im Vergleich zum Wildtyp (WT) bei verschiedenen
CPT Konzentrationen. Angegeben ist das relative Frischgewicht aus drei verschiedenen Versuchsansdtzen, die daraus
errechneten Mittelwerte, die spezifischen Werte der einfaktoriellen ANOVA, sowie die mit dem Tukey’s Post-Hoc errechneten
Signifikanzniveaus (Begrifflichkeiten s. Tabelle 8.28). Die berechneten relativen Mittelwerte sind als Sdulendiagramm in
Abbildung 3.10 dargestellt.

Relatives Frischgewicht [%0]

150 nM 300 nM 600 nM 1200 nM
Versuchsansatz 1
WT 64,94 67,24 42,63 31,85
tdp2-1 74,10 66,29 48,01 29,40
mus81-1 36,25 20,20 18,64 17,47
tdp2-1 mus81-1 37,55 27,18 29,05 21,33
Versuchsansatz 2
WT 82,39 58,18 66,36 51,06
tdp2-1 94,43 66,56 68,47 51,70
mus81-1 39,41 35,93 25,22 19,51
tdp2-1 mus81-1 51,58 39,21 28,78 25,92
Versuchsansatz 3
WT 84,34 69,57 57,31 43,59
tdp2-1 74,00 60,67 53,02 40,53
mus81-1 28,94 23,82 20,74 17,95
tdp2-1 mus81-1 43,30 25,96 23,76 18,53
Gesamt
Mittelwert [%6]
WT 77,22 65,00 55,43 42,17
tdp2-1 80,84 64,51 56,50 40,54
mus81-1 34,86 26,65 21,53 18,31
tdp2-1 mus81-1 44,14 30,78 27,20 21,93
Standardabw.
WT 10,68 6,02 11,98 9,69
tdp2-1 11,77 3,33 10,67 11,15
mus81-1 5,37 8,24 3,36 1,07
tdp2-1 mus81-1 7,05 7,32 2,98 3,37
Einfaktorielle ANOVA n,=3; n,=3; df=4; g (fiir p< 0,05) =4,041
Spezifische Werte der MS=82,77 MS=42,20 MS=69,35 MS=58,30
einfaktoriellen ANOVA SE=5,25 SE=3,75 SE=4,81 SE=4,408
Tukey Post-Hoc fir
Unterschiede zw. Genotypen
(as)
WT zu tdp2 0,689 0,130 0,222 0,369
WT zu mus81 8,064 10,225 7,051 5,412
WT zu tdp2 mus81 6,298 9,123 5,873 4,591
tdp2 zu mus81 8,753 10,095 7,273 5,043
tdp2 zu tdp2 mus81 6,987 8,993 6,095 4,222
mus81 zu tdp2 mus81 1,767 1,102 1,178 0,821
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Tabelle 8.13: Rohdaten der Eto-Sensitivitatsanalyse von tdp2 mus81 Mutanten.

Dargestellt ist die Anzahl toter Zellen der tdp2 und mus81 Mutanten im Vergleich zum Wildtyp (WT), vor und nach der
Behandlung mit 20 uM Eto. Angegeben ist die jeweilige Anzahl toter Zellen aus drei verschiedenen Versuchsansétzen, die
daraus errechneten Mittelwerte und die Standardabweichung, die Werte der zweifaktoriellen ANOVA, die fiir die Berechnung
der statistischen Signifikanzen mit dem Tukey’s Post-Hoc verwendet wurden, sowie die spezifischen Signifikanz Werte
zwischen den verglichenen Genotypen (Begrifflichkeiten s. Tabelle 8.27). Die berechneten relativen Mittelwerte sind als
Sdulendiagramm in Abbildung 3.11 dargestellt.

Anzahl toter Zellen pro Wurzel

unbehandelt

behandelt mit 20 uM Eto

WT tdp2-1  mus81-1 mus81-1tdp2-1 | WT tdp2-1 mus81-1 mus81-1 tdp2-1
Versuchsansatz 1
Waurzel 1 0 0 2 7 0 7 3 8
Waurzel 2 0 0 3 3 0 5 0 5
Wurzel 3 0 0 6 6 1 8 0 8
Wurzel 4 0 0 7 2 0 7 6 9
Wurzel 5 0 0 6 3 0 9 10 10
Wourzel 6 0 0 7 7 0 8 13 9
Wurzel 7 0 0 2 5 2 7 7 9
Wurzel 8 0 0 0 2 0 4 0 9
Wurzel 9 0 0 8 0 0 9 3 11
Waurzel 10 0 0 0 6 0 5 5 8
Versuchsansatz 2
Wurzel 1 0 1 2 2 1 8 8 5
Wurzel 2 0 0 2 0 0 5 8 8
Wurzel 3 0 0 2 2 0 6 5 7
Wurzel 4 0 0 4 2 0 2 1 10
Wurzel 5 2 0 4 2 0 5 1 10
Wurzel 6 0 0 4 3 0 7 5 7
Wurzel 7 0 0 1 3 0 5 3 7
Wurzel 8 0 0 2 0 0 3 3 10
Wurzel 9 0 0 3 3 0 2 8 10
Wurzel 10 0 0 2 3 0 2 4 9
Versuchsansatz 3
Wurzel 1 0 0 4 3 1 2 8 5
Wurzel 2 0 0 4 5 1 8 6 10
Wurzel 3 0 0 3 5 0 9 6 9
Wurzel 4 0 0 3 7 2 8 0 9
Wurzel 5 0 0 2 3 0 3 4 13
Wurzel 6 2 0 4 6 1 7 8 7
Wurzel 7 0 0 5 6 0 6 8 8
Wurzel 8 0 0 2 3 0 2 9 13
Wurzel 9 0 0 3 6 0 9 10 12
Waurzel 10 0 0 5 0 0 6 5 11
Mittelwert
Versuchsansatz 1 0,3 0,0 4,5 6,1 0,3 6,9 4,7 8,6
Versuchsansatz 2 0,2 0,0 35 44 0,1 45 4.6 8,3
Versuchsansatz 3 0,0 0,0 4,1 4,1 0,5 6 6,4 9,7
Gesamt
Mittelwert [%0] 0,17 0,00 4,03 4,87 0,30 5,80 5,23 8,87
Standardabw. 0,15 0,00 0,50 1,08 0,20 1,21 1,01 0,74

Zweifaktorielle ANOVA mit
Messwiederholung

k=4; n.obs=3; df=16; MS= 0,565; q-Wert = 4,046;

errechneter kritischer Wert (fir p=0,05) = 1,755

Abs. Differenz von Tukey

Post-Hoc fur Unterschiede
zw. Genotypen (Differenz)
WT zu tdp2

WT zu mus81

WT zu tdp2 mus81

tdp2 zu mus81

tdp2 zu tdp2 mus81

mus81 zu tdp2 mus81

0,167
3,867
4,700
4,033
4,867
0,833

5,500
4,933
8,567
0,567
3,067
3,633

Zweifaktorielle ANOVA mit
Messwiederholung

k=2; n.obs=3; df=16; MS= 0,565; q-Wert = 2,998; errechneter kritischer Wert (fiir p=0,05) = 1,301

Abs. Differenz von Tukey
Post-Hoc fiir Eto-
Sensitivitat (Differenz)

WT zu WT Eto

tdp2 zu tdp2 Eto

mus81 zu mus81 Eto

tdp2 mus81 zu tdp2 mus8l
Eto

0,133
5,800
1,200
4,000
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Tabelle 8.14: Rohdaten der Wurzellangenanalyse von tdp2 wss1A-Mutanten.

