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1 Theoretische Grundlagen 

1.1 Einleitung 

Das natürliche Bestreben des Menschen seine Umwelt zu erkunden, sie zu beobachten und zu 

verstehen, aber auch sie gezielt nach seinen Vorstellungen zu gestalten, zu organisieren und 

zum eigenen Vorteil zu nutzen, ermöglichten es ihm sich zu einer der erfolgreichsten Spezies 

des Planeten zu entwickeln. Mit dem Aufkommen der einfachen Landwirtschaft während des 

Neolithikums vor etwa 11.000 Jahren gingen erste Domestizierungen einher, die die 

einfachste Form der Züchtung zur Nutzbarmachung pflanzlicher und tierischer Wildarten 

durch Selektion und Vermehrung und damit erste Eingriffe in die natürliche Entwicklung von 

Lebewesen darstellen. Neben verschiedenen Nutztieren spielten dabei vor allem Süßgräser 

(Poaceae) wie z.B. Teosinte eine zentrale Rolle zur Sicherung der Nahrungsversorgung. 

Durch anthropogene Zuchtwahl konnten über die Jahrhunderte hinweg einige der heute 

bedeutendsten und verbreitetsten Formen von Kulturpflanzenarten, wie z.B. Weizen, Gerste, 

Reis und Mais, aus oftmals unscheinbaren Wildgräsern erzeugt werden (1-3). Auch die 

traditionelle Kreuzungszüchtung nutzte frühzeitig und ohne grundlegende Kenntnisse 

Vererbungsprinzipien die zufälligen genomischen Neuverteilungen zwischen verwandten und 

sexuell kompatiblen Pflanzen, um deren nützliche Eigenschaften in Nachkommen neu zu 

kombinieren (1). Die zunehmenden Erfordernisse an effizientere, ertragreichere 

Getreidesorten führten seit Beginn des 20. Jahrhunderts zur Entwicklung neuartiger 

Zuchtmethoden wie der Hybridzüchtung und der chemisch oder radioaktiv induzierten 

Mutagenese zur Generierung vorteilhafter, in der Natur nicht auftretender 

Merkmalsausprägungen (1, 4). Diese Verfahren wirken grundsätzlich unspezifisch und mehr 

oder weniger zufällig. Die resultierenden Veränderungen des Genoms sind dabei nicht 

vorhersehbar. Konventionelle Anwendungen erfordern daher in der Regel große 

Mutantenpopulationen, langwierige Analysen und Selektionen, sowie Rückkreuzungen zur 

Eliminierung ungewollter Hintergrundmutationen. Die Entwicklung moderner 

Zellkulturmethoden und molekularbiologischer Verfahren führte seit den 1980iger Jahren zu 

bedeutenden Fortschritten in der Pflanzenzüchtung. Molekulare Marker- und 

Transformationstechnologien ermöglichen die Identifizierung kausaler Mutationen und 

verkürzen den Selektionsprozess erheblich (2-4). Seit einigen Jahren stehen Wissenschaftlern 

und Züchtern nun Techniken zur Verfügung, mit denen sich ortsspezifische und nahezu 

beliebige Modifikationen im Genom eines Organismus vornehmen lassen. Die Möglichkeiten 

reichen dabei vom gezielten Austausch einzelner Basenpaare (bp), über die Integration von 
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gut charakterisierten, kodierenden und regulatorischen DNA-Sequenzen in frei wählbaren 

genomischen Loci bis hin zur Entfernung ganzer Chromosomenabschnitte. In Kombination 

mit geno- und phänotypischen Analysen wird diese Technologieplattform allgemein als 

genomisches Ingenieurswesen (engl.: genome engineering, GE) oder auch Genomeditierung 

(engl.: genome editing) bezeichnet (5). Die Optimierung und Erweiterung der Verfahren des 

GE können als Schlüssel zur schnellen, problemorientierten Züchtung neuer Kultursorten 

angesehen werden. Sie stellen eine neue Qualität in einer Jahrtausende andauernden 

Entwicklung dar und ermöglichen Lösungen für komplexe Aufgaben, Probleme und 

Herausforderungen bezüglich der Versorgung der Weltbevölkerung mit Nahrungsmitteln und 

im Besonderen einen effektiven Beitrag zur Bekämpfung von Hunger und Mangelernährung. 

Neben dem enormen Potential für die moderne Landwirtschaft eröffnen die Verfahren des GE 

zudem neuartige molekularbiologische Ansätze und Methoden in vielen Bereichen der 

Grundlagenforschung, die bereits heute zur Gewinnung von wissenschaftlichen Erkenntnissen 

genutzt werden. 

1.2 Genomveränderung mit programmierbaren Endonukleasen  

1.2.1 Grundlegende Mechanismen 

Zwei bedeutende Erkenntnisse rückten zu Beginn der 1990er Jahre, die Sequenz-spezifisch 

DNA-spaltenden Reagenzien in den Interessensfokus des GE. Zum einen erkennen Zellen 

Doppelstrangbrüche (DSB) in ihrer DNA als potentiell letalen Schaden und nutzen vielfältige 

Mechanismen ihres endogenen Reparatursystems zu deren Behebung (6, 7). Zum anderen 

kann die Häufigkeit von homologen Rekombinationsereignissen in eukaryotischen Zellen 

durch die Generierung von DSB um mehrere Größenordnungen gesteigert werden (8, 9). Die 

gezielte Spaltung chromosomaler Doppelstrang- (ds) DNA an präzise definierten Stellen in 

einem Genom bildet damit eine interessante und neuartige Grundlage zur Erzeugung lokaler 

Mutationen bzw. Modifikationen unter Ausnutzung der zellulären DSB-Reparaturverfahren, 

insbesondere der nichthomologen End-zu-End-Verknüpfung und der Homologie-basierten 

DNA-Reparatur (engl.: homology directed repair, HDR) (7, 9, 10). 

1.2.1.1 Nichthomologe End-zu-End-Verknüpfung 

Die erste bedeutende, auch als illegitime Rekombination bezeichnete, Form der DNA-

Reparatur stellt den primären Mechanismus höherer eukaryotischer Zellen zur Behebung von 

DSB dar. Der Begriff der nichthomologen End-zu-End-Verknüpfung (engl.: nonhomologous 

end joining, NHEJ) umfasst alle daran beteiligten Prozesse (11, 12). NHEJ tritt in allen 
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Stadien des Zellzyklus auf und erfolgt im Allgemeinen ohne Beteiligung homologer 

Sequenzen (13). Es handelt sich um vergleichsweise schnelle, jedoch inakkurate Prozesse, bei 

denen der Erhalt ursprünglicher Sequenzinformationen keine hinreichende Berücksichtigung 

findet und welche daher zum Teil zu verschiedenartigen Mutationen an der Bruchstelle führen 

(12, 14). Molekularbiologische Studien belegen deutliche Parallelen zwischen pflanzlicher 

DSB-Reparatur mit den gut untersuchten Mechanismen des NHEJ und der Homologie-

basierten Reparatur in Hefe- und Säugetierzellen (15, 16). Anhand beteiligter 

Reaktionspartner und der resultierenden, charakteristisch ausgeprägten Sequenzmuster an den 

Verknüpfungsstellen konnten in verschiedenen Pflanzenarten bislang zwei konkurrierende 

Formen des NHEJ nachgewiesen werden (15, 17, 18). Die Existenz mindestens eines 

weiteren, der syntheseabhängigen Stranghybridisierung (engl.: synthesis-dependent strand 

annealing, SDSA; siehe S. 16) -ähnelnden Mechanismus' gilt als nahezu gesichert (13, 19). 

