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Hypothesen sind Netze, nur der wird fangen, der auswirft.

Novalis, zitiert nach Karl Popper, Logik der Forschung, 1934
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1. Einleitung

Desoxyribonukleinsaure (DNA) ist der Trager der Erbinformation aller Lebewesen.
Prozesse, die eine Neukombination von Erbanlagen zur Folge haben, werden allgemein als
Rekombination bezeichnet. Jede DNA-Rekombination kann potentiell auch immer zu einer
.Neukombination® von genetischer Information fuhren. Im Kerngenom von hdheren
Eukaryonten kommt es sowohl in somatischen Zellen als auch kontrolliert und programmiert
wéahrend der Meiose zu DNA-Rekombinationsvorgangen.

In somatischen Zellen dient die DNA-Rekombination vor allem der Reparatur von
Schaden im Erbmaterial. Die Erbsubstanz ist anféllig gegen physikalische und chemische
Agentien, die aus der Umwelt auf den Organismus einwirken. Neben Mutationen kann es
auch zur Ausbildung von Brichen in der DNA kommen. Diese Briche miussen mittels DNA-
Rekombination repariert werden, bevor das genetische Material repliziert werden kann. Im
Prinzip gibt es zwei verschiedene Arten von DNA-Rekombination (Ubersicht: Leach, 1996).
Einerseits konnen DNA-Molekile im Bereich gleicher Sequenzabfolgen (,Homologien®)
miteinander verknupft werden. Man spricht deshalb von ,homologer* Rekombination. Diese
Art der Verknupfung ist meist konservativ, d.h. im Verknipfungsbereich der homologen
Sequenzen treten keine Veranderungen auf. Die Reparatur eines DNA Doppelstrangbruchs
(DSB) mittels homologer Rekombination fihrt also zur Wiederherstellung der DNA Sequenz,
so wie sie ursprunglich vor dem Reparaturereignis vorhanden war. Dies ist biologisch
sinnvoll, da die genetische Information wie z.B. ein offener Leserahmen fir ein Protein
erhalten bleibt. Homologe Rekombination ist der hauptsachliche Rekombinationsweg in
Bakterien (Ubersicht: Cramerini-Otero and Hsieh, 1995; West, 1997; Mosig, 1998) und
somatischen Zellen niederer Eukaryonten wie z.B. der Ssefgharomyces cerivisiae (Haber,

1998).

Auch wahrend der Meiose finden homologe Rekombinationsvorgange statt. Dies hat zur
Folge, dal’ das Erbgut der beiden Eltern ,gemischt* an die ndchste Generation weitergegeben
wird. Es kommt bei der meiotischen Rekombination im Bereich der Rekombinationspunkte
zu keinen Mutationen auf der molekularen Ebene. Die programmierten Veranderungen
kommen vielmehr durch die Neukombination der genetischen Information von vaterlichen
und mutterlichen Chromosomenabschnitten zustande, die  zwischen den
Rekombinationspunkten liegen. Ausgeltst wird die meiotische Rekombination durch das

Auftreten von Doppelstrangbriichen, die an spezifischen Stellen - meist im Promoter-Bereich



von Genen - zeitlich programmiert auftreten und jeweils mit Hilfe der allelischen homologen
Sequenz des anderen Elternchromosoms repariert werden (Ubersicht: Roeder, 1997; Zickler
and Kleckner, 1998).

Anfangs war man Uberrascht neben der biologisch sinnvoll erscheinenden homologen
Rekombination noch eine zweite Art der DNA Rekombination zu finden. Bei dieser Art der
Verknupfung spielen langere Sequenzhomologien keine Rolle. Im Vergleich zu den
Ausgangsmolekilen kommt es hierbei zu Veranderungen in der Basenabfolge
(Ubersichtsartikel: Roth and Wilson, 1989). Die nach der Rekombination codierte biologische
Information unterscheidet sich deshalb von der urspriinglich codierten Information, der
Vorgang ist mutagen. Diese Art der Rekombination wurde deshalb auch als ,illegitim®
bezeichnet. lllegitime Rekombination ist der Hauptweg der DNA-Verknipfung in
somatischen Zellen hoéherer Eukaryonten wie Saugern und Pflanzen. Jedoch scheinen
prinzipiell alle Organismen in der Lage zu sein, sowohl homologe als auch illegitime DNA
Rekombination durchfiihren zu kénnen. So werden bei Bakterien und Hefe bei Abwesenheit
von homologen Sequenzen DNA Molekile mittels illegitimer Rekombination repariert.
Andererseits findet man in somatischen Zellen héherer Eukaryonten neben der effizienten
illegitimen Rekombination auch homologe Rekombinationsreaktionen (Ubersichtsarbeiten zur
DNA-Rekombination in Pflanzen: Pucht& al., 1994 [Referenz 1 in der Liste der der
Habilitation zugrunde liegenden Veroffentlichungen, siehe S. 25]; Puchta and Hohn, 1996 [3];
Vergunst and Hooykaas, 1999).

2. Grundlagen der hier zusammengefaliten Arbeiten

In den hier zusammengefal3t vorliegenden Arbeiten wurden im Laufe einer Dekade
verschiedene Aspekte der DNA-Rekombination in somatischen Pflanzenzellen charakterisiert.
Diese Untersuchungen sind von besonderer Signifikanz, da Pflanzen im Gegensatz zu
Saugern keine praformierte Keimbahn besitzen und somit somatische Veranderungen, die vor
der Blutenbildung im meristematischen Gewebe auftreten, an die nachste Generation
weitergegeben werden konnen (Walbot, 1984; Baal., 1990). Die Analyse somatischer
Veranderungen ist auch wichtig, da bei der Herstellung von transgenen Pflanzen
normalerweise somatisches Gewebe transformiert und nach Samenbildung transgenes

Material der nachsten Generation gewonnen wird.