Dargestellt sind die Wurzellangen von tdp2 wss1A-Mutanten im Vergleich zum Wildtyp (WT). Angegeben ist die jeweilige
Wourzelldnge aus vier verschiedenen Versuchsansétzen in cm, die daraus errechneten Mittelwerte, die Mittelwerte der relativen
Wourzelldngen, sowie die p-Werte die mittels des zweiseitigen T-Tests mit ungleicher Varianz ermittelt wurden. Die
berechneten relativen Mittelwerte sind als Sdulendiagramm in Abbildung 3.12 B dargestellt.

Waurzelldnge von tdp2 wss1A Mutanten [cm]

WT tdp2-1 wss1A-3 tdp2-1 wss1A-3
Versuchsansatz 1
Waurzel 1 8,03 8,89 1,93 2,38
Wurzel 2 10,31 8,88 4,96 3,83
Waurzel 3 10,46 9,13 1,67 0,51
Wurzel 4 8,96 7,51 4,81 0,74
Wurzel 5 10,31 7,79 4,58 1,22
Wurzel 6 8,55 8,59 3,82 3,00
Wurzel 7 9,54 8,67 1,64 3,74
Wurzel 8 9,50 8,94 1,17 2,45
Waurzel 9 9,86 7,53 2,43 2,93
Waurzel 10 10,15 7,95 3,26 3,87
Versuchsansatz 2
Waurzel 1 8,68 10,50 3,26 1,37
Waurzel 2 8,91 10,37 3,36 1,00
Wurzel 3 8,23 10,41 2,78 2,18
Waurzel 4 8,64 12,13 3,20 2,45
Wurzel 5 7,59 10,78 3,10 0,32
Wurzel 6 8,62 8,96 1,57 2,06
Wurzel 7 7,93 11,23 2,43 1,04
Wurzel 8 8,51 9,70 1,31 2,65
Wurzel 9 7,56 10,73 3,69 2,59
Waurzel 10 8,51 9,76 3,33 2,40
Versuchsansatz 3
Wurzel 1 9,71 9,86 6,03 2,19
Wurzel 2 12,36 11,07 521 1,51
Wurzel 3 10,95 9,27 3,03 1,83
Wurzel 4 11,38 9,54 5,14 2,37
Wurzel 5 6,04 10,37 5,29 2,52
Wurzel 6 9,65 10,07 4,91 3,90
Wurzel 7 8,71 10,36 3,01 1,09
Wurzel 8 11,09 9,46 6,69 3,87
Wurzel 9 11,38 9,14 1,85 3,23
Wurzel 10 11,35 10,70 3,62 1,71
Versuchsansatz 4
Wurzel 1 8,54 11,33 4,48 0,75
Wurzel 2 8,00 11,50 2,56 2,58
Wurzel 3 7,54 9,35 4,14 0,47
Wurzel 4 7,84 10,90 1,06 3,13
Wurzel 5 7,58 10,05 4,22 1,77
Wurzel 6 10,11 9,21 3,77 2,39
Wurzel 7 7,57 10,92 2,65 1,32
Waurzel 8 9,86 10,32 4,22 3,54
Wurzel 9 8,74 10,67 512 3,97
Wurzel 10 8,92 9,49 2,16 1,37
Mittelwert
Versuchsansatz 1 9,57 8,39 3,03 2,47
Versuchsansatz 2 8,32 10,46 2,80 1,81
Versuchsansatz 3 10,26 9,99 4,48 2,42
Versuchsansatz 4 8,47 10,37 3,44 2,13
Mittelwert [%]
Versuchsansatz 1 100 87,67 31,62 25,77
Versuchsansatz 2 100 125,72 33,68 21,71
Versuchsansatz 3 100 97,28 43,61 23,60
Versuchsansatz 4 100 122,47 40,60 25,12
Gesamt
Mittelwert [%0] 100 108,29 37,38 24,05
Standardabw. 0 18,72 5,66 2,15
T-Test [p-Wert]
WT zu tdp2 0,441
WT zu mus81 <0,001
WT zu tdp2 mus81 <0,001
tdp2 zu mus81 0,003
tdp2 zu tdp2 mus81 0,003
mus81 zu tdp2 mus81 0,014
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Tabelle 8.15: Rohdaten der CPT-Sensitivitatsanalyse von tdp2 wss1A-Mutanten.

Dargestellt ist das relative Frischgewicht von tdp2 und wss1A-Mutanten im Vergleich zum Wildtyp (WT) bei verschiedenen
CPT Konzentrationen. Angegeben ist das relative Frischgewicht aus drei verschiedenen Versuchsansdtzen, die daraus
errechneten Mittelwerte, die spezifischen Werte der einfaktoriellen ANOVA, sowie die mit dem Tukey’s Post-Hoc errechneten
Signifikanzniveaus (Begrifflichkeiten s. Tabelle 8.28). Die berechneten relativen Mittelwerte sind als Sdulendiagramm in

Abbildung 3.13 dargestellt.

Relatives Frischgewicht [%0]

150 nM 300 nM 600 nM 1200 nM
Versuchsansatz 1
WT 79,61 59,23 57,10 35,60
tdp2-1 92,98 87,62 75,57 42,39
wss1A-3 98,59 50,31 38,69 18,09
tdp2-1 wss1A-3 135,08 72,35 21,65 16,73
Versuchsansatz 2
WT 84,09 77,75 67,90 49,49
tdp2-1 82,36 76,74 63,87 52,58
wss1A-3 96,45 65,30 51,97 20,43
tdp2-1 wss1A-3 81,80 51,99 33,33 26,74
Versuchsansatz 3
WT 88,37 78,51 68,66 40,59
tdp2-1 95,75 84,75 74,91 42,01
Wss1A-3 75,02 68,32 41,31 28,52
tdp2-1 wss1A-3 107,02 66,69 53,72 21,02
Gesamt
Mittelwert [%6]
WT 84,02 71,83 64,56 41,89
tdp2-1 90,36 83,04 71,45 45,66
wss1A-3 90,02 61,31 43,99 22,68
tdp2-1 wss1A-3 107,97 63,68 36,23 21,50
Standardabw.
WT 4,38 10,92 6,46 7,03
tdp2-1 7,07 5,64 6,57 5,99
wss1A-3 13,03 9,64 7,03 6,04
tdp2-1 wss1A-3 26,65 10,51 16,23 5,02
Einfaktorielle ANOVA n,=3; n,=3; df=4; g (fiir p< 0,05) =4,041
Spezifische Werte der MS=237,31 MS=88,62 MS=99,46 MS=36,77
einfaktoriellen ANOVA SE=8,89 SE=5,44 SE=5,76 SE=3,50
Tukey Post-Hoc fir
Unterschiede zw. Genotypen
(as)
WT zu tdp2 0,713 2,062 1,198 1,076
WT zu wss1A 0,674 1,936 3,571 5,489
WT zu tdp2 wss1A 2,692 1,500 4,918 5,826
tdp2 zu wss1A 0,039 3,998 4,769 6,564
tdp2 zu tdp2 wss1A 1,979 3,562 6,116 6,901
wss1A zu tdp2 wss1A 2,018 0,436 1,347 0,337

Tabelle 8.16: Rohdaten der Eto-Sensitivitatsanalyse von tdp2 wss1A Mutanten.