Zentrales Element des klassischen NHEJ (c-NHEJ) bilden die Heterodimer- 

Untereinheiten Ku70 und Ku80, welche in der Lage sind die ds-Enden eines DSB zu 

erkennen, gezielt an diese zu binden und sie vor Degradierung zu schützen (20). Durch die 

Dimerisierung der Ku-Protein-DNA-Komplexe werden die Stränge räumlich zusammen-

geführt und unter Beteiligung von DNA-Ligase IV verknüpft (S. 15, Abb. 1) (14, 21). In der 

überwiegenden Mehrheit der Fälle erfolgen dabei geringfügige Prozessierungen der 

Bruchenden durch Exonukleasen oder Polymerasen vor der Religation, die z.T. in kleineren 

Insertionen und/oder Deletionen von Nukleotiden (InDels) innerhalb der ursprünglichen 

DNA-Sequenz an der Bindungsstelle resultieren (11, 13). Die Integration von Sequenzkopien 

anderer genomischer Abschnitte mittels c-NHEJ ist vergleichsweise selten, aber ebenso belegt 

(17, 22). 

Der zweite mögliche Verlauf wird als alternative NHEJ (a-NHEJ) oder auch back-up 

NHEJ (b-NHEJ) bezeichnet (13, 23). Aufgrund der großen Analogie zum Modell der 

Einzelstranghybridisierung (engl.: single strand annealing, SSA) der HDR wird a-NHEJ von 

vielen Autoren auch als SSA-ähnlicher Mechanismus behandelt (Vgl. S. 16; S. 15, Abb. 1) 

(24). Im Falle exonukleolytisch aktiver Enzymkomplexe kann es zur Bildung erweiterter 3´-

Überhänge an den Enden eines DSB kommen, in deren Folge eine Hybridisierung einzelner, 

komplementärer Nukleotide (≥ 2 bp bis 25 bp) innerhalb dieser Einzelstrang- (engl.: single 

strand, ss) Abschnitte eintreten kann. Nach enzymatischer Abtrennung ggf. überstehender, 

nichtkomplementärer 3´-Enden und DNA-Reparatursynthese zur Komplementierung 

partieller ss-Regionen erfolgt die Ligation der zu verknüpfenden Enden, wobei sämtlicher 
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Informationsgehalt zwischen Bruchstelle und Hybridisierung verloren geht. In Folge dessen 

zeichnen sich resultierende Verknüpfungen typischerweise durch Mikrohomologien in 

Begleitung mit Sequenzdeletionen in variierenden Umfang aus (13, 15, 16, 18). 

Während der DSB-Prozessierung durch NHEJ auftretende Insertionen und Deletionen 

können bis zu 1,2 kbp umfassen (22) und zu einer Verschiebung im Leseraster der 

Basentriplettabfolge der DNA (engl.: frame-shift) führen. Diese Mutationen bewirken eine 

umfassende Änderung der in Leserichtung folgenden Aminosäuresequenz kodierter Proteine 

und resultieren daher zumeist in einer funktionellen Stilllegung, dem sog. Knockout, eines 

Gens. Zudem enthält die resultierende non-sense Transkriptionssequenz zumeist zufällig 

entstehende transkriptionsbeendende Nukleotidtripletts (Stopp-Codons). Auch sog. In-Frame-

Mutationen, bei denen der Gesamtumfang der Veränderung drei bp oder ein Vielfaches davon 

beträgt, können die natürliche Funktion eines Proteins durch Auswirkungen auf dessen 

räumliche Struktur oder spezifische funktionelle Domänen beeinträchtigen oder auch zur 

Stilllegung des Gens, u.a. ebenfalls durch ein zufällig entstehendes Stopp-Codon, führen (7, 

10). Sollten mehrere DSB zeitgleich auftreten kann es neben großen Sequenzdeletionen auch 

zu komplexeren, genetischen Variationen in Form von DNA-Inversionen oder -

Translokationen innerhalb eines oder zwischen verschiedenen Chromosomen kommen (7, 

25). Ebenso kann eine NHEJ-vermittelte Integration artfremder DNA-Sequenzen, wie z.B. T-

DNA von Agrobacterium tumefaciens, in ein Pflanzengenom erfolgen (26).  

1.2.1.2 Homologie-basierte DNA-Reparatur 

Ein zweites bedeutendes Prinzip der DSB-Reparatur ist die homologe Rekombination. Sie 

erfordert die Einbeziehung einer intakten DNA-Sequenzen mit Homologie zum defekten 

genomischen Lokus und ist ein zentraler Bestandteil der sexuellen Rekombination höherer 

eukaryotischer Zellen während der Meiose (27). Davon abgesehen sind Homologie-basierte 

DNA-Reparaturen in somatischen Zellen von geringerer Bedeutung und kommen dort 

seltener vor als NHEJ-Ereignisse (etwa 1:103 bis 1:107) (12, 28). Die Häufigkeit und Effizienz 

variiert in Abhängigkeit von der Pflanzenspezies, dem Status des Zellzyklus, sowie dem 

Vorkommen von DSB und der Verfügbarkeit einer homologen Reparaturvorlage. Die 

Rekombinationsfrequenz wird zudem durch die Art des DNA-Homologs, sowie dessen 

räumliche Nähe zum DSB beeinflusst (12, 22). Als natürliche Reparaturvorlage können 

(ektopische) Sequenzkopien von anderen Orten im Genom, (allelische) Sequenzen des 

homologen Chromosoms, Sequenzen des gleichen Chromosoms (intrachromosomale 

Rekombination) oder in der späten S- und G2-Phase des Zellzyklus auch des 
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die Komplementierung von ss-Lücken, bevor die Strangenden enzymatisch verknüpft werden. 
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Akzeptorstranges durch DNA-Synthese entlang des Donorstrangs (Pfeil, oben) wird der z.T. neu synthetisierte 3´

Donormolekül entlassen. Es kommt zur Hybridisierung mit dem Ausgangsstrang (grün, unten), erneuter DNA

Komplementierung (Pfeil, unten) und der Ligation des Strangs. Violett: Auswahl von in Pfl
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Enden durch enzymatisch aktive Proteinkomplexe wie MRE11/RAD50/NBS1,

ATM-Kinase-Signalkaskade-vermittelten und 

katalysierten Generierung von 3´-ss-Überhängen an den Strangenden kommt 

Modelle von DSB-Reparaturmechanismen in somatischen Pflanzenzellen.