Experimenteller Ausgangspunkt aller hier vorgestellten Arbeiten ist die Verwendung von
Reportergenen. Dabei wurden bei den Untersuchungen zur homologen Rekombination die
Rekombinationsassaysysteme so  konstruiert, dall bei einem entsprechenden
Rekombinationsereignis aus nicht-funktionellen, tberlappenden Teilen eines Reportergens ein
funktioneller Leserahmen restauriert wurde und so die Neuverknipfung mittels Enzymtests
bzw. Selektion nachgewiesen werden konnte. Bei den Untersuchungen zur illegitimen
Rekombination wurde ein Reportergen verwendet, mit dem man auf Ereignisse selektionieren

konnte, die mit der Zerstérung des Reportergens einhergingen (negativer Selektionsmarker).

3. Homologe Rekombination

Untersuchungen zur homologen Rekombination in somatischen Zellen héherer Pflanzen
sind von grof3em Interesse, da es seit langem vielféaltige Versuche zur Etablierung einer ,Gene
Targeting” Technik gegeben hat (Paszkowetlal., 1988; Offringaet al., 1990, 1993; Leet
al., 1990; Halfteret al., 1992; Hrouda and Paszkowski, 1994; De Gebat., 1994; Risseeuw
et al., 1995, 1997; Thykjaeat al., 1997; Gallegat al., 1999). Mittels dieser Technik kénnen
in verschiedenen Organismen durch homologe Rekombination zwischen einer in die Zelle
eingebrachten DNA und dem Kerngenom kontrolliert Gene ausgeschaltet oder veréandert
werden. ,Gene Targeting“ wird seit langem routinemafiig in Bakterien und Hefe angewandt.
Besonders eindrucksvoll sind die mit dieser Technik erzielten Erfolge bei der Maus. Seitdem
es gelungen ist, in embryonalen Stammzellen effizient Gene auszuschalten (Doetgfchman
al., 1997; Thomas and Cappecchi, 1987) konnte die biologische Funktion von hunderten von
Genen am Mausmodell ermittelt werden (Ubersichtsartikel: #asih, 1996). Obwohl bei
Pflanzen in einigen Féllen die ,Losung“ des ,Gene Targeting” Problems verkindet wurde
(Miao and Lam, 1995; Kempiet al., 1997), konnte bis heute keine effiziente Methode
entwickelt werden. Die bisher erreichten Frequenzen liegen bei Pflanzen um mehrere
GrolRenordnungen unterhalb derer, die in anderen Organismen routinemalig erzielt werden
(siehe Puchta, 1998b [5]; Vergunst and Hooykaas, 1999; Hohn and Puchta, 1999 [7]).

Ein interessanter Ansatz zur Etablierung der ,Gene Targeting“ Technik in Pflanzen ist
die Expression bakterieller Proteine, die in homologe Rekombinationsvorgénge involviert
sind. Tatsachlich konnte so in somatischen Pflanzenzellen die Frequenz homologer

Rekombinationsvorgange wie z.B. der intrachromosomalen Rekombination erhdéht werden



(Reiss et al., 1996; Shalev et al., 1999). Ob allerdings die ,Gene Targeting”“ Technik selbst

mit diesem Ansatz mit annehmbaren Frequenzen durchfihrbar ist, ist zur Zeit noch eine
offene Frage, die nur durch weitere Experimente beantwortet werden kann. Ein weiterer
aktueller Ansatz zur gezielten Veranderung des Pflanzengenoms ist der Einsatz von chiméren
Oligonukleotiden (Ubersicht: Hohn and Puchta, 1999 [7]). Chimare Oligonukleotide (COs)
sind partiell selbstkomplementar und bestehen aus einer Kombination von DNA und 2'O-
methylierter RNA (Ubersicht: Yet al., 1998). Die COs sind auch komplementar zu der zu
verandernden genomischen Sequenz. Sie tragen jedoch einzelne Mutationen oder Deletionen,
die ins Genom eingefuhrt die codierte Information des entsprechenden Gens verandern sollen.
Der Mechanismus der Reparatur mit COs unterscheidet sich dabei grundsatzlich vom
klassischem ,Gene Targeting“: Es konnte gezeigt werden, daf} bei Sdugern die Funktion der
COs von der ,Mismatch“-Reparatur abhangt (Cole-Straaisal., 1999). In somatischen
Saugerzellen konnten mit COs bereits eine Reihe von gezielten genomischen Veréanderungen
vorgenommen werden (z.B. Yoehal., 1996; Cole-Strausg al., 1996; Alexeev and Yoon,

1998). Allerdings sind die bisherigen Versuche diese Technik auch bei Pflanzen zu etablieren
wenig Uberzeugend, da die erhaltenen Frequenzen &hnlich niedrig wie bei den schon
beschriebenen ,Gene Targeting” Experimenten sind. Besonders problematisch ist jedoch die
Tatsache, daf3 durch die Applikation der COs in der Mehrzahl der Falle nicht die gewlnschte
Veranderung sondern andere Mutationen im Zielgen verursacht wurderet(ahy 1999;
Beethamet al., 1999).

Einen Durchbruch stellt die Entdeckung dar, daR im M®bgscomitrella patens
homologe Integration von DNA mit grol3er Effizienz ablauft (Schaefer and Zryd, 1997). So
konnte bereits ein fir die Teilung von Organellen verantwortliches Gen ausgeschaltet werden
(Streppet al., 1998). Es ist zu erwarten dal3 mit Etablierung der ,Gene Targeting” Technik in
Moos noch eine Vielzahl weiterer pflanzenspezifische Fragestellungen beantwortet werden
kann (Puchta, 1998b [4]; Reski, 1998).

Die im Rahmen dieser Arbeit zusammengefal3ten Untersuchungen befal3ten sich nicht
direkt mit der ,Gene Targeting® Problematik. Vielmehr sollten die grundsatzlichen
Eigenschaften von homologer Rekombination in héheren Pflanzen mittels extra- und

intrachromosomaler Modellsysteme untersucht werden.