Dargestellt ist die Anzahl toter Zellen der tdp2 und wss1A Mutanten im Vergleich zum Wildtyp (WT), vor und nach der
Behandlung mit 20 uM Eto. Angegeben ist die jeweilige Anzahl toter Zellen aus vier verschiedenen Versuchsansatzen, die
daraus errechneten Mittelwerte, die Standardabweichung, die Werte der zweifaktoriellen ANOVA, die fir die Berechnung der
statistischen Signifikanzen mit dem Tukey’s Post-Hoc verwendet wurden, sowie die spezifischen Signifikanz Werte zwischen
den verglichenen Genotypen (Begrifflichkeiten s. Tabelle 8.27). Die berechneten relativen Mittelwerte sind als
Saulendiagramm in Abbildung 3.14 dargestellt.

Anzahl toter Zellen pro Wurzel

unbehandelt behandelt mit 20 uM Eto
WT tdp2-1  wss1A-3 tdp2-1 wss1lA-3 | WT tdp2-1  wss1A-3 tdp2-1 wss1A-3

Versuchsansatz 1
Waurzel 1 0 0 9 4 0 0 13 16
Wurzel 2 0 0 6 14 0 1 17 12
Waurzel 3 0 0 5 7 0 8 15 15
Wurzel 4 0 0 5 6 0 1 7 11
Wurzel 5 0 0 3 10 0 4 7 19
Wurzel 6 0 0 7 8 0 0 12 9
Wurzel 7 0 0 6 9 1 3 12 11
Wurzel 8 0 0 3 5 0 4 5 14
Waurzel 9 0 0 10 12 0 2 11 11
Waurzel 10 1 0 6 9 0 3 7 13
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Fortsetzung Tabelle 8.16: Rohdaten der Eto-Sensitivitdtsanalyse von tdp2 wss1A Mutanten

Anzahl toter Zellen pro Wurzel

unbehandelt

behandelt mit 20 uM Eto

WT tdp2-1  wss1A-3 tdp2-1 wss1A-3 | WT tdp2-1 ~ wss1A-3 tdp2-1 wss1A-3
Versuchsansatz 2
Waurzel 1 0 0 7 7 1 0 8 17
Wurzel 2 0 0 6 14 0 1 15 14
Waurzel 3 0 0 9 5 2 11 7 12
Wurzel 4 0 2 6 8 0 1 5 14
Wurzel 5 0 0 3 13 0 0 17 17
Wurzel 6 0 0 5 15 0 4 15 15
Wurzel 7 0 0 10 6 0 1 13 21
Wurzel 8 0 0 13 8 0 5 3 22
Waurzel 9 0 0 12 14 1 2 13 11
Waurzel 10 0 0 8 5 0 1 11 23
Versuchsansatz 3
Waurzel 1 0 0 5 9 0 1 13 11
Waurzel 2 0 0 12 13 1 8 15 18
Wurzel 3 0 1 5 5 0 3 10 18
Wurzel 4 0 0 11 6 1 11 7 14
Wurzel 5 0 0 4 2 0 1 13 11
Wurzel 6 1 0 7 15 0 2 13 14
Wurzel 7 0 0 9 3 2 8 9 9
Wurzel 8 0 0 9 11 0 7 7 12
Waurzel 9 0 1 10 8 0 5 10 12
Waurzel 10 0 0 3 6 0 8 11 15
Versuchsansatz 4
Wurzel 1 0 0 8 4 0 2 12 19
Wurzel 2 1 0 9 13 0 0 10 13
Wurzel 3 0 0 8 6 0 0 12 16
Wurzel 4 0 0 8 7 0 4 7 15
Wurzel 5 0 0 13 9 0 1 13 16
Wurzel 6 0 0 5 14 0 3 12 17
Wurzel 7 0 0 10 4 0 5 9 14
Wurzel 8 0 1 3 16 0 2 10 15
Wurzel 9 0 0 9 15 1 3 13 13
Wurzel 10 0 0 9 10 0 0 10 14
Mittelwert
Versuchsansatz 1 0,1 0,0 6,0 8,4 0,1 2,6 10,6 13,1
Versuchsansatz 2 0,0 0,2 7.9 9,5 04 2,6 10,7 16,6
Versuchsansatz 3 0,1 0,2 75 7,8 04 54 10,8 13,4
Versuchsansatz 4 0,0 0,1 8,2 9,8 0,2 2,0 10,8 15,2
Gesamt
Mittelwert [%0] 0,05 0,13 7,40 8,88 0,28 3,15 10,73 14,58
Standardabw. 0,06 0,10 0,98 0,94 0,17 1,62 0,10 1,94
Zweifaktorielle
ANOVA mit k=4; n.obs=4; df=24; MS= 0,861; q-Wert = 3,901; errechneter kritischer Wert (fiir p<0,05) = 1,755

Messwiederholungen

Abs. Differenz von
Tukey Post-Hoc fir
Unterschiede zw.
Genotypen

WT zu tdp2

WT zu wss1A

WT zu tdp2 wss1A
tdp2 zu wss1A

tdp2 zu tdp2 wss1A
wss1A zu tdp2 wss1A

0,075
7,350
8,825
7,275
8,750
1,475

2,875
10,450
14,300
7,575
11,425
3,850

Zweifaktorielle
ANOVA mit
Messwiederholungen

k=2; n.obs=4; df=24; MS= 0,861; g-Wert = 2,919; errechneter kritischer Wert (fiir p<0,05) = 1,354

Abs. Differenz von
Tukey Post-Hoc fir
Eto-Sensitivitat

WT zu WT Eto

tdp2 zu tdp2 Eto
wss1A zu wss1A Eto
tdp2 wsslA zu tdp2
wss1A Eto

0,225
3,025
3,325
5,700
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Tabelle 8.17: Rohdaten der Eto-Sensitivitatsanalyse von tdp2 ligd Mutanten.