(c-NHEJ): Detektion und Bindung der ds-Enden eines DNA-Doppelstrangbruchs (DSB) durch 

Dimerisierung der Ku-Protein-DNA-Komplexe werden die Bruchenden zusammengeführt. Vor der Ligatio

es z.T. zu enzymatischen Prozessierungen der Strangenden, welche u.U. in InDels resultieren. In Konkurrenz zur c

katalysierte Generierung von 3´-ss-Überhängen an den DSB-Enden. II.) Alternatives NHEJ (

Resektion der Strangenden kommt es zur Hybridisierung komplementärer Nukleotide bzw. Sequenzen 

Abschnitte. a-NHEJ zeichnet sich dabei durch Verwendung gegebener Mikrohomologien v

bp, SSA durch Sequenzhomologien über 25 bp aus. Ggf. erfolgt eine katalysierte Trimmung nicht-komplementärer 3´

Lücken, bevor die Strangenden enzymatisch verknüpft werden. 

Eindringen eines 3´-Überhangs des DSB-Akzeptormoleküls in ein DNA-Donormolekül (orange) unter 

Schlaufe und Hybridisierung homologer Sequenzabschnitte (grün, oben). Nach komplementärer Erweit

Synthese entlang des Donorstrangs (Pfeil, oben) wird der z.T. neu synthetisierte 3´

Donormolekül entlassen. Es kommt zur Hybridisierung mit dem Ausgangsstrang (grün, unten), erneuter DNA

Komplementierung (Pfeil, unten) und der Ligation des Strangs. Violett: Auswahl von in Pflanzen identifizierten und

Darstellung abgewandelt nach Vu et al., 2014; Gorbunova & Levy, 1999) 
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Die Einzelstranghybridisierung stellt die häufigste Form der HDR in somatischen 

Zellen dar (12). Die sehr effizienten enzymatischen Prozesse verlaufen dabei prinzipiell 

analog zum a-NHEJ (Vgl. S. 13), wobei der wesentliche Unterschied zwischen beiden 

Modellen einzig auf der Größenordnung der homologen Region beruht (> 25 bp)(22). SSA 

tritt typischerweise an DSB zwischen DNA-Sequenzwiederholungen auf, welche sich in einer 

räumlich nahen, hintereinander liegenden Orientierung zueinander befinden. Nach 5´-

Resektion der Strangenden kann eine Hybridisierung zwischen den gebildeten, partiell 

komplementären ss-Abschnitten zweier Wiederholungen erfolgen (S. 15, Abb. 1). Aufgrund 

des resultierenden Informationsverlusts zwischen den homologen Sequenzen gilt die SSA als 

nicht konservative HDR-Reaktion (12, 13). 

Die syntheseabhängige Stranghybridisierung zeichnet sich im Gegensatz dazu als 

Hauptmechanismus für konservative HDR in somatischen Pflanzenzellen aus. Beim 

klassischen Verlauf erfolgt eine genetische Konversion durch die Übertragung von 

Sequenzinformationen durch eine Strangaustauschreaktion von einem intakten, homologen 

DNA-Donormolekül zum DSB des Akzeptors ohne Informationsverluste in der 

Donorsequenz. Durch die Generierung von ss-Überhängen an den Bruchenden kann es zum 

Eindringen eines freien 3´-Endes in die homologe ds-Kopiervorlage unter Ausbildung einer 

D-Schlaufe kommen (S. 15, Abb. 1). Nach Anlagerung der komplementären 

Sequenzabschnitte erfolgt die DNA-Synthese entlang des neu gebildeten Strangs. Im 

Anschluss an die Verlängerung des Akzeptors kommt es zur Freisetzung des Einzelstrangs 

aus der Schlaufe und der anschließenden Hybridisierung mit komplementären Basen des 

zweiten, freien 3´-ss-Überhangs des DSBs. Ist die Sequenz der Kopiervorlage mit der zu 

reparierenden Sequenz identisch, kann auf diese Weise die ursprüngliche genetische 

Information des gebrochenen Doppelstrangs wieder hergestellt werden. Im Gegensatz zum 

DSBR-Modell erfolgt während der SDSA keine Ausbildung einer Doppel-Holliday-Struktur, 

welche zu unvorhersehbaren genomischen Änderungen durch DNA-Crossover führen kann 

(12, 13, 35). 

Die Abläufe pflanzlicher DSB-Reparaturen und deren beteiligter Reaktionspartner 

sind nicht vollkommen aufgeklärt und weiterhin Gegenstand der Forschung. Obwohl die 

Mechanismen als konserviert gelten, kommt es z.T. zu großen, artspezifischen Unterschieden 

bezüglich Vorkommen und Effizienz verschiedener, in unterschiedlichem Maße bevorzugt 

zum Tragen kommender Reparaturwege. Auch eine strikte Trennung der einzelnen Prozesse 

ist nicht immer möglich, da diese nicht nur miteinander um die DSB-Reparatur konkurrieren, 
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sondern sich ggf. auch ergänzen und kooperieren. Zum Beispiel kann es im Fall nicht 

kompatibler 3´-ss-Enden nach der Akzeptorstrangsynthese der SDSA zu einer NHEJ-

vermittelten Ligation der DSB-Enden kommen. Die resultierenden genetischen 

Neuordnungen der pflanzlichen DNA-Reparaturen sind wesentlich vielfältiger und komplexer 

als die anderer Gruppen von Lebewesen und tragen daher in weitaus stärkerem Maße zu deren 

Genomentwicklung bei (12, 36). 

1.2.1.3 DSB-induzierte, ortsspezifische Mutagenese 

Die einfachste Anwendung der Genommodifikation mittels Sequenz-spezifizierbarer 

Endonukleasen ist die zielgerichtete Mutagenese (engl.: site-directed mutagenesis). Durch 

Einführung eines DSB an einer zur Mutation vordefinierten Position im Genom werden die 

zellulären DNA-Reparaturprozesse initiiert. Bei Pflanzen erfolgt dabei zumeist eine NHEJ-

vermittelte Ligation der Bruchenden. Aufgrund der potentiellen Fehleranfälligkeit dieses 

Reparatursystems resultieren solche DSB-Induktionen mit gewisser Häufigkeit in InDel-

Mutationen. Treten diese in proteinkodierenden Abschnitten auf kann sich das Leseraster der 

betroffenen Gensequenz nach der Bruchstelle verschieben (frame-shift), was in der Regel zu 

einem funktionellen Ausfall führt (Vgl. S. 14)(5). Durch individuelle Anpassung der Nuklease 

kann dies für einzelne Gene, aber auch zum simultanen Ausschalten ganzer Genfamilien 

genutzt werden (37). Zudem können durch In-Frame-Mutationen einzelne, funktionell 

bedeutende Aminosäuren eines Proteins oder einer Proteindomäne gezielt manipuliert werden 

(38). Neben der Abänderung kodierender Sequenzen kann eine gesteuerte Mutation 

regulierender DNA-Regionen, wie z.B. Bindestellen für Pathogenitätsfaktoren in Promotoren, 

erfolgen (39). Auch das Entfernen gesamter Gensegmente mit flankierenden 

Erkennungssequenzen für entsprechend entworfene Endonukleasen ist möglich, wodurch sich 

bspw. transgene Selektionsmarker aus einem Genom eliminieren lassen (40, 41). Der Erfolg 

dieser Anwendungen hängt maßgeblich von der Aktivität der eingesetzten Nukleasen ab und 

kann zudem durch Manipulation der Enzymmaschinerie der einzelnen DSB-Reparaturwege 

beeinflusst werden (42). 