3.1. Extrachromosomale Rekombination

Die einfachste und schnellste Art DNA-Rekombinationsvorgange in Pflanzen zu
untersuchen ist extrachromosomale DNA-Molekile in  somatische Pflanzenzellen
einzubringen und danach ihr Rekombinationsverhalten zu testen. Grundsatzlich wurden
hierbei, auf ein oder mehrere DNA-Molekile verteilt, nicht funktionelle, Uberlappende Teile
von Reportergenen in Pflanzenzellen transferiert, die durch homologe Rekombination in der
entsprechenden Zelle zum funktionellen Gen restauriert wurden (Ubersichtsartikel zur
extrachromosomalen Rekombination: Puchta and Meier, 1994 [2]). Dabei wurden neben
Plasmid DNAs, die durch Elektroporation, PEG Transformation oder ,Particle Gun®-
BeschieBung in Pflanzenzellen eingebracht wurden, auch T-DNA Molekile von
Agrobacterium tumefaciens verwendet (Offringaet al., 1990; Tinlandet al., 1994 [11]). In
den ersten Arbeiten wurde die Restauration von Selektionsmarkergenen zur Detektion von
extrachromosomaler Rekombination in Tabak verwendet (&/akz, 1987; Bauet al., 1990;
Offringa et al., 1990). In den eigenen Arbeiten wurde als alternatives System ein auf der
Expression von R-Glucuronidase beruhendes transientes AssaysysteNicatiana
plumbagineofolia Protoplasten entwickelt (Puchta and Hohn, 1991a [8]). Dieses System ist
wesentlich einfacher zu handhaben und fuhrt innerhalb weniger Tage - im Gegensatz zu
mehreren Wochen mit den Selektionsmarkergenen - zu Ergebnissen und findet rege
Anwendung in der neueren Literatur (z.B. Masson and Paszkowski, 1997; Allgnaky
1999; Shalewt al., 1999). Parallel zu unseren Untersuchungen wurde ein auf der transienten
Expression der B-Glucuronidase beruhendes extrachromosomales Assaysystem von Lyznik
und Mitarbeitern (1991) in Mais entwickelt.

In unseren weiteren Arbeiten wurden die extrachromosomalen Rekombinationsvorgédnge
im Detail charakterisiert. So konnten wir zeigen, dall der Mechanismus der
extrachromosomalen Rekombination in Pflanzen hauptséchlich nach dem ,Single Strand
Annealing” Modell ablauft (Abb. 1; Puchta and Hohn, 1991b [9]). Aus den doppelstrangigen
Plasmidmolekilen werden durch pflanzliche Exonukleasen einzelstrangige DNA-Bereiche
freigesetzt, die dann - Uber Basenpaarungen (,Annealing“) - miteinander interagieren kénnen.
Die so erhaltene Zwischenstufe wird mittels pflanzlicher Enzyme in einen ,reparierten®
Doppelstrang Uberfuhrt. Der Mechanismus der Rekombination entspricht dem flr
Saugerzellen (Liret al., 1984, 1990) undenopus Oozyten (Maryon and Caroll, 1991a,

1991b) ermittelten und ist nicht nur bei héheren Eukaryonten, sondern auch bei Hefe



(Fishman-Lebel et al., 1992) zu finden. Unsere mit dem transienten Assay erzielten
Ergebnisse zum Mechanismus der extrachromosomalen Rekombination wurden durch
Untersuchungen anderer Gruppen unter Verwendung von Selektionsmarkergenen und
einzelstrangiger DNA bestétigt (De Grabal., 1992; Bilanget al., 1992).

Bei der weiteren Charakterisierung der extrachromosomalen Rekombination in
Pflanzenzellen konnten wir zeigen, daf} die Rekombinationsreaktion im wesentlichen nur
innerhalb einer kurzen Zeitdauer nach Transfektion der DNA-Molekiile stattfindet (ca. 30
Minuten). Dabei spielt es keine Rolle, ob die DNA-Molekile methyliert sind (Petlia,

1992 [10]). Die hohe Effizienz, mit der extrachromosomal ,nackte® DNA-Molekile
rekombinieren, steht in krassem Gegensatz zu genomischen Sequenzen (intrachromosomale
Rekombination oder ,Gene Targeting“). Die Chromatinstruktur scheint also bei der Stabilitat

des hochrepetitiven Pflanzengenoms eine grof3e Rolle zu spielen.
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Abb.1: Das ,Single Strand Annealing“ (SSA) Modell der DNA-Rekombination. Die Reaktion
ist nicht konservativ, d.h. aus zwei Rekombinationspartnern entsteht ein neues chimares
Molekdl und Information geht verloren. Das Modell ist nicht nur geeignet, homologe
Rekombinationsereignisse zwischen extrachromosomalen DNA-Molekilen in somatischen
Pflanzenzellen zu erklaren, es kann auch zur Erklarung von illegitimen
Rekombinationsereignissen benutzt werden, bei denen beide Partner im Verknutpfungsbereich
kurze Abschnitte gleicher Sequenzen aufweisen (siehe 4.2.).



Wir konnten unsere Erkenntnisse zum Mechanismus der extrachromosomalen
Rekombination auch anwenden, um eine fir ein Jahrzehnt ungeloste Frage der
Pflanzenmolekularbiologie zu beantworten, ob namligdgrobacterium tumefaciens
(Ubersichtsartikel ~ Tinland, 1996; Rossiet al., 1996) bei der natirlichen
Pflanzentransformation einen Doppel- oder Einzelstrang als T-DNA in den Zellkern
transferiert: Wahrend die Orientierung von zwei Uberlappenden, nicht funktionellen Halften
des R-Glucuronidasegens im Falle eines transferierten Doppelstrang fur die homologe
Rekombinationseffiziens keine Rolle spielen sollte, muif3te bei einem Einzelstrang eine inverse
Orientierung der Uberlappenden Bereiche zur direkten Basenpaarung (,Single Strand
Annealing®) fuhren und so eine wesentlich hohere Rekombinationseffizienz bedingen als das
Konstrukt mit gleichsinniger Orientierung. Dies war tatsachlich der Fall und so konnte durch
das extrachromosomale Rekombinationsverhalten der T-DNA nachgewiesen werden, daf3 ein
Einzelstrang vom Bakterium in die Pflanzenzelle transferiert wird (Tingaatd, 1994 [11]).

Parallel dazu wurde das Ergebnis durch biochemische Analysen einer anderen Arbeitsgruppe
erhartet (Yusibowet al., 1994).