Dargestellt ist die Anzahl toter Zellen der tdp2 und ligd Mutanten im Vergleich zum Wildtyp (WT), vor und nach der
Behandlung mit 20 uM Eto. Angegeben ist die jeweilige Anzahl toter Zellen aus vier verschiedenen Versuchsansétzen, die
daraus errechneten Mittelwerte, die Standardabweichung, die Werte der zweifaktoriellen ANOVA, die fir die Berechnung der
statistischen Signifikanzen mit dem Tukey’s Post-Hoc verwendet wurden, sowie die spezifischen Signifikanz Werte zwischen
den verglichenen Genotypen (Begrifflichkeiten s. Tabelle 8.27). Die berechneten relativen Mittelwerte sind als
Sdulendiagramm in Abbildung 3.15 dargestellt.

Anzahl toter Zellen pro Wurzel

unbehandelt behandelt mit 20 uM Eto
WT tdp2-1  lig4-5 tdp2-1 lig4-5 WT tdp2-1 lig4-5 tdp2-1 lig4-5

Versuchsansatz 1
Waurzel 1 0 0 2 0 0 3 9 6
Waurzel 2 0 0 0 0 0 3 7 4
Wurzel 3 0 0 0 0 1 1 12 7
Wurzel 4 0 0 0 0 0 3 6 4
Wurzel 5 0 0 0 0 0 2 13 4
Wurzel 6 0 0 0 0 0 5 9 6
Wurzel 7 2 0 0 0 1 2 10 6
Wurzel 8 0 0 0 0 0 1 7 7
Waurzel 9 0 4 2 1 0 2 8 3
Waurzel 10 0 0 1 0 1 6 10 4
Versuchsansatz 2
Wurzel 1 0 1 1 0 1 3 10 5
Wurzel 2 0 0 1 0 0 4 9 5
Wurzel 3 0 0 2 1 0 1 7 6
Wurzel 4 0 0 0 0 0 6 6 5
Wurzel 5 0 0 2 0 0 7 11 4
Wurzel 6 0 0 0 0 0 2 8 9
Wurzel 7 0 0 0 0 0 3 7 4
Wurzel 8 0 0 0 0 0 2 12 6
Wurzel 9 0 0 0 0 0 4 13 6
Wurzel 10 0 0 3 0 0 2 8 7
Versuchsansatz 3
Waurzel 1 0 0 0 0 0 3 6 5
Waurzel 2 0 0 0 0 1 3 9 6
Wurzel 3 0 0 0 0 0 4 7 6
Wurzel 4 0 0 0 1 0 3 13 9
Wurzel 5 0 0 0 0 0 2 12 3
Wurzel 6 0 0 2 4 1 6 11 8
Wurzel 7 0 0 4 0 0 3 12 5
Waurzel 8 0 1 0 1 0 4 8 6
Wurzel 9 0 0 3 0 0 1 6 5
Waurzel 10 0 0 0 0 0 4 12 3
Mittelwert
Versuchsansatz 1 0,2 04 0,5 0,1 0,3 2,8 9,1 51
Versuchsansatz 2 0,0 0,1 0,9 0,1 0,2 34 9,1 57
Versuchsansatz 3 0,0 0,1 0,9 0,6 0,1 3,3 9,6 5,6,
Gesamt
Mittelwert [%] 0,07 0,20 0,77 0,27 0,20 3,17 9,27 5,47
Standardabw. 0,12 0,17 0,23 0,29 0,10 0,32 0,29 0,32
Zweifaktorielle ANOVA mit
Messwiederholungen k=4; n.obs=3; df=16; MS= 0,06; g-Wert = 4,046; errechneter kritischer Wert (fiir p=0,05) = 0,572
Abs. Differenz von Tukey
Post-Hoc fiir Unterschiede
zw. Genotypen
WT zu tdp2 0,133 2,967
WT zu ligd 0,700 9,067
WT zu tdp2 ligd 0,200 5,267
tdp2 zu ligd 0,567 6,100
tdp2 zu tdp2 ligd 0,067 2,300
lig4 zu tdp2 ligd 0,500 3,800
Zweifaktorielle ANOVA mit | k=2; n.obs=3; MS=0,06, g-Wert=2,998; Errechneter kritischer Wert (fur p<0,05) =0,424
Messwiederholungen
Abs. Differenz von Tukey
Post-Hoc fiir Eto-
Sensitivitat
WT zu WT Eto 0,133
tdp2 zu tdp2 Eto 2,967
lig4 zu lig4 Eto 8,500
tdp2 lig4 zu tdp2 lig4 Eto 5,200
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Tabelle 8.18: Rohdaten der Eto-Sensitivitatsanalyse von tdp2 teb Mutanten.

Dargestellt ist die Anzahl toter Zellen der tdp2 und teb Mutanten im Vergleich zum Wildtyp (WT), vor und nach der
Behandlung mit 20 uM Eto. Angegeben ist die jeweilige Anzahl toter Zellen aus vier verschiedenen Versuchsansétzen, die
daraus errechneten Mittelwerte, die Standardabweichung, die Werte der zweifaktoriellen ANOVA, die fur die Berechnung der
statistischen Signifikanzen mit dem Tukey’s Post-Hoc verwendet wurden, sowie die spezifischen Signifikanz Werte zwischen
den verglichenen Genotypen (Begrifflichkeiten s. Tabelle 8.27). Die berechneten relativen Mittelwerte sind als
Sdulendiagramm in Abbildung 3.16 dargestellt.

Anzahl toter Zellen pro Wurzel

unbehandelt behandelt mit 20 uM Eto
WT tdp2-1  teb-5 tdp2-1 teb-5 WT tdp2-1 teb-5 tdp2-1 teb-5