Wesentlich weitreichendere Genommodifikationen eröffnen die Anwendungen der 

Homologie-basierten Genomeditierung (engl.: homology-directed genome editing). Statt 

zufälliger Sequenzänderungen erfolgt dabei eine gezielte Manipulation unter Nutzung der 

natürlichen DSB-Reparaturmechanismen der HDR. Durch das Einbringen künstlicher DNA-

Reparaturvorlagen mit gewünschter Nukleotid- bzw. Gensequenz und flankierenden 

Homologiearmen, deren Sequenzen passend zu den Enden eines induzierten DSB gestaltet 
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werden, können nahtlose genetische Modifikationen an theoretisch jeder Position im Genom 

vorgenommen werden. Dies ermöglicht ein gezieltes Einfügen, Entfernen, Korrigieren oder 

Ersetzten einzelner Basenpaare, funktioneller Domänen und Gene oder auch komplexer 

Expressionskassetten an einem definierten genomischen Lokus. Aufgrund des Wettbewerbs 

mit dem ebenfalls homologen Chromosom sind dabei die Menge an bereitgestellter DNA-

Reparaturvorlagen und der Umfang der enthaltenen Sequenzhomologien von entscheidender 

Bedeutung für den Erfolg der gewünschten Rekombination. Neben der enzymatischen 

Aktivität der Nuklease hat auch die Konkurrenz zur bevorzugten DSB-Reparatur mittels 

NHEJ einen großen Einfluss auf die Frequenz der HDR. Durch Manipulation der 

Enzymmaschinerie einzelner Prozesse kann diese Effizienz gezielt beeinflusst und gesteigert 

werden (5, 38, 42, 43). 

Die auf Zellebene resultierenden genetischen Änderungen der zielgerichteten 

Mutagenese und der Reparaturvorlage-vermittelten GE können ggf. auf die Keimbahn bzw. 

Gameten übertragen und damit weiter vererbt werden (44, 45). 

1.2.2 Sequenz-spezifizierbare, synthetische Endonukleasen 

Für die gezielte Induktion von DNA-Doppelstrangbrüchen innerhalb gewünschter 

Nukleotidsequenzen stehen verschiedene Plattformen von Sequenz-spezifizierbaren 

Endonukleasen zur Verfügung, deren Bindestrukturen sich mehr oder weniger gut 

umgestalten lassen um sie an neue, vom Nutzer definierte DNA-Zielsequenzen anzupassen. 

Anhand der Struktur und den Mechanismen zur Erkennung und Spaltung von DNA werden 

derzeit vier Klassen von synthetisierbaren Endonukleasen unterschieden, mit denen 

ortsspezifische, genetische Modifikationen in Pflanzengenomen initiiert und katalysiert 

werden können. 

1.2.2.1 Meganukleasen 

Die erste Art von Sequenz-spezifisch DNA-schneidenden Reagenzien, welche als Vermittler 

für gezielte Rekombinationsprozesse in Pflanzen zur Anwendung kamen, bilden die 

sogenannten Meganukleasen (engl.: meganucleases oder homing endonucleases, HE)(6, 46). 

Dabei handelt es sich um natürlich vorkommende Restriktionsendonukleasen, die meist als 

selbstspleißendes Element auf mobilen, intervenierenden Klasse I und II Introns oder Inteinen 

kodiert sind (47). Sie agieren typischerweise als Homodimere oder auch Monomer mit zwei 

separaten Enzymdomänen und erkennen verhältnismäßig große DNA-Motive von ≥12 bis 45 

bp mit hoher Spezifität (48). Innerhalb dieser katalysieren sie einen DSB um den gezielten 
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Integrationsprozess des mobilen genetischen Elements, auch homing genannt, oder andere 

mögliche Rekombinationsereignisse zu initiieren (46, 47). Bislang konnten über 250 HE mit 

einer Vielzahl verschiedener Erkennungssequenzen in Eukaryoten, Bakterien und Archaeen 

identifiziert werden (47, 49, 50). Sie zählen zu den kleinsten Reagenzien des GE, eine 

Monomereinheit umfasst durchschnittlich nur etwa 165 AS. Dies ermöglicht ein einfaches 

Einbringen in Zellen mit fast allen derzeit verfügbaren Transformationsmethoden (siehe S. 

35), was speziell im Fall begrenzter Vektorkapazitäten einen entscheidenden Vorteil darstellt 

(38). Ein wesentlicher Unterschied zu anderen Sequenz-spezifizierbaren Endonukleasen ist 

die strukturelle Überlagerung der DNA-Binde- und der Restriktionsdomäne. Eine Änderung 

der AS-Sequenz der Bindedomäne kann sich direkt auf die katalytische Enzymaktivität 

auswirken, was eine künstliche Umgestaltung zur Generierung neuer Sequenz-Spezifitäten 

wesentlich komplizierter und anspruchsvoller macht (48, 50). Die Erzeugung artifizieller 

Meganukleasen zur Erkennung neuer DNA-Zielsequenzen wurde zwar mehrfach erfolgreich 

umgesetzt, ist wegen der Komplexität der kaum modularen Proteinstrukturen jedoch noch 

immer eine Herausforderung und in Folge dessen für routinemäßige GE nicht geeignet (5, 50-

52). Aufgrund des Umfangs der spezifischen Erkennungssequenz ist die Anzahl möglicher 

Bindungsstellen in einem Pflanzengenom äußerst gering. Häufig existieren keine oder 

lediglich eine bis ein paar wenige entsprechende DNA-Motive, wodurch auch das 

Einsatzgebiet natürlicher HE limitiert wird (48). Bisherige Anwendungen erfolgten daher 

vorwiegend mit selektierten Derivaten von natürlich vorkommenden HE, wie z.B. I-SceI, I-

CreI und HO, oder durch vorherige Integration einer transgenen Erkennungssequenz in das 

Wirtsgenom (52, 53). Trotz der erwähnten Probleme konnten mit Meganukleasen diverse 

ortsspezifisch DSB-induzierte Rekombinationsereignisse von endo- und transgenen DNA-

Sequenzen in Acker-Schmalwand (Arabidopsis thaliana) (41, 54), Tabak (Nicotiana 

tabacum) (9, 17, 55), Baumwolle (Gossypium) (56) und Mais (Zea mays) (44, 51, 57) 

stimuliert und katalysiert werden, darunter NHEJ- und HDR-vermittelte Fremd-DNA-

Integrationen, umfangreiche Sequenzdeletionen und gezielte Genstilllegungen. 

1.2.2.2 Zinkfinger-Nukleasen 

Zinkfinger-Nukleasen (ZFN) stellen die ersten tatsächlich künstlich generierten Sequenz-

spezifizierbaren Endonukleasen zur Erkennung und Spaltung von beliebigen nutzerdefinierten 

Abschnitten in Chromosomen dar (28, 38). Es handelt sich um chimärische 

Restriktionsenzyme aus zwei separaten und funktionell verschiedenen Domänentypen. Sie 

setzen sich aus einer N-terminalen, modularen DNA-Bindedomäne basierend auf Zinkfinger- 
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(ZF) Proteinkomplexen und einer daran fusionierten C-terminalen, katalytischen FokIR-

Domäne zusammen (58, 59). 