3.2. Intrachromosomale Rekombination

Erste Untersuchungen zur intrachromosomalen Rekombination in Pflanzen wurden - wie
bei der extrachromosomalen Rekombination - mit Hilfe von nicht-funktionellen,
Uberlappenden Teilen von Selektionsmarkergenen (Petezhains1990; Assaad and Signer,

1992; Tovar and Lichtenstein, 1992) oder mit einem viralen Replikon durchgefihst @hal

1991; Swobodaet al., 1993). Dabei wurden Rekombinationsfrequenzen voh Hi§ 10’
Ereignissen pro Zellteilung gefunden. Im Zuge unserer Arbeiten wurde ein alternatives
System etabliert, bei dem Uberlappende Teile eines nicht-funktionellen 3-Glucuronidasegens
ins Pflanzengenom integriert wurden. Bei einem homologen Rekombinationsereignis wurde
die codierende Sequenz des Markergens restauriert, das Rekombinationsereignis konnte
histochemisch als blauer Sektor im Pflanzengewebe nachgewiesen werden. So konnten wir
intrachromosomale Rekombination sowohl in gan2eabidopsis- (Swobodaet al., 1994

[12]) als auch Tabakpflanzen (Puctdiaal., 1995a [13], 1995b [14]) untersuchen. Diese

Methode wird inzwischen fur vielfaltige Analysen verwenden - so fur die Charakterisierung
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von verandertem Rekombinationsverhalten in Pflanzen (Shetleal., 1999) oder als
Markerpflanze fir radioaktive (Kovalchekal., 1999) oder UV Strahlung (Riesal., 1999).
Pflanzengenome verfligen Uber groRe Mengen repetitiver DNA. Es ist also nicht
verwunderlich, dal3 die homologe Rekombination zwischen gleichen Sequenzen im
Pflanzengenom - im Gegensatz zu kleingenomigen Organismen wie Bakterien oder Hefe -
nicht sehr effizient ablauft. Was ist aber die biologische Funktion der homologen
Rekombination im somatischen Gewebe? Unsere Untersuchungen an ganzen Pflanzen haben
gezeigt, dal3 die Rekombination in verschiedenen somatischen Geweben mit &hnlichen
Frequenzen stattfindet (Swoboetal., 1994 [12]). Werden Pflanzenzellen mit Agentien oder
Strahlen behandelt, die DNA schadigen, so kommt es jedoch zu einer starken Erh6hung der
Rekombinationsfrequenz (Puch& al., 1995a [13], 1995b [14] siehe auch Tovar und
Lichtenstein, 1992; Lebetdt al., 1993). Homologe Rekombination ist also fir somatische
Zellen ein Weg, DNA-Schaden, d.h. letztendlich Doppelstrangbrtiche, zu reparieren.
Interessanterweise haben aber wir (Puehtal., 1995a [13]) und andere (Lebstlal.,
1993) auch StreR3faktoren, wie ein erhdhter Kochsalzgehalt im Medium oder Hitzeschock,
gefunden, die ohne direkt die DNA zu schéadigen, zu einer Erh6hung der homologen
Rekombination fuhren koénnen. Dies deutet an, dal die Induktion von
Rekombinationsenzymen Teil einer naturlichen Stressantwort auf eine sich ,negativ®
veranderte Umwelt sein kdnnte. Daflr spricht, dal3 die in dieser Arbeit hergestellten Pflanzen
bei Pathogenbefall erh6hte Rekombinationsfrequenzen aufweisen (J. Lucht and B. Hohn,
unpubliziertes Ergebnis). Auch wurde kirzlich efrabidopsis-Mutante charakterisiert, bei
der eine verminderte Resistenz gegen genotoxischen Stre3 mit einem Defekt im
Abscisinsaure-Signalweg gekoppelt war (Albingityal., 1999). Diese Befunde sind eine
weitere Bestatigung fur die Hypothese von Barbara McClintock (1984), daf3 Pflanzen auf
Strel3 mit Genomveranderungen reagieren kdnnen. Wichtig ist hierbei zu betonen, dal’ diese
durch Stre3 aus der Umwelt hervorgerufenen somatischen Veranderungen durchaus in die
Keimbahn gelangen kénnen. Man kann sogar Uber eine Art ,Lamarkismus” spekulieren, da
sich die neue genetische Information im Prinzip ja erst in somatischen Zellen bewahren muf3
(d.h. die Zellen Gberleben miissen), bevor sie in die Keimbahn tbergeht (Walbot, 1985).
Interessant ist in diesem Zusammenhang auch, dal3 pflanzliche Resistenzgene in tandemartige
Genfamilien organisiert sind und es zu komplexen Austauschen zwischen ihnen kommt, die
dann zur Entstehung neuer Resistenzen fihren kénnen (Reclaler 1995; Parnisket al.,
1997).
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4. Doppelstrangbruchreparatur (DSBR)

Wie oben diskutiert fihren DNA-Schaden oft zu Doppelstrangbriichen (DSBs). DSBs
treten auch beim ,Mating Type Switching” von Hefe (Ubersicht: Haber, 1998) und im Laufe
der meiotischen Rekombination bei Eukaryonten auf (Ubersicht: Roeder, 1997; Zickler and
Kleckner, 1998). Um gezielt Rekombinationsvorgange zu untersuchen - oder auch kontrolliert
genomische Veranderungen vornehmen zu konnen - ist es notwendig, an bestimmten,
definierten Stellen DSBs zu induzieren und somit nur an diesen Stellen spezifisch die
Rekombination zu initiieren. Eine Mdglichkeit dies zu erreichen ist die Verwendung von
Transposons, da es bei ihrer Exzision aus dem Genom kurzzeitig zur Bildung von DSBs
kommt. Dieser Vorgang wurde dann in einigen Arbeiten zur Analyse von DSB
Reparaturprozessen in Pflanzen benutzt (Athma and Peterson, 1991;el.@ve 1992;
Shalev et al., 1997). DNA kann jedoch auch an spezifischen Stellen mit
Restriktionsendonukleasen geschnitten werden, ein Vorgang der taglich abertausendmal in
vielen Laboratorien bei Genomanalysen und Klonierungen durchgefihrt wird. Meist werden
bei diesen Analysen Restriktionsenzyme mit relativ kurzen (4-mer oder 6-mer) spezifischen
Erkennungssequenzen verwendet. Es gibt jedoch auch Enzyme, sogenannte ,Homing“
Endonukleasen aus Organellgenomen, die wesentlich langere Erkennungssequenzen
bendtigen, so etwa das Enzym |-Scel aus Hefemitochondrien mit einer 18-mer
Erkennungssequenz (Permh al., 1993). Die Wahrscheinlichkeit, dal3 solch eine Sequenz
naturlich im Genom vorkommt ist nicht allzu hoch, so kommt statistisch eine
Erkennungsschnittstelle in ca. 4 Tabak- undAr&bidopsissGenomen vor. Zur Analyse von
DSB-induzierten Rekombinationsvorgdngen werden deshalb in einem ersten Schritt
Transgene, die eine artifizielle I-Scel Erkennungssequenz enthalten, im Zielgenom integriert.
In den transgenen Organismen wird dann das Restriktionsenzym kurzzeitig exprimiert, um in
der Zellein vivo spezifisch an der Erkennungsstelle einen DSB zu erzeugen. Diese Technik
wurde urspringlich fir Hefe entwickelt (Plessisl., 1992; Ubersichtsartikel: Haber, 1995).