Versuchsansatz 1
Waurzel 1 0 0 11 13 0 3 19 14
Waurzel 2 0 0 10 9 0 9 20 15
Wurzel 3 0 0 4 2 0 3 14 21
Wurzel 4 0 0 7 10 0 8 15 19
Wurzel 5 0 0 5 7 0 6 12 12
Wurzel 6 0 0 5 7 0 2 17 14
Wurzel 7 0 1 6 6 1 2 17 15
Wurzel 8 0 0 4 12 0 6 9 17
Waurzel 9 0 0 10 6 0 5 12 21
Waurzel 10 0 0 6 10 2 6 16 20
Versuchsansatz 2
Wurzel 1 0 0 2 8 1 2 13 19
Wurzel 2 0 0 11 9 0 5 10 12
Wurzel 3 0 0 10 10 2 3 15 19
Wurzel 4 0 1 5 6 0 3 7 14
Wurzel 5 0 0 10 7 0 5 10 15
Wurzel 6 0 0 5 7 0 2 8 16
Wurzel 7 0 0 4 6 0 3 9 14
Wurzel 8 0 0 6 5 0 4 11 19
Wurzel 9 0 0 4 5 1 3 17 14
Waurzel 10 0 0 6 7 0 4 12 14
Versuchsansatz 3
Wurzel 1 0 0 5 9 0 4 9 12
Wurzel 2 0 0 12 13 0 4 15 17
Wurzel 3 0 1 5 5 0 4 9 10
Wurzel 4 0 0 11 6 1 3 13 17
Wurzel 5 0 0 4 2 0 6 8 23
Wurzel 6 1 0 7 15 0 4 11 12
Wurzel 7 0 0 9 3 0 3 8 13
Waurzel 8 0 0 9 11 0 4 13 16
Wurzel 9 0 1 10 8 0 1 16 10
Waurzel 10 0 0 3 6 0 4 12 14
Versuchsansatz 4
Wurzel 1 0 0 4 7 0 1 11 19
Wurzel 2 0 0 5 14 0 1 9 12
Wurzel 3 0 0 7 10 0 4 15 11
Wurzel 4 0 0 10 10 0 6 8 18
Wurzel 5 0 0 14 5 0 4 23 15
Wurzel 6 0 0 7 6 0 5 10 23
Wurzel 7 0 0 10 6 0 6 17 12
Wurzel 8 0 0 9 11 0 2 12 13
Wurzel 9 0 0 6 9 0 2 7 20
Waurzel 10 0 0 9 8 0 5 8 15
Mittelwert
Versuchsansatz 1 0,0 0,1 6,8 8,2 0,3 50 15,1 16,8
Versuchsansatz 2 0,0 0,1 6,3 7 0,4 34 11,2 15,6
Versuchsansatz 3 0,1 0,0 6,7 8,5 0,1 3,7 11,4 14,4
Versuchsansatz 4 0,0 0,1 8,1 8,6 0,0 3,6 12,0 15,8
Gesamt
Mittelwert [%0] 0,03 0,08 6,98 8,08 0,20 3,93 12,43 15,65
Standardabw. 0,05 0,05 0,78 0,74 0,18 0,73 1,82 0,98
Zweifaktorielle
ANOVA mit k=4; n.obs=4; df=24; MS= 0,748; q-Wert = 3,901; errechneter kritischer Wert (fiir p<0,05) = 1,687
Messwiederholungen
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Fortsetzung Tabelle 8.18: Rohdaten der Eto-Sensitivitdtsanalyse von tdp2 teb Mutanten

unbehandelt behandelt mit 20 uM Eto
Abs. Differenz von
Tukey Post-Hoc fir
Unterschiede zw.
Genotypen
WT zu tdp2 0,050 3,725
WT zu teb 6,950 12,225
WT zu teb tdp2 8,050 15,450
tdp2 zu teb 6,900 8,500
tdp2 zu tdp2 teb 8,000 11,725
teb zu tdp2 teb 1,100 3,225
Zweifaktorielle
ANOVA mit k=2; n.obs=4; df=24; MS= 0,748; g-Wert = 2,919; errechneter kritischer Wert (fur p<0,05) = 1,262

Messwiederholungen
Abs. Differenz von
Tukey Post-Hoc fur
Eto-Sensitivitat

WT zu WT Eto 0,175
tdp2 zu tdp2 Eto 3,850
teb zu teb Eto 5,450
tdp2 teb zu tdp2 teb | 7,575
Eto

Tabelle 8.19: Rohdaten der Eto-Sensitivitatsanalyse von ligd wss1A Mutanten

Dargestellt ist die Anzahl toter Zellen der ligd und wss1A Mutanten im Vergleich zum Wildtyp (WT), vor und nach der
Behandlung mit 20 UM Eto. Angegeben ist die jeweilige Anzahl toter Zellen aus vier verschiedenen Versuchsansatzen, die
daraus errechneten Mittelwerte, die Standardabweichung, die Werte der zweifaktoriellen ANOVA, die fur die Berechnung der
statistischen Signifikanzen mit dem Tukey’s Post-Hoc verwendet wurden, sowie die spezifischen Signifikanz Werte zwischen
den verglichenen Genotypen (Begrifflichkeiten s. Tabelle 8.27). Die berechneten relativen Mittelwerte sind als
Saulendiagramm in Abbildung 3.17 dargestellt.

Anzahl toter Zellen pro Wurzel

unbehandelt behandelt mit 20 uM Eto
WT ligd-5 wss1A-3 ligd-5 WT ligd-5 wss1A-3 ligd-5
wss1A-3 Wwss1A-3

Versuchsansatz 1
Wurzel 1 0 0 4 5 0 9 6 10
Waurzel 2 0 3 1 6 0 6 10 16
Wurzel 3 0 3 9 3 1 13 10 16
Waurzel 4 0 1 3 5 0 8 1 13
Wurzel 5 0 0 6 8 0 9 6 10
Wurzel 6 0 0 b5 4 0 10 8 12
Wurzel 7 1 1 5 2 0 10 9 16
Wurzel 8 0 0 4 3 0 6 11 15
Waurzel 9 0 0 7 b5 0 14 7 12
Waurzel 10 0 0 7 8 0 11 11 14
Versuchsansatz 2
Waurzel 1 0 2 8 7 1 8 8 10
Wurzel 2 0 1 10 5 0 9 11 11
Wurzel 3 0 0 9 10 0 8 9 12
Wurzel 4 0 0 4 8 0 11 5 11
Wurzel 5 0 0 7 7 1 10 12 13
Wurzel 6 0 3 4 7 0 7 9 12
Wurzel 7 0 0 6 10 0 10 6 11
Wurzel 8 0 0 4 8 0 8 5 14
Wurzel 9 0 1 6 9 1 6 10 14
Wurzel 10 0 0 3 4 0 7 10 9
Versuchsansatz 3
Waurzel 1 0 0 3 8 0 6 12 7
Waurzel 2 0 0 5 5 2 8 9 10
Waurzel 3 0 4 1 9 0 12 10 13
Wurzel 4 0 2 5 2 0 8 11 12
Wurzel 5 0 1 9 5 0 9 7 13
Wurzel 6 0 1 6 7 1 11 15 10
Wurzel 7 0 3 2 8 0 8 9 12
Wurzel 8 0 0 2 4 0 9 9 8
Waurzel 9 0 0 5 5 0 9 10 15
Waurzel 10 0 0 4 5 0 11 8 11
Mittelwert
Versuchsansatz 1 0,1 0,8 51 49 0,1 9,6 7,9 13,4
Versuchsansatz 2 0,0 0,7 6,1 75 0,3 8,4 8,5 11,7
Versuchsansatz 3 0,0 1,1 42 5,8 0,3 9,1 10 11,1,
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Fortsetzung Tabelle 8.19: Rohdaten der Eto-Sensitivitdtsanalyse von lig4 wss1A Mutanten

Anzahl toter Zellen pro Wurzel

unbehandelt

behandelt mit 20 uM Eto

WT lig4-5 wss1A-3 ligd-5 WT lig-5 wss1A-3 ligd-5
wss1A-3 wss1A-3
Gesamt
Mittelwert [%] 0,03 0,87 5,13 6,07 0,23 9,03 8,80 12,07
Standardabw. 0,06 0,21 0,95 1,32 0,12 0,60 1,08 1,19

Zweifaktorielle ANOVA mit
Messwiederholungen

k=4; n.obs=3; df=16; MS= 0,708; g-Wert = 4,046; errechneter kritischer Wert (fur p<0,05) = 1,965