FokI-Enzyme sind natürlich vorkommende Typ-II-Restriktionsendonukleasen aus 

Flavobacterium okeanokoites, welche ds-DNA im präzisen Abstand von neun bzw. 13 

Nukleotiden strangabwärts, außerhalb ihrer N-terminalen fünf bp-Erkennungssequenz spaltet 

und dabei adhäsive 5´-Überhänge generiert (60). Die dafür zuständige 196 AS umfassende 

und ebenfalls C-Terminal gelegene FokIR-Domäne besitzt generell keine Sequenz-Spezifität, 

jedoch ist eine Dimerisierung zur Induktion der katalytischen Aktivität erforderlich (61). 

Wildtyp-FokI bildet natürlicherweise homodimere Strukturen und sind u.U. in der Lage, 

bereits bei Bindung nur eines Monomers an einen DNA-Abschnitt zu dimerisieren und einen 

DSB zu prozessieren (62, 63). Die erfolgreiche Isolation der Restriktionsdomäne unter 

Aufrechterhaltung der enzymatischen Aktivität eröffnete letztlich eine Anwendung als 

Fusionsprotein in Kombination mit verschiedenen alternativen DNA-Bindedomänen (58, 61). 

Natürliche Zinkfinger-Domänen sind multimere Sequenzbindungsaggregate aus einer 

Aneinanderreihung einzelner ZF-Proteinkomplexe (64, 65). Als ein zentraler Bestandteil 

vieler eukaryotischer Transkriptionsfaktoren binden sie zumeist spezifische cis-Elemente in 

Promotorregionen ihrer Wirtsgenome und regulieren darüber die Expression verschiedenster 

Gene (5). Einige Vertreter gehen zudem auch RNA- oder Protein-Protein-Interaktionen ein 

(66-68). Aufgrund der Vielfalt an natürlich vorkommenden Derivaten werden sie in großen 

Proteinfamilien zusammengefasst. Eine der umfangreichsten und am besten charakterisierten 

Klassen sind dabei die Cys2His2-Motive. Sie zählen zu den häufigsten und weitverbreitetsten 

Sequenz-spezifischen Transkriptionsfaktoren in höheren Eukaryoten (59, 69). Ähnlich wie 

Meganukleasen sind auch Zinkfinger-Nukleasen mit durchschnittlich etwa 300 AS pro 

Monomer relativ klein und eignen sich dadurch gut für die meisten gängigen 

Transformationsmethoden (siehe S. 35)(53). Die DNA-Bindedomänen bislang synthetisch 

erzeugter ZFN bestehen zumeist aus drei bis sechs miteinander verknüpften ZF-Proteinen 

vom Typ Cys2His2, die Zielsequenz eines einzelnen Poly-Finger-Monomers beträgt damit 

neun bis 18 bp (7). Aufgrund der erforderlichen Dimerisierung der FokI-Nukleasedomänen 

sind für die effiziente Spaltung von ds-DNA zwei ZFN-Einheiten mit entsprechend spezifisch 

gestalteten Erkennungssequenzen notwendig, welche in entgegengesetzter Orientierung und 

geeigneter Distanz zueinander an jeweils einen Strang der DNA binden (S. 21, Abb. 2)(70). 

Dadurch verdoppelt sich das effektive Bindungsmotiv auf 18 bis zu 36 bp, was zu einer 

signifikanten Steigerung der Zielspezifität und einer deutlichen Verringerung unerwünschter 
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Aktivität im Hintergrund des Wirtsgenoms führt. Der Umfang der Erkennungssequenz eines 

ZFN-Paars ist für gewöhnlich ausreichend um nur einmal im Genom der meisten höheren 

Eukaryoten aufzutreten (43, 71). Dennoch ist der Einsatz von ZFN häufiger mit zytotoxischen 

Effekten durch kaum vermeidbare, nicht zielgerichtete DSB-Induktionen verbunden (52, 59). 

Zur Verringerung dieses Problems basieren neuere Strategien auf dem Einsatz von ZFN-

Paaren mit speziell entwickelten, strikt heterodimeren FokIR-Derivaten oder nutzen 

proteinregulierende Co-Faktoren, wodurch das spaltende Reagenz nur assembliert und 

aktiviert wird wenn beide ZFN-Einheiten tatsächlich an ihre Zielsequenzen binden (72-76). 

Die erforderliche Distanz zwischen zwei gebundenen ZFN variiert dabei geringfügig in 

Abhängigkeit von ggf. zur Verbindung der funktionellen Domänen zusätzlich in die 

Sequenzen der einzelnen Monomere eingefügten AS. Der Abstand für eine effektive 

Dimerisierung der FokIR-Domänen beträgt für direkt fusionierte ZFN ohne eine solche AS-

Verknüpfung fünf bis sieben bp, optimal sind genau sechs bp (10, 77, 78). 

 
Abb. 2 | Schematische Darstellung der Erkennung und Bindung einer spezifischen DNA-Zielsequenz durch ein Zinkfinger-Nuklease- 

(ZFN) Paar zur Induktion eines Doppelstrangbruchs (DBS). Jedes ZFN-Monomer besteht aus N-terminaler DNA-Bindedomäne und C-

terminaler FokI-Restriktionsdomäne, welche ggf. durch zusätzliche AS verknüpft sind. Die Bindedomänen setzen sich aus mehreren (hier je 

drei) variablen und selektiv DNA-interagierenden Zinkfinger- (ZF) Proteinen zusammen. Durch die Art der AS an den Positionen -1, 3, 6 

(rot) und 2 (nicht dargestellt) der α-Helix werden Spezifität und Affinität einzelner ZF-Proteine für verschiedene Nukleotidtripletts definiert. 

Die zu bindende DNA-Sequenz (grün) eines ZFN-Monomers sollte mind. neun bp betragen. Der primäre DNA-Kontakt erfolgt durch 

hydrophobe Wechselwirkungen und Wasserstoffbrückenbindungen zwischen den genannten AS der einzelnen Helices und aufeinander 

folgenden Nukleotiden im DNA-Rückgrat (graue Pfeile). Zur DSB-Induktion durch FokIR müssen zwei entsprechend spezifisch gestaltete 

ZFN-Monomere in entgegengesetzter Orientierung links- und rechtsseitig einer Überbrückungssequenz (orange, N = beliebige Base), 

zeitgleich an jeweils einen DNA-Strang binden. Dies ermöglicht die Dimerisierung der Nukleasedomänen, in Folge dessen es zur Katalyse 

eines DSB innerhalb der Überbrückungssequenz kommt. Die Gesamtzielsequenz eines ZFN-Paars (hier 24 bp) variiert in Abhängigkeit von 

der Anzahl an verwendeten ZF-Proteinen und der Nukleotidsequenz zwischen den ZFN-Domänen (Darstellung abgewandelt nach Porteus& 

Carroll, 2005; Bildquelle ZF-Proteine: Gaj et al., 2013) 
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Im Vergleich zu Meganukleasen (Vgl. S. 19) ist die Erzeugung artifizieller ZFN nicht 

ganz so anspruchsvoll, dennoch ist die Generierung neuer Zielspezifitäten eine 

außerordentliche Herausforderung und grundsätzlich mit Unsicherheiten bzgl. der erzielten 

Funktionalität verbunden (53). Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) bietet die Generierung 

von ZFN nach Kundenwunsch an, die auf einem internen, patentierten Protokoll von 

Sangamo Biosciences (Richmond, CA, USA) basieren. 