Wir waren in der Lage zu zeigen, dal3 das System auch fur hohere Eukaryonten geeignet ist
(Puchtaet al. 1993 [15]). Inzwischen findet die Technik nicht nur bei Pflanzen (Chireazzi

al., 1996; Puchtat al., 1996 [16]; Puchta, 1998a [17], 1999a [19]; Salomon and Puchta 1998
[18]; Ubersichtsartikel: Puchta 1999b [5], 1999c [6]; Gorbunova and Levy, 1999) sondern
auch bei Saugern rege Anwendung (Ruebetl., 1994; Cholikaet al., 1994; Lukacsoviclet

al., 1994; Smihet al. 1995; Lianget al., 1996, 1998; Sargemt al., 1997; Moynahan and
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Jasin, 1997; Taghian and Nickoloff, 1997; Elliot et al., 1998; Pipiras et al., 1998; Donoho et
al., 1998; Cohen-Tannoudji et al., 1998; Richardson et al., 1998; Ubersichtsartikel: Jasin,
1996).
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4.1. DSBR mittels homologer Rekombination

DSBs initiieren homologe Rekombinationsereignisse. Wird ein DSB an einer bestimmten
Stelle im Pflanzengenom induziert, so steigt die homologe Rekombinationsfrequenz an dieser
Stelle stark an (Athma and Peterson, 1991; Lowe et al., 1992; Puchta et al., 1996 [16]; Shalev
et al., 1997). Modelle zur Beschreibung homologer Rekombinationsvorgange sollten demnach
einen DSB in einem Rekombinationspartner (Akzeptor) aufweisen, der mittels der
Sequenzinformation des zweiten als Matrize dienenden Partners (Donor) repariert wird. Das
klassische Doppelstrangbruchreparatur (DSBR) Modell zur Erklarung der homologen
Rekombinationsreaktionen wurde zu Beginn der achtziger Jahre fir meiotische
Rekombinationsvorgange in Hefe entwickelt (Szosthlkal., 1983) und danach auch zur
Erklarung von Rekombinationsvorgéangen in somatischen Zellen héherer Eukaryonten
verwendet (siehe Abb. 2).

Das Modell postuliert, daf3 es gleichzeitig zur Interaktion von beiden DSB Enden mit
homologen Sequenzen im Donormolektl kommt. Dies fuhrt zur Ausbildung von sog. Doppel-
,Holliday-Junctions”. Je nachdem wie diese Zwischenstrukturen aufgelost werden, kann es zu
einem Austausch von flankierenden Sequenzen, einem sogenannten ,Crossover” (im Bild die
Kombination von schwarz auf der einen und grau auf der anderen Seite) oder einem
Konversionsereignis kommen. ,,Crossover” sind biologisch von grof3ter Bedeutung, da sie bei
der meiotischen Rekombination das vaterliche und muitterliche Erbgut durchmischen. Unsere
Untersuchungen zur Reparatur von DSBs in somatischen Tabakzellen haben jedoch gezeigt,
dal das DSBR Modell in wesentlichen Punkten nicht mit den gefundenen Daten
Ubereinstimmt. So wurden neben dem vom Modell vorhergesagten homologen
Rekombinanten in einem Teil der Falle Reparaturereignisse gefunden, bei denen ein Ende des
DSBs mittels homologer und das andere mittels illegitimer Rekombination repariert wurde
(Puchtaet al., 1996 [16]). Ahnliche Ergebnisse wurden in T4 Phagen (Formosa and Alberts,
1986) und in somatischen Zellen vostilagus (Ferguson and Holloman, 199®&)rosophila
(Nassifet al., 1994), Saugern (Belmaaza and Chartrand, 1994) und kurzlich Hefe (Holmes
and Haber, 1999) gefunden, was zur Postulierung von Modellen fiihrte, in denen die Invasion
beider Enden unabhangig erfolgt, bzw. nur ein Ende des DSBs das Akzeptormolekul invasiert
(,Synthesis-Dependent Strand Annealing“ [SDSA] Modell bzw. ,One-Sided Invasion® [OSI]
Modell).
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Abb.2: Das ,Double Strand Break Repair “ (DSBR) Modell der DNA-Rekombination. Nach
diesem Modell erfolgt an beiden Bruchenden homologe Reparatur, es kommt zur Ausbildung
sogenannter ,Holliday-Junctions®, die in einem Teil der Falle so aufgeltst werden, dal3 es zu
einem ,Crossover®* kommt (e, unten). Zum anderen Teil entstehen Konversionen
(Rekombination ohne Austausch flankierender Marker) (e, oben).