Abs. Differenz von Tukey
Post-Hoc fur Unterschiede
zw. Genotypen

WT zu ligd

WT zu wss1A

WT zu ligd wss1A

ligd zu wss1A

ligd zu ligd wss1A

wss1A zu lig4 wss1A

0,833
5,100
6,033
4,267
5,200
0,933

8,800
8,567
11,833
0,233
3,033
3,267

Zweifaktorielle ANOVA mit
Messwiederholungen

k=2; n.obs=3; MS=0,708, q-Wert=2,998; Errechneter

kritischer Wert (fiir p<0,05) = 1,456

Abs. Differenz von Tukey
Post-Hoc fiir Eto-
Sensitivitat

WT zu WT Eto

tdp2 zu tdp2 Eto

ligd zu lig4 Eto

tdp2 lig4 zu tdp2 lig4 Eto

0,200
8,167
3,667
6,000

Tabelle 8.20: Rohdaten der Wurzelldngenanalyse von teb wss1A-Mutanten.

Dargestellt sind die Wurzellangen von teb wss1A-Mutanten im Vergleich zum Wildtyp (WT). Angegeben ist die jeweilige
Wurzellange aus drei verschiedenen Versuchsansétzen in cm, die daraus errechneten Mittelwerte, die Mittelwerte der relativen
Waurzellangen, sowie die p-Werte die mittels des zweiseitigen T-Tests mit ungleicher Varianz ermittelt wurden. Die
berechneten relativen Mittelwerte sind als Saulendiagramm in Abbildung 3.19 A dargestelt.

Waurzelldnge von teb wss1A Mutanten [cm]

WT teb-5 wss1A-3 teb-5 wss1A-3

Versuchsansatz 1

Wurzel 1 4,47 2,44 3,32 1,65
Wurzel 2 7,82 2,73 1,36 0,73
Wurzel 3 7,92 3,11 0,58 1,61
Wurzel 4 4,72 1,82 1,28 1,16
Wurzel 5 6,13 3,34 0,75 0,76
Wurzel 6 8,25 3,04 2,57 1,02
Wurzel 7 7,19 0,49 1,28 1,55
Wurzel 8 8,64 0,45 2,02 0,69
Wurzel 9 6,96 2,31 2,10 0,85
Waurzel 10 6,42 3,11 1,30 0,64
Versuchsansatz 2

Wurzel 1 4,72 2,66 1,68 0,61
Wurzel 2 7,57 1,85 1,05 0,90
Waurzel 3 6,83 BW/5) 0,74 2,31
Wurzel 4 3,61 3,69 1,50 0,58
Wurzel 5 7,27 3,92 2,73 0,81
Wurzel 6 5,88 4,69 0,68 0,71
Wurzel 7 6,22 2,03 1,35 0,22
Wurzel 8 4,83 4,35 0,85 0,97
Wurzel 9 4,66 0,89 0,61 0,79
Waurzel 10 5,34 3,82 1,05 0,19
Versuchsansatz 3

Wurzel 1 7,09 2,54 0,87 0,37
Wurzel 2 7,43 2,72 1,40 1,38
Wurzel 3 6,24 3,14 1,23 0,35
Wurzel 4 6,74 1,63 1,15 1,06
Wurzel 5 7,44 1,22 1,13 0,85
Wurzel 6 7,31 2,23 1,92 0,99
Wurzel 7 7,67 4,10 1,27 0,86
Wurzel 8 571 2,67 0,96 0,19
Wurzel 9 6,68 2,71 1,90 0,65
Waurzel 10 7,34 3,74 1,46 0,59
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Fortsetzung Tabelle 8.20: Rohdaten der Wurzelldngenanalyse von teb wss1A-Mutanten.

WT teb-5 wss1A-3 teb-5 wss1A-3
Mittelwert
Versuchsansatz 1 6,85 2,28 1,66 1,07
Versuchsansatz 2 5,69 3,17 1,22 0,81
Versuchsansatz 3 6,97 2,67 1,33 0,73
Mittelwert [%]
Versuchsansatz 1 100 33,33 24,16 15,55
Versuchsansatz 2 100 55,60 21,50 14,20
Versuchsansatz 3 100 38,31 19,07 10,47
Gesamt
Mittelwert [%6] 100 42,42 21,58 13,41
Standardabw. 0 11,69 2,55 2,63
T-Test [p-Wert]
WT zu teb 0,013
WT zu wss1A <0,001
WT zu teb wss1A <0,001
teb zu wss1A 0,085
teb zu teb wss1A 0,044
wss1A zu teb wss1A 0,018

Tabelle 8.21: Rohdaten der Fertilitdtsanalyse von teb wss1A-Mutanten

Dargestellt sind die Fertilitat von teb wss1A-Mutanten im Vergleich zum Wildtyp (WT). Angegeben ist die jeweilige Anzahl

der Samen pro Schote aus finf verschiedenen Versuchsansatzen,

die daraus errechneten

Mittelwerte und

Standardabweichungen, sowie die p-Werte die mittels des zweiseitigen T-Tests mit ungleicher Varianz ermittelt wurden. Die
berechneten relativen Mittelwerte sind als Sdulendiagramm in Abbildung 3.19 B dargestellt.

Fertilitatsanalyse von teb wss1A Mutanten

WT teb-5 wss1A-3 teb-5 wss1A-3
Pflanze 1
Schote 1 50 42 20 12
Schote 2 48 36 18 10
Schote 3 45 40 18 5
Schote 4 44 41 19 9
Schote 5 49 39 13 10
Pflanze 2
Schote 1 44 45 27 15
Schote 2 42 34 11 7
Schote 3 46 36 18 9
Schote 4 45 38 23 13
Schote 5 39 42 20 9
Pflanze 3
Schote 1 59 31 16 6
Schote 2 52 30 18 7
Schote 3 52 33 11 7
Schote 4 43 31 10 9
Schote 5 51 34 9 10
Pflanze 4
Schote 1 44 24 19 13
Schote 2 47 35 15 8
Schote 3 48 32 14 12
Schote 4 a7 22 13 13
Schote 5 46 22 11 8
Pflanze 5
Schote 1 42 32 24 12
Schote 2 40 28 15 9
Schote 3 39 34 17 6
Schote 4 38 34 26 12
Schote 5 39 30 20 12
Mittelwert
Pflanze 1 47,2 39,6 17,6 9,2
Pflanze 2 43,2 39 19,8 10,6
Pflanze 3 51,4 31,8 12,8 7.8
Pflanze 4 46,4 27 14,4 10,8
Pflanze 5 39,6 31,6 20,4 10,2
Gesamt
Mittelwert 45,56 33,80 17,00 9,72
Standardabw. 4,43 5,38 3,32 1,24
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Fortsetzung Tabelle 8.21: Rohdaten der Fertilitatsanalyse von teb wss1A-Mutanten.