Durch ZFN ortsspezifisch induzierte Genommodifikationen umfassen ein breites 

Spektrum an z.T. vererblichen Änderungen von endo- und transgenen DNA-Sequenzen in 

somatischen Pflanzenzellen (28, 53). Dazu zählen u.a. funktionelle Genstilllegungen mit 

Mutationsraten von bis zu 16 % in Acker-Schmalwand (A. thaliana) (79, 80), Tabak (N. 

tabacum), Petunie (Petunia hybrida) (81) und Soja (Glycine max) (37), umfangreiche 

Sequenzdeletionen von bis zu neun Mbp in A. thaliana (82) und N. tabacum (40), sowie 

DNA-Integrationen oder Sequenzänderungen mit Effizienzen von bis zu zehn Prozent in A. 

thaliana (83, 84), N. tabacum (85, 86) und Mais (Z. mays) (87, 88). Trotz der zahlreichen, 

erfolgreichen Anwendungen von ZFN in Modell- und Kulturpflanzenarten beschränkten sich 

die Veröffentlichungen bislang zumeist auf vielversprechende Erkenntnisse in der 

Grundlagenforschung und wenige anwendungsorientierte Beispiele zur Überprüfung und 

Veranschaulichung neuer Konzepte und geltender Prinzipen. Aufgrund der genannten 

Limitierungen und Nebenwirkungen sind ZFN in den letzten Jahren, auch zugunsten neu 

entwickelter und effektiverer Plattformen von Sequenz-spezifizierbaren Endonukleasen 

zunehmend aus dem Fokus der anwendungsorientierten Wissenschaft verschwunden (5). 

1.2.2.3 TALE-Nukleasen 

Die Entschlüsselung der relativ simplen Kodierung der spezifischen Interaktion zwischen 

einer Gruppe von hochspezialisierten pflanzenpathogenen Wirkstoffen und der 

Erbinformation infizierter Wirtszellen führte seit Ende des Jahres 2009 zur Entwicklung und 

Etablierung einer neuartigen Plattform der Sequenz-spezifizierbaren Endonukleasen (89, 90). 

Bei transcription activator-like effector nucleases (TALEN) handelt es sich ebenfalls um 

artifizielle Fusionsproteine aus zwei funktionell verschiedenen Proteindomänen, deren Prinzip 

und generelle strukturelle Organisation mit den zuvor beschrieben ZFN vergleichbar ist (Vgl. 

S. 20)(91). Auch TALEN nutzen eine C-Terminal lokalisierte katalytische FokI-

Restriktionsdomäne (Vgl. S. 20) zur Induktion eines DSB in einem gewünschten DNA-

Zielabschnitt. Der wesentliche Unterschied im Vergleich zu ZFN besteht in der N-Terminal 

gelegenen, modularen DNA-Erkennungs- und Bindungsstruktur, die sich durch eine 



   23
   

charakteristische und hochrepetitive Abfolge von nahezu identischen AS-Sequenzkopien 

auszeichnet. Jeweils eine AS innerhalb eines jeden dieser Sequenzwiederholungsmodule 

(engl.: repeat) einer TALEN-Bindedomäne tritt mit einer einzelnen, individuellen Base eines 

fortlaufenden DNA-Strangs in Wechselwirkung und vermittelt auf diese Weise den 

spezifischen Kontakt zur nutzerdefinierten Zielsequenz (89, 90). 

 Diese neuartige und in der Natur einmalige Klasse variabel gestaltbarer 

Bindungsmotive ist von Vertretern umfangreicher Familien natürlicher Avirulenz (Avr) -

Proteine abgeleitet, welche erstmals aus dem phytopathogenen Bakterium Xanthomonas 

campestris pv. vesicatoria isoliert wurden (92, 93). Zur Infektion einer befallenen 

Pflanzenzelle bilden Xanthomonaden einen als Typ-III-Translokon bezeichneten, 

transmembranen und kanalähnlichen Porenkomplex, über den sie einen Cocktail aus etwa 20 

bis 40 verschiedenen bakteriellen Effektorproteinen in das eukaryotische Zytoplasma 

sekretieren (94, 95). Die Virulenzfaktoren sind in der Lage, eine Wirtszelle auf sehr 

vielfältige Art und Weise zu manipulieren. Einige greifen bspw. in verschiedene 

Stoffwechselwege oder Signalkaskaden ein und sabotieren diese, um mögliche 

Immunantworten zu unterdrücken oder den Metabolismus der Zelle zum Vorteil des 

Bakteriums zu beeinflussen (96, 97). Andere Effektorgruppen weisen strukturelle 

Übereinstimmungen und typische Charakteristiken von eukaryotischen 

Transkriptionsfaktoren auf. Sie zielen auf eine direkte Manipulation des Wirtstranskriptoms 

ab und werden daher auch als transcription activator-like effector (TALE) bezeichnet (98). 

Diese werden mit Hilfe einer N-terminalen Kernlokalisationssequenz (engl.: nuclear 

localization signal; NLS) in den Nukleus der Pflanzenzelle eingeschleust, wo sie 

hochspezifisch an Promotorregionen von Zielgenen binden und deren Expression über die C-

terminale Transkriptionsaktivierungsdomäne regulieren (99, 100). Ein besonders interessanter 

Aspekt der TALE-Proteine ist das zentral gelegene repetitive DNA-Bindungsmotiv. Die mehr 

als 112 bekannten, natürlich vorkommenden TAL-Effektoren verfügen alle über eine 

hochkonservierte Erkennungsdomäne bestehend aus 1,5 bis 33,5 Kopien von nahezu 

identischen und direkten Sequenzwiederholungen aus jeweils 30 bis z.T. 42 Aminosäuren 

(AS)(92, 98). Ein Großteil der nativen TALE-Varianten setzen sich aus 17,5 

Wiederholungsmodulen mit je 34 AS pro Abfolge zusammen, wobei das typische halbe 

Repeat am C-terminalen Ende der Domänen lediglich die ersten 20 AS aufweist (89). Die 

meisten der Proteinderivate besitzen strukturelle Übereinstimmungen von mehr als 80 bis zu 

97 Prozent ihrer Sequenzen. Die Unterschiede beschränken sich neben der Anzahl und ggf. 

auch Länge der Kopienabfolgen im Wesentlichen auf einige, weniger konservierte AS 
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bei räumlicher Annäherung an eine Thyminbase konvergieren und stabilisierende 

Wechselwirkungen eingehen (102, 103). Durch die lokale Fixierung wird die Anlagerung und 

Bindung des folgenden, ersten Sequenzmoduls an die nächste DNA-Base koordiniert und 

gefördert (103). Von der zweiten Hälfte dieses ersten Repeats ausgehend bilden die Moleküle 

der Bindedomäne eine kontinuierlich linksgängige und superhelikale Packung entlang der 

DNA-Achse (Abb. 4). Die einzelnen Wiederholungen besitzen eine charakteristische Helix-

Schleife-Helix-Struktur, wobei die dritte bis elfte AS am N-terminalen Beginn eine kurze, 

nach innen gerichtete α-Helix und die 15. bis 33. AS eine längere und von der DNA nach 

außen abgeneigte α-Helix bilden. Zwischen den beiden ist die sog. RVD-Schlaufe lokalisiert, 

bestehend aus zwölfter, dreizehnter und nichtvariabler vierzehnter AS. Die größeren C-

terminalen Helices formen gemeinsam eine Art äußere Hülle um den Bindungskomplex, 

während die kleineren Helices einen internen Verbund entlang der DNA-Achse konstruieren. 