In Anwendung dieser Modelle wurde von mir eine experimentelle Situation bel Pflanzen
geschaffen, in denen nur ein Ende des Bruchs mit homologer Rekombination repariert werden
konnte. Die Ergebnisse zeigten, dald dieser Vorgang etwa halb so effizient war, wie bei der
Anwesenheit beider Enden (Puchta, 1998a [17]). Es ist also prinzipiell moglich, DSB
Reparaturereignisse durch unabhéngige Interaktionen beider Bruchenden mit homologen

Sequenzen zu erklaren. Dies zeigt eindeutig, dald das DSBR Modell weit weniger geeignet ist,
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homologe DSB-Reparatur in somatischen Pflanzenzellen zu beschreilben as ene

Kombination aus den OSI und SDSA Modellen (Abb. 3).
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Abb.3: Eine Kombination aus ,,One Sided Invasion® (OSI) and ,Synthesis Dependent Strand
Annealing (SDSA) Modellen zur Beschreibung von DSB Reparaturvorgéngen in somatischen
Pflanzenzellen. Nach diesem Modell kommt es zu einer einseitigen homologen Invasion eines
Bruchendes, die beiden Enden nehmen unabhangig voneinander an der Reaktion teil. Somit
ist die Reparatur des DSBs auch durch eine Kombination von homologer und illegitimer
Rekombination (in e durch die dinnen schwarzen Striche gekennzeichnet) mdglich. Bei diesen
Modellen kommt es nicht zu ,Crossover“-Ereignissen. Das Modell ist nicht nur geeignet
homologe Rekombinationsereignisse zu erklaren, es kann auch auf die Insertion von
genomischen Sequenzen in Doppelstrangbriiche mittels illegitimer Rekombination benutzt
werden. (siehe 4.2.).

Das Vorhandensein von OSI/SDSA Mechanismen hat weitreichende biologische
Konsequenzen: Es kommt an der Bruchstelle im Genom durch die Kombination von

homologer und illegitimer Rekombination 6fter zu genomischen Verédnderungen als bisher
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angenommen. Pflanzen weisen teilweise sehr grol3e Genome mit einem hohen Anteil an
repetitiver DNA auf. Obwohl nach meinen Ergebnissen (Puchta, 1999a [19]) somatische
Rekombinationsereignisse zwischen diesen Sequenzen nur sehr selten vorkommen, wirden
diese, wenn sie nach dem DSBR Model ablaufen wirden, durch ,Crossover“-Ereignisse
zwischen verschiedenen Chromosomen zu Chromosomenaberationen und damit zu einer
Instabilisierung des Pflanzengenoms filhren. Da Reparaturvorgdénge nach den OSI/SDSA
Mechanismen nicht zu ,Crossover“-Ereignissen fuhren (wie in Abb. 3 gezeigt), ist - mit in
Inkaufnahme von kleineren Veranderungen an der Bruchstelle - die Stabilitdt auf der
Genomebene in somatischen Zellen gewahrleistet. So konnte ich auch bei der
Charakterisierung der DSB-induzierten, interchromosomalen Rekombinationsereignissen
keine ,Crossover“-Ereignisse finden (Puchta, 1999a [19]). Zu &hnlicher Ergebnissen kam

auch eine parallele Studie in tierischen Zellen (Richardsah, 1998).

4.2. DSBR mittelsillegitimer Rekombination

lllegitime Rekombination ist Hauptverknipfungsart von DNA-Molektlen in héheren
Eukaryonten. Eine grof3e Anzahl von Studien zur illegitimen Rekombination wurde in
Saugerzellen (Ubersichtsartikel: Roth and Wilson, 1988) aber au#napus Oozyten (z.B.
Lehmanet al., 1994, Pfeifferet al., 1994) durchgefihrt. lllegitime Rekombination in Pflanzen
wurde meist mittels Integration von Transgenen, vor allem T-DNAs untersucht (Matssimoto
al., 1990; Mayerhofeet al., 1991; Gheysest al., 1991; Hieiet al., 1994; Ohbaet al., 1995;
Pappet al., 1996; Iglesiasxt al., 1997; Takancet al., 1997; Krizkova and Hrouda, 1998;
Kohli et al., 1999; Ubersicht; Tinland 1996). AuRerdem wurden Studien zur
extrachromosomalen Rekombination zwischen Plasmidsequenzen (De eGraqt 1994;
Gorbunova and Levy, 1997), zur Zirkularisierung von extrachromosomalen T-DNAs
(Bakkerenet al., 1989) und Deletionen an spezifischen Stellen im Pflanzengenom (Watssler
al., 1990; Shirleyet al., 1992) durchgefuhrt. Zu welchen genomischen Veranderungen aber
kann es bei einer illegitimen Rekombinationsreparatur eines genomischen DSB kommen? Um
diese Frage zu beantworten etablierten wir (Salomon and Puchta, 1998 [18]) ein Assaysystem,
mit dem DSB-Reparatur im Genom verfolgt werden konnte. Dabei wurde zwischen Promotor
und kodierender Region eines negativen Selektionsmarkers eine I-Scel-Schnittstelle integriert.

Nach Induktion des DSB mittels I-Scel konnten Genomveranderung, die zur Zerstérung des
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Reportergens fuhrten, analysiert werden. Wir fanden, wie in den bereits zitierten Studien, dal3
prinzipiell der DSB auf zwei Arten neu verknupft werden kann: einerseits durch eine Art
»Single Strand Annealing” (Siehe Abb. 1) bei dem kurze Homologien von wenigen
Basenpaaren bei den Reaktionspartnern zur Verknupfung benutzt werden évasdip96;
Nicolaset al., 1995) und andererseits durch Ligation bei der die Sequenz der Partner keine
Rolle spielt. Uberraschenderweise fanden wir, daR es neben dem Verlust von genetischer
Information auch in einer Reihe von Fallen zu Insertionen, d.h. zum Einbau ,neuer”
Sequenzen in den Bruch, kommen kann (siehe auch Rubin and Levy, 1997; Gorbunova and
Levy, 1997). Die insertierten Sequenzen kommen an anderen (nicht-homologen) Orten im
Genom vor und werden im Verlauf des Reparaturprozesses in den Bruch kopiert. Dabei
scheint das ,Synthesis-Dependent Strand Annealing” Modell (Abb. 3) gut geeignet zu sein,
diesen Reparaturvorgang zu beschreiben. Es konnten Insertionen von verschiedenen
repetitiven Sequenzen (Subtelomer-repeats, Retrotransposon-ahnliche Sequenzen) aber auch
von unikalen Sequenzen aus Genbereichen gefunden werden (Salomon and Puchta, 1998
[18]). Die entscheidende Aussage ist: auf dem Wege der DSB-Reparatur kann prinzipiell jede
Sequenz an einer neuen Position ins Pflanzengenom eingefligt werden. Bislang galt die
Auffassung, dall nur Sequenzen, die entweder selbst fur Transposasen bzw. Integrasen
codieren oder zumindest Erkennungssequenzen fir diese Enzyme enthalten (funktionelle und
nicht-funktionelle Transposons bzw. Retrotransposons) an neue Positionen im Genom
springen konnen (Tengt al., 1996; Moore and Haber, 1996). Unser Befund, da? DSB-
Reparatur mit Deletions- und/oder Insertionsereignissen verbunden sein kann, zeigt neue
Mechanismen fur die Evolution pflanzlicher Genome auf, da wie schon erwéhnt
entsprechende Veranderungen in meristematischen oder Keimbahnzellen an die nachste
Generation vererbt werden kdnnen. Unter der Annahme, dal3 exonukleolytischer Abbau im
Rahmen der illegitimen Rekombination dominiert, ist im evolutiondren Mal3stab eine
Genomverkleinerung vorstellbar (Petrov, 1997), die zum weitgehenden Verlust repetitiver
Sequenzen fuhrt, bzw. die Neubildung solcher [z.B. durch die Expansion von Retroelementen
(Bennetzen and Kellog, 1997; San Migeedl., 1996, 1998)] kompensiert. Andererseits hatte