T-Test [p-Wert]
WT zu teb

WT zu wss1A

WT zu teb wss1A
teb zu wss1A

teb zu teb wss1A
wss1A zu teb wss1A

0,006
<0,001
<0,001
<0,001
<0,001

0,006

Tabelle 8.22: Rohdaten der Analyse somatischer Anaphasen.
Dargestellt ist der prozentuale Anteil an Defekten somatischen Anaphasen von lig4, teb und wss1A Mutanten im Vergleich
zum Wildtyp (WT). Angegeben ist die Gesamtzahl analysierter Anaphasen pro Genotyp, der Anteil defekter Anaphasen
getrennt in den jeweiligen Typ des Anaphasendefekts, sowie der relative prozentuale Anteil des jeweiligen Anaphasendefekts
entsprechend des gesamten Anteils an defekten Anaphasen. Weiterhin sind die spezifischen p-Werte, welche mit dem
zweiseitigen exakten Test nach Fisher berechnet wurden angegeben. Die Prozentualen Anteile der defekten somatischen

Anaphasen sind als Balkendiagramm in Abbildung 3.20 dargestellt.

WT ligd-5 teb-5 wss1A-3 lig4-5 wss1A-3 teb-5 wss1A-3
Gesamtanzahl analysierter 250 254 224 352 271 221
Anaphasen
Anzahl der Anaphasen mit 2 0 2 3 2 5
Anaphasebricken
Anzahl der Anaphasen mit 0 3 3 12 14 30
fragmentierten
Chromosomen
Gesamtanteil defekter 0,80 1,18 2,14 4,61 5,97 15,57
Anaphasen [%0]
Relativer Anteil von 100 0 37,40 26,04 13,41 12,84
Anaphasebriicken [%]
Relativer Anteil von 0 100 62,60 73,96 86,59 87,16
Chromosomen-
fragmentierungen [%]
Exakter Test nach Fisher
[p-Wert]
zu ligd 1,000
zu teb 0,260 0,480
zu wss1A 0,010 0,029 0,246
zu ligd wss1A 0,001 0,004 0,046 0,350
zu teb wss1A <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
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Tabelle 8.23: Rohdaten der CPT-Sensitivitatsanalyse von teb mus81-Mutanten.

Dargestellt ist das relative Frischgewicht von teb und mus81-Mutanten im Vergleich zum Wildtyp (WT) bei verschiedenen
CPT Konzentrationen. Angegeben ist das relative Frischgewicht aus drei verschiedenen Versuchsansdtzen, die daraus
errechneten Mittelwerte, die spezifischen Werte der einfaktoriellen ANOVA, sowie die mit dem Tukey’s Post-Hoc errechneten
Signifikanzniveaus (Begrifflichkeiten s. Tabelle 8.28). Die berechneten relativen Mittelwerte sind als Sdulendiagramm in
Abbildung 3.21 dargestellt.

150 nM 300 nM
Versuchsansatz 1
WT 81,57 64,11
mus81-1 32,99 21,93
teb-5 31,80 26,00
mus81-1 teb-7 39,72 27,42
Versuchsansatz 2
WT 74,98 43,83
mus81-1 27,95 19,29
teb-5 35,57 28,66
mus81-1 teb-7 22,99 20,22
Versuchsansatz 3
WT 88,37 78,51
mus81-1 27,29 19,44
teb-5 35,98 37,37
mus81-1 teb-7 33,18 25,99
Gesamt
Mittelwert [%0]
WT 75,68 57,63
mus81-1 29,41 20,22
teb-5 34,45 30,68
mus81-1 teb-7 31,98 24,54
Standardabw.
WT 5,57 11,96
mus81-1 3,12 1,48
teb-5 2,31 5,95
mus81-1 teb-7 8,43 3,81
Einfaktorielle ANOVA n;=3; np,=3; df=4; g=4,041
Spezifische Ergebnisse der MS=29,273; MS = 69,439
ANOVA SE=3,124 SE=4,811
Tukey Post-Hoc fur
Unterschiede zw. Genotypen
(as)
WT zu mus81 14,814 14,814
WT zu teb 13,201 13,201
WT zu mus81 teb 13,997 13,997
mus81 zu teb 1,613 1,613
mus81 zu mus81 teb 1,613 1,613
teb zu mus81 teb 0,816 0,816
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Tabelle 8.24: Rohdaten der Embryonenanalyse von recqg4A wss1A-Mutanten.
Dargestellt sind die Embryonenanalyse von recq4A wss1A-Mutanten im Vergleich zum Wildtyp (WT). Angegeben ist die
jeweilige Anzahl an defekten Embryonen pro Schote, die jeweilige Gesamtanzahl an Embryonen pro Schote, die daraus
errechneten Mittelwerte und Standardabweichungen und die prozentualen Anteile an defekten Embryonen pro Schote.
Weiterhin sind die spezifischen p-Werte, welche mit dem zweiseitigen exakten Test nach Fisher berechnet wurden, angegeben.
Die berechneten prozentualen Anteile an defekten Embryonen pro Schote sind als Saulendiagramm in Abbildung 3.22

dargestellt.

Embryonenanalyse von recqg4A wss1A

WT recqdA-4 -/- Wss1A-3 +/- recqdA-4 -/-
wss1A-3 +/-
Defekt Gesamt Defekt Gesamt Defekt Gesamt Defekt Gesamt
Schote 1 2 42 0 46 5 48 9 38
Schote 2 0 45 0 44 3 49 9 38
Schote 3 0 42 0 46 3 41 13 55
Schote 4 0 47 0 47 5 49 8 54
Schote 5 0 55 0 34 2 31 14 46
Schote 6 1 52 0 24 1 51 12 42
Schote 7 0 54 0 34 3 42 10 48
Schote 8 1 45 0 48 1 40 12 50
Schote 9 0 54 1 46 4 43 13 57
Schote 10 1 42 0 58 5 53 14 43
Gesamt
Mittelwert 0,50 47,80 0,10 42,70 3,20 44,70 11,44 47,10
Standardabw. 0,71 5,41 0,32 9,52 1,55 6,58 2,22 6,89
Prozentual [%0]
Defekte pro Schote 1,13 0,22 7,09 24,50
Standardabweichung 1,64 0,69 2,98 5,05
Fisher’s Test [p-Wert]
WT zu recq4A 1
WT zu wss1A 0,066
WT zu recq4A wss1A <0,001
recq4A zu wss1A 0,014
recq4A zu recqdA <0,001
Wss1A
wss1A zu recg4A wsslA 0,006
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Tabelle 8.25: Rohdaten der Wurzelldngenanalyse von teb wss1A-Mutanten.

Dargestellt sind die Wurzelldngen von teb wss1A-Mutanten im Vergleich zum Wildtyp (WT). Angegeben ist die jeweilige
Wourzelldnge aus drei verschiedenen Versuchsansétzen in cm, die daraus errechneten Mittelwerte, die Mittelwerte der relativen
Wourzelldngen, sowie die p-Werte die mittels des zweiseitigen T-Tests mit ungleicher Varianz ermittelt wurden. Die
berechneten relativen Mittelwerte sind als Sdulendiagramm in Abbildung 8.1 B dargestellt.