Auf diese Weise nehmen die RVD-Schlaufen der einzelnen Wiederholungsmodule eine nach 

innen gerichtete und direkt zur DNA exponierte Lage ein. Die zwölfte AS dient der 

Stabilisierung der lokalen Schlaufenstruktur und unterstützt die Kontaktvermittlung lediglich 

indirekt. Die Bindung mit einer Base erfolgt exklusiv durch die dreizehnte AS. In 

Abhängigkeit von deren Beschaffenheit kommt es z.T. zur Ausbildung von stabilen, polaren 

Wasserstoffbrückenbindungen, wie auch schwächeren und unspezifischeren Van-der-Waals-

Wechselwirkungen zwischen dem Protein und der DNA (10, 103, 104).  

 
Abb. 4 │ 3D Strukturmodell der DNA-Bindung durch ein TALE-Protein. 
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 Aufgrund der modulartigen Architektur des Bindungsmotivs und der Eins-zu-eins- 

Korrespondenzen mit den Basen eines Zielstrangs, können durch systematische 

Verknüpfungen von einzelnen, individuellen Wiederholungseinheiten in einer entsprechend 

angepassten Reihenfolge, künstliche TALE-Domänen mit neuen Erkennungsspezifitäten 

generiert werden. Diese sind im Stande, nahezu jede vorgegebene bzw. gewünschte DNA-

Sequenz zu binden (91, 105). Die einzige Limitierung ergibt sich aus der erforderlichen T0-

Base am 5´-Ende einer Zielsequenz (5, 7). Das System gewährt wesentlich mehr Flexibilität 

bei der Gestaltung von Bindungsmotiven als die auf Tripletts beschränkten ZF-

Proteinkomplexe (43). Die Anzahl der Sequenzmodule kann der vorgegebenen Zielsequenz 

sehr leicht angepasst werden. Ein Minimum von 6,5 Wiederholungen ist für die Funktionalität 

einer Bindedomäne erforderlich, wobei ab 10,5 Repeats eine deutlich gesteigerte Aktivität 

erkennbar ist (89). Die bislang bevorzugt genutzten TALE-Architekturen bestehen 

typischerweise aus etwa 14 bis 20 Sequenzabfolgen pro Protein bzw. Bindedomäne (5, 53). 

Für die Konstruktion von artifiziellen TALE-Motiven stehen mittlerweile zahlreiche natürliche 

und künstliche Modulvarianten für jede der vier Nukleotidbasen zur Verfügung, deren 

verschiedene RVD-Kombinationen unterschiedlich gut zur Aktivität einer Bindedomäne 

beitragen (106). Die Spezifität und Affinität einer TALE-Struktur für ein DNA-Zielmotiv wird 

im Wesentlichen von der Art, Anzahl und Abfolge der einzelnen Sequenzwiederholungen mit 

deren individuell abgestimmten und variierend effizienten RVD bestimmt. Die vier häufigsten 

und für TALEN bis heute mehrheitlich genutzten RVD-Motive sind Histidin-Asparaginsäure 

(HD) für Cytosin, Asparagin-Glycin (NG) für Thymin, Asparagin-Isoleucin (NI) für Adenin 

und Asparagin-Asparagin (NN) für Guanin oder Adenin (5, 38).  

Es existieren zahlreiche Methoden und Schemata zur Erstellung und Assemblierung 

nutzerdefinierter TALE-Abfolgen, wie bspw. die sequentielle Verknüpfung einzelner Module 

(38, 91), auf einer Polymerase-Kettenreaktion (engl.: polymerase chain reaction; PCR) 

basierten oder kompletten in vitro Gensynthese mittels Hochdurchsatz-

Festphasenassemblierung (107), durch eine Mutagenese von natürlichen 

Sequenzwiederholungen (108), sowie mittels verschiedener modularer oder 

ligationsunabhängiger Klonierungstechniken (109, 110). Aufgrund der repetitiven 

Beschaffenheit der langen und hochgradig homologen Wiederholungsstrukturen stellen 

einfache Klonierungen und PCR-basierte Assemblierungsmethoden bislang jedoch häufig 

eine technisch herausfordernde und zeitintensive Prozedur zur Konstruktion Zielsequenz-

spezifizierter, TALE-kodierenden Expressionseinheiten dar (43, 111). Ein praktikables, 

effizientes und erprobt zuverlässiges Verfahren für die Synthese neuer Bindestrukturen bildet 
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bspw. die sogenannte Golden-Gate-Klonierungsplattform (112, 113), welche eine spezifisch 

geordnete Assemblierung von bis zu zehn Modulen in nur einem Reaktionsschritt erlaubt 

(114). Die meisten der Sequenzmodulvarianten und weitere für diverse 

Konstruktionsverfahren erforderlichen Reagenzien sind in öffentlich zugänglichen 

Bibliotheken katalogisiert und werden bspw. durch die Internetplattform Addgene.org zur 

freien Verfügung gestellt. Für die Planung und Konstruktion von TALE-Domänen stehen 

verschiedene, webbasierte Programme zum Auffinden und zur Auswahl von Zielsequenzen in 

einem gegebenen DNA-Abschnitt zur Verfügung, wie auch zur Suche nach weiteren 

möglichen Bindungssequenzen im chromosomalen Hintergrund eines bekannten Wirtsgenoms 

(115-117). Diese berücksichtigen bislang jedoch weder potentielle epigenetische 

Modifikationen der Zielsequenzen wie bspw. methylierte DNA-Basen, noch die deutlich 

unterschiedlichen Affinitäten der vier bevorzugten RVD-Motive (5, 118). 

 Die Fusion von natürlichen und künstlichen TALE-Bindestrukturen mit verschiedenen 

Arten von Effektorgruppen führte sehr schnell auch zu einer Kopplung an eine katalytische 

FokI-Nukleasedomäne und damit zur Etablierung eines nahezu universell einsetzbaren, 

chimären Restriktionsenzyms für Sequenz-spezifizierte DSB-Induktionen (91). Wie bei ZFN 

sind dafür zwei TALEN-Einheiten mit unterschiedlich gestalteten Bindedomänen erforderlich, 

die in entgegengesetzter Orientierung und mit passendem Abstand zueinander an je einen der 

DNA-Stränge binden, um den beiden Nukleasedomänen die Dimerisierung zu ermöglichen 

(119). Die DNA-Zielsequenz eines TALEN-Paars beträgt damit im Durchschnitt etwa 28 bis 

40 bp, was in den meisten Fällen deutlich länger im Vergleich zu denen anderen Klassen von 

SSE ist und einen wesentlichen Vorteil mit sich bringt (5). TALEN gelten als die spezifischste 

aller Nukleaseplattformen und besitzen das geringste Risiko für ungewollte, potentiell 

toxische Genomveränderungen durch unspezifische Bindungen (5, 53). Im Vergleich zu ZFN 