eine mogliche leichte Bevorzugung von Insertionen in evolutiondren Zeitrdumen eine stete
VergroRerung der betroffenen Genome zur Folge. Letzteres bote - solange die neue ,Birde”
energetisch toleriert werden kann - auch neue Optionen fir die Evolution von Genen an,
entsprechend der Theorie von Susumo Ohno (1970) wonach neue Gene aus Duplikaten

vorhandener Sequenzen entstehen koénnen. Damit liegt neben der Expansion von
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Retroelementen, dem ,Replikation slippage" und dem ungleichen ,Crossover ein prinzipiell
neuer moglicher Mechanismus zur Vergrof3erung von Genomen vor. Die Experimente wurden
von uns an Tabak, einer Pflanze mit mittlerer GenomgroRe durchgefuhrt. Hier wurde ein
leichtes Ubergewicht von Deletionen bei der DSB-Reparatur gefunden. Derzeit werden
ahnliche Untersuchungen amwabidopsis thaliana, einer Pflanze mit sehr kleinem Genom,
begonnen. Es ist dabei von besonderem Interesse, dWaibdopsissGenom die gleichen
Phanomene mit ahnlicher Frequenz auftreten, oder moéglicherweise Deletionsereignisse sehr
viel starker bevorzugt werden.

Es koénnen jedoch nicht nur genom-eigene Sequenzen in einen DSB insertiert werden: In
den beschriebenen Experimenten (Salomon and Puchta, 1998 [18]) wurden auch T-DNA
Molekdile, die zur Expression von |-Scebn Agrobacterium tumefaciens in die Pflanzen
transferiert wurden, in die Schnittstelle integriert. Es konnte damit erstmals gezeigt werden,
daR Transgene Uber DSBs mit dem Genom verkntipft werden kénnen. Dies ist eigentlich nicht
uberraschend, da bei jeder stabilen Transformation genomische mit transgenen DNA-Enden
neu verknipft werden mussen. Frihere Ergebnisse, dal3 radioaktive (d.h. DSB-induzierende)
Strahlung die Transformationsfrequzenz von Tabak-Protoplasten erh6hen kann é&ahler
1989), deuteten bereits in diese Richtung. Erklarbar wird durch unsere Ergebnisse auch, daf3
bei der Charkterisierung von Transgenen im Pflanzengenom kurzlich Falle gefunden wurden,
in denen sich abwechselnd transgene und genomische Sequenzen am Integrationslocus
aneinanderreihen (siehe z.B. Kokti al., 1998; Jakowitsclet al., 1999). Auch in diesen
Fallen scheinen die unterschiedlichen Sequenzen mittels des SDSA Mechanismus in den
Locus kopiert worden zu sein. Es bleibt der zuktnftigen Forschung vorbehalten, ob und in
wieweit man DSB-vermittelte Integration von Transgenen auch fir gentechnologische
Anwendungen bei Pflanzen verwenden kann, ahnlich wie die sequenzspezifische
Rekombinasen-vermittelte Integration (Albettal., 1995; Vergunskt al., 1998; Vergunst
and Hooykaas, 1998).

5. Ausblick
Die durchgefuhrten Arbeiten konzentrierten sich auf die Charakterisierung grundlegender
Rekombinationsvorgénge in somatischen Pflanzenzellen. Obwohl hierbei grof3e Fortschritte

erzielt wurden, bleiben doch einige wichtige Fragen offen, die wir zur Zeit in der
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Arbeitsgruppe DNA-Rekombination mit dem hier beschriebenen Material zu beantworten
versuchen. So soll geklart werden, ob bei der DSB Reparatur auch allelische Sequenzen vom
homologen Chromosom verwendet werden kénnen. Weiterhin untersuchen wir das Verhaltnis
von homologer und illegitimer Rekombination bei der DSB Reparatur, wenn in der
Umgebung des Bruches homologe Sequenzen vorhanden sind. Auch soll versucht werden
mittels spezifischer Expression der I-Scel Restriktionsendonuclease wahrend der Meiose
spezifisch meiotische Rekombination zu induzieren. Und schlie3lich soll durch einen
Vergleich von Tabak mit der kleingenomigen Modellpfladzabidopsis geklart werden, ob

die Art der DSB Reparatur bei verschiedenen Pflanzen verschieden ist und eventuell von der
GenomgroRRe beeinflufdt wird.