Waurzelldnge von lig wss1A Mutanten [cm]

WT lig4-5 Wwss1A-3 lig4-5 wss1A-3
Versuchsansatz 1
Waurzel 1 6,64 4,24 2,87 0,36
Wurzel 2 6,21 4,22 3,02 0,87
Waurzel 3 7,36 4,16 0,88 0,53
Wurzel 4 6,74 3,51 1,80 0,99
Wurzel 5 7,91 5,80 1,50 1,00
Wurzel 6 5,60 3,56 2,31 0,85
Wurzel 7 7,04 4,60 2,42 1,64
Wurzel 8 7,11 5,84 2,40 1,03
Waurzel 9 6,19 4,15 2,74 1,26
Waurzel 10 7,14 6,01 0,94 0,63
Versuchsansatz 2
Waurzel 1 5,92 4,98 3,61 0,87
Waurzel 2 6,67 6,22 3,97 0,85
Wurzel 3 7,34 4,72 4,38 1,33
Waurzel 4 5,12 5,13 0,96 1,92
Wurzel 5 6,53 5,69 2,79 1,41
Wurzel 6 5,18 5,64 3,61 2,54
Wurzel 7 5,26 4,88 0,62 1,90
Wurzel 8 7,01 6,04 0,37 1,94
Wurzel 9 5,97 5,28 3,49 0,37
Waurzel 10 6,80 4,44 2,73 1,88
Versuchsansatz 3
Wurzel 1 5,82 5,30 3,37 1,18
Wurzel 2 4,52 2,21 2,88 1,21
Wurzel 3 3,72 2,89 2,31 1,80
Wurzel 4 6,03 1,83 2,83 0,83
Wurzel 5 5,73 3,52 1,73 1,02
Wurzel 6 3,70 3,89 2,22 0,60
Wurzel 7 6,12 2,10 3,21 1,06
Wurzel 8 6,94 4,16 2,14 1,33
Wurzel 9 4,31 519 0,62 1,64
Wurzel 10 5,34 6,29 3,15 0,81
Mittelwert
Versuchsansatz 1 6,79 4,61 2,09 0,92
Versuchsansatz 2 6,18 5,30 2,65 1,50
Versuchsansatz 3 5,22 3,74 2,45 1,15
Mittelwert [%]
Versuchsansatz 1 100 67,83 30,74 13,47
Versuchsansatz 2 100 85,80 42,95 24,28
Versuchsansatz 3 100 71,56 46,82 21,97
Gesamt
Mittelwert [%] 100 75,06 40,17 19,91
Standardabw. 0 9,49 8,40 5,69
T-Test [p-Wert]
WT zu ligd 0,045
WT zu wss1A 0,006
WT zu ligd wss1A 0,001
ligd zu wss1A 0,009
ligd zu ligd wss1A 0,002
wss1A zu lig4 wss1A 0,032
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Tabelle 8.26: Rohdaten der Embryonenanalyse von rmil wss1A-Mutanten.

Dargestellt sind die Embryonenanalyse von rmil wss1A-Mutanten im Vergleich zum Wildtyp (WT). Angegeben ist die
jeweilige Anzahl an defekten Embryonen pro Schote, die jeweilige Gesamtanzahl an Embryonen pro Schote, die daraus
errechneten Mittelwerte und die prozentualen Anteile an defekten Embryonen pro Schote. Weiterhin sind die spezifischen p-
Werte, welche mit dem zweiseitigen exakten Test nach Fisher berechnet wurden, angegeben. Die berechneten prozentualen
Anteile an defekten Embryonen pro Schote sind als S&ulendiagramm in Abbildung 8.2 dargestellt.

Embryonenanalyse von rmil wss1A

WT rmil-2 -/- Wss1A-3 +/- rmil-2 -/-
WsS1A-3 +/-
Defekt Gesamt Defekt Gesamt Defekt Gesamt Defekt Gesamt
Schote 1 0 39 0 39 2 43 12 32,43
Schote 2 0 45 0 45 5 42 11 28,95
Schote 3 0 39 0 45 4 47 9 23,08
Schote 4 0 40 0 41 3 48 10 23,26
Schote 5 0 43 0 44 5 38 9 23,08
Gesamt
Mittelwert 0 41,20 0 42,80 2 43,60 10,20 39,20
Prozentual [%6]
Defekte pro Schote 0 0 8,89 26,16
Standardabweichung 0 0 3,62 4,32
Fisher’s Test [p-Wert]
WT zu rmil 1
WT zu wss1A 0,007
WT zu rmil wsslA <0,001
rmilzu wss1A 0,007
rmil zu rmil wss1A <0,001
wss1A zu rmil wss1A 0,005

Tabelle 8.27: Begrifflichkeiten der zweifaktoriellen ANOVA mit Messwiederholungen.
Aufgelistet sind die Begrifflichkeiten der zweifaktoriellen ANOVA mit Messwiederholungen und ihre Herkunft

Begrifflichkeiten der zweifaktoriellen ANOVA mit Messwiederholungen

k Anzahl der zu vergleichenden Proben

n.obs Anzahl der Wiederholungen

df Freiheitsgrade innerhalb der Gruppen (Fehler)

MS Mittlere Quadratsumme innerhalb der Gruppen (Fehler)

g-Wert fir p<0,05

Ist der Tabelle fiir den Tukeys Post-Hoc zu entnehmen, ergibt sich aus k und df

kritischer Wert Wird mithilfe der Differenz der zu vergleichenden Proben errechnet: kW = q
MSs
*\/(n obs)
Differenz Absolute Differenz der Mittelwerte der zu vergleichenden Proben. Die Differenz

sollte groRRer sein als der kritischer Wert fiir einen signifikanten Unterschied mit
p <0,05
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Tabelle 8.28: Begrifflichkeiten der einfaktoriellen ANOVA.
Aufgelistet sind die Begrifflichkeiten der einfaktoriellen ANOVA und ihre Herkunft

Begrifflichkeiten der einfaktoriellen ANOVA

n1 Anzahl der Wiederholungen der ersten Probe

nz Anzahl der Wiederholungen der zweiten Probe

df Freiheitsgrade innerhalb der Gruppen (Fehler)

MS Mittlere Quadratsumme innerhalb der Gruppen (Fehler)

g-Wert fir p<0,05 Ist der Tabelle fiir den Tukeys Post-Hoc zu entnehmen, ergibt sich aus niund n2
SE Standard Fehler (standard error). Wird mithilfe der Differenz der zu

vergleichenden Proben errechnet: SE = ,/(1/2MS * (ﬁ + é))

gs Spezifischer g-Wert. Sollte gréRer sein als der g-Wert, der der Tabelle
entnommen wurde fiir einen signifikanten Unterschied mit p < 0,05. Wird
berechnet durch: gs=Differenz der zu vergleichenden Proben/SE
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