(Vgl. S. 20) agieren die einzelnen Wiederholungsmodule größtenteils unabhängig 

voneinander und werden weniger vom molekularen Kontext beeinflusst (38). Dennoch 

können sich vielfältige und z.T. nur geringfügige strukturelle Eigenschaften problematisch auf 

die Bindungseffizienz und DSB-Induktionsrate von TALEN auswirken (106). Die 

flankierenden AS-Sequenzen der Bindemotive bilden das sog. TALEN-Rückgrat, welches eine 

wichtige Rolle bei der Wahrnehmung von DNA spielt und die Aktivität einer Domäne in 

Organismen wesentlich mitbestimmt (38). Stark verkürzte oder lediglich aus 

Wiederholungsmodulen bestehende Proteine funktionieren nicht effizient (91). Jedoch zeigen 

TALEN mit teilweise verkürzten N- oder C-Termini häufig eine z.T. über 25-fach gesteigerte 

Mutageneserate gegenüber längeren Rückgratstrukturen (38). In Vergleichsstudien in Hefen 
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Aktivitäten mit einer C-terminalen 63 bp-Sequenz und einem 

14 bis 18 bp zwischen den Enzymeinheiten erzielt werden 

Faltung und Stabilität des Proteins empfiehlt es sich Sequenzen von

vor der FokIR-Domäne zu nutzen (10). Der optimale Abstand zweier 

Monomeren zueinander variiert leicht in Abhängigkeit der zusätzlichen AS

Sequenzen zwischen der Binde- und Restriktionsdomänen einer jeden TALEN

zehn bp betragen, zwischen zwölf bis 20 bp sind zumeist üblich

. Die noch immer offenen Fragen an eine robuste Rückgratarchitektur bezüglich der 

TALEN-DNA-Bindungen und -Spaltungen, stellt bislang eines der 

Plattform dar. Der oftmals unberücksichtigte Einfluss möglicher 

epigenetischer Modifikationen der Zielsequenz und die signifikant variierende Affinität der 

zahlreichen, von natürlichen Proteinen abgeleiteten AS-Module, die häufig behandelt werden 

essentiell dieselben Eigenschaften, sind vermutlich mit die

die unzureichende Funktionalität einiger TALEN-Konstrukte (5, 10). Zur Analyse d

TALEN wurden daher verschiedene Funktionalit

welche bislang vorwiegend auf Hefe-Hybridisierungssystemen basieren 

potentielle Einschränkung ergibt sich aus der Größe der je Monomereinheit durchschnittlich 

rund 950 AS umfassenden Proteine. Im Vergleich zu ZFN sind TALEN

bis viermal größer, was ein Einbringen in Pflanzenzellen u

(53). Ein kommerzieller Vertrieb von Reaktionssets oder

kodierenden Expressionskonstrukten nach Kundenwunsch erfolgt durch

Schematische Darstellung der Erkennung und Bindung einer spezifischen DNA-Zielsequenz zur Induktion 

eines Doppelstrangbruchs (DBS) durch ein TALEN-Paar. Jedes der TALEN-Proteine setzt sich aus einer N

gelegenen, spezifisch gestalteten DNA-Bindedomäne und einer C-terminalen FokI-Restriktionsdomäne zusammen. Die 

Kontaktaufnahme mit der DNA wird vom -1. und 0. Repeat (W, R) vermittel. Die Bindung der Basen 

ausschließlich durch die 13. AS der RVD-Motive der einzelnen Wiederholungsmodule, die zwölfte AS dient zur 

Zur Induktion eines DSB innerhalb der Zielsequenz müssen zwei entsprechend gestaltete 

ere in entgegengesetzter Orientierung links- und rechtsseitig einer Überbrückungssequenz (orange, N= beliebige 

Strang binden, um die Dimerisierung der Nukleasedomänen zu ermöglichen.
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die Firmen DNA Cloning Service (Hamburg, Deutschland), Cellectis Bioresearch (Paris, 

Frankreich), Life Technologies (Grand Island, New York, USA) und Transposagen 

Biopharmaceuticals (Lexington, Kentucky, USA). 

Trotz der Limitierungen eignet sich die TALEN-Plattform zur ortsspezifischen 

Induktion von genetischen Modifikationen in Pflanzenzellen (39, 121). TALEN-stimulierte 

Genomänderungen umfassen NHEJ- und HDR-vermittelte Modifikationen trans- und 

endogener DNA-Sequenzen von mono- wie auch dikotylen Modell- und Kulturpflanzen (53, 

122). Dazu zählen bspw. Acker-Schmalwand (A. thaliana) (114, 123), die Zwenke 

(Brachypodium dystachion) (124), Tabak  (N. benthamiana, N. tabacum) (121, 125), Reis 

(Oryza sativa) (39, 124), Mais (Z. mays) (126, 127), Weizen (Triticum aestivum) (128), 

Gerste (Hordeum vulgare) (129-131), Soja (G. max) (132), Kartoffel (Solanum tuberosum) 

(133, 134) und Tomate (Solanum lyopersicum) (135). Die erzielten genetischen Variationen 

beinhalten die Stilllegung von Genfunktionen, die gezielte Integration und das Ersetzen von 

DNA-Sequenzen sowie das Entfernen von Gen- oder C8omosomenabschnitten (53, 122). Die 

Änderungen wurden z.T. erfolgreich an die Nachkommenschaften vererbt. Aufgrund der 

häufig eher geringen DSB-Induktionsfrequenzen, einiger bestehender Unklarheiten bezüglich 

einer funktionell verlässlichen TALEN-Architektur und der vergleichsweise komplizierten 

Assemblierung von kodierenden Expressionseinheiten gegenüber den, im nächsten Kapitel 

beschriebenen RNA-vermittelte Endonukleasen (engl.: RNA-guided endonucleases, RGEN), 

bevorzugen viele Forschungsgruppen im Bereich der GE heute zumeist das zwar weniger 

spezifische, dafür aber leichter zu handhabende und effizientere RGEN-Format (5). Dennoch 

stellt die TALEN-Plattform eine bedeutende und nützliche Erweiterung in der Palette von 

präzise DNA-interagierenden Werkzeugen zur GE dar und wurde 2012 gemeinsam mit ZFN 

vom Fachmagazin Nature zur ´Methode des Jahres´ gekürt (136). 

1.2.2.4 RNA-vermittelte Endonukleasen 

RNA-vermittelte Endonukleasen bilden die derzeit effizienteste Plattform zur gezielten 

Induktion von Mutationen in Genomen eukaryotischer Organismen. Im Gegensatz zu den 

zuvor beschriebenen Nukleaseplattformen, welche allesamt auf Protein-DNA-Interaktionen 

zur Erkennung und Bindung von Zielsequenzen beruhen, basieren RGEN-Systeme auf dem 

einfachen Prinzip der komplementären Basenpaarung zur spezifischen Erkennung und 

Wechselwirkung mit einer DNA-Zielsequenz und einem RNA-Leitmolekül (engl.: guide 

RNA, gRNA) mit variabler, individuell gestaltbarer Erkennungssequenz. Die gRNA dirigiert 
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eine zuvor gebundene Endonuklease zur Hybridisierungssequenz, welche die enzymatische 

Spaltung der ds-DNA katalysiert und einen DSB generiert (10, 53, 137).  

Der Mechanismus der RGEN