Neben der weiteren Charakterisierung moglicher Rekombinationswege ist es jedoch von
aul3erordentlicher Wichtigkeit, die Faktoren, die in diese Vorgange involviert sind zu
identifizieren. Auf der einen Seite geschieht dies durch Suche Uber Sequenzhomologien in
Datenbanken. In Bakterien, Hefen und in letzter Zeit auch verstarkt bei Saugern konnte eine
Vielzahl von Genen identifiziert werden, deren Produkte bei DNA-Rekombinationsvorgéngen
eine Rolle spielen (Ubersicht: z.B. Liebet al., 1997). Die baldige Aufklarung der
vollstdndigen Sequenz désabidopsis-Genoms lal3t diesen Ansatz auch bei Pflanzen groR3e
Bedeutung gewinnen. Wir haben aus den bereits vorhandenen Sequenzen eine grof3ere Anzahl
homologer Sequenzen identifiziert und teilweise kloniert (Hartung and Puchta, unpubliziert).
Anderseits wird es immer klarer, daf3 auch eine grof3ere Anzahl von in DNA-Rekombination
involvierte Faktoren nicht eindeutig Uber Sequenzhomologien identifiziert werden kénnen.
Jedoch sollte eine Identifizierung der entsprechenden Gene durch ihre
Expressionseigenschaften  mdoglich sein. So ist die Expression von an
Rekombinationsvorgéngen beteiligter Proteine sowohl im meiotischen Gewebe als auch nach
Induktion von DNA-Schaden besonders hoch. Es sollte also mdglich sein, durch das
substraktive ,Screenen” von Filter-“Arrays” von cDNA-Banken der entsprechenden Gewebe
weitere an Rekombinationsvorgédngen beteiligte Faktoren zu finden. Nach Isolierung von
Insertionsmutanten bzw. nach Herstellung transgener Linien mit ,Antisense“-Induktion sollte
es mit Hilfe der in dieser Arbeit etablierten Assaysysteme gelingen, den Einflul3 einzelner
Faktoren auf die verschiedenen Rekombinationswege zu ermitteln. Eine spezifische
Beeinflussung homologer und illegitimer Rekombination durch das Abschalten von
spezifischen Genen sollte uns in die Lage versetzen bei hoheren Pflanzen die ,Gene

Targeting” Technik zu etablieren. Auch sollte eine Erh6hung der meiotischen Rekombination
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zwischen homologen bzw. homdologen Sequenzen den Austausch von Genbereichen bzw. die
Kreuzbarkeit von nahe verwandten Arten deutlich beeinflussen.

Aber auch Fragestellungen, die fir die gentechnologische Anwendung von Wichtigkeit
sind, sind Teil unseres Arbeitsprogramms: Mit Hilfe der Restriktionsendonuklease I-Scel
versuchen wir zur Zeit die zur Transformation verwendeten Selektionsmarkergene wieder aus
dem Pflanzengenom herauszuschneiden. Derselbe Ansatz konnte auch dazu verwendet
werden, bei Pflanzen, die mehrere in Tandem angeordnete Transgen-Sequenzen enthalten,
Uberschissige Transgen-Kopien zu eliminieren und so Linien mit nur einer Transgenkopie zu
erhalten, bei denen dann kaum ,Gene Silencing” Effekte zu erwarten sind (Ubersicht: Matzke
and Matzke, 1998)

Es bleibt zu hoffen, dal wir mit wachsendem Verstdndnis molekularer
Rekombinationsvorgange in Pflanzen mehr und mehr in der Lage sein werden, kontrolliert
und sicher Veranderungen im Pflanzengenom vorzunehmen, die nicht nur zu einer
Verbesserung der landwirtschaftlichen Produktivitdt, sondern auch zu einer grof3eren
Akzeptanz gentechnologischer veranderter Pflanzen in der europaischen Offentlichkeit fihren

werden.
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Erklarung tber den personlichen Anteil an den wissenschaftlichen

Publikationen [8] - [19]

[8], [9]: Die Veroffentlichungen resultieren aus Experimenten, die ausschlief3lich von

[10] :

[11]:

[12]:

[13]:

[14]:

mir als Postdoktorand im Labor von Prof. B. Hohn, die beratend zur Seite

stand, durchgefihrt wurden.

Die Veroffentlichung resultiert aus Experimenten, die teils von mir und teils
von dem von mir betreuten Diplomanden Serge Kocher im Labor von Prof. B.

Hohn, die beratend zur Seite stand, durchgefuhrt wurden.

Die Veroffentlichung resultiert von Experimenten, die urspringlich von mir
konzipiert und von mir und zum groRReren Teil von dem Postdoktoranden
Dr. Bruno Tinland im Labor von Prof. B. Hohn, die wiederum beratend zur

Seite stand, durchgefihrt wurden.

Die Veroffentlichungen resultiert aus Experimenten, die von mir und zum
grof3eren Teil von dem von mir betreuten Doktoranden Peter Swoboda im
Labor von Prof. B. Hohn, die beratend zur Seite stand, durchgefuhrt wurden.
Frau Dr. Susannah Gal war als Postdoktorandin an der urspringlichen

Konzeption der Experimente beteiligt.

Die Veroffentlichungen resultiert aus Experimenten, die zum gréReren Teil von
mir und von dem von mir betreuten Doktoranden Peter Swoboda im Labor von

Prof. B. Hohn, die beratend zur Seite stand, durchgefuhrt wurden.

Die Veroffentlichungen resultiert aus Experimenten, die zum gréReren Teil von
mir und von dem von mir betreuten Doktoranden Peter Swoboda im Labor von
Prof. B. Hohn, die beratend zur Seite stand, durchgefuhrt wurden. Frau
Dr. Susannah Gal war als Postdoktorandin an der urspringlichen Konzeption
der Experimente beteiligt, der Postdoktorand Dr. Michel Blot an der

statistischen Auswertung.
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[15], [16]: Die Veroffentlichungen resultieren aus Experimenten, die ausschlief3lich von
mir als Postdoktorand im Labor von Prof. B. Hohn, die beratend zur Seite
stand, durchgefuhrt wurden. Prof. B. Dujon stellte uns die Sequenz des

unveroffentlichten, kunstlichen I-Scel Gens zur Verfligung.
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technischen Assistentinnen Petra Oswald und Christa Fricke in meiner

Arbeitsgruppe durchgefuhrt wurden.
[18]: Die Verotffentlichung resultiert aus von mir konzipierten Experimenten, die der

Doktorand Siegfried Salomon in meiner Arbeitsgruppe unter meiner

Betreuung durchgefuhrt hat.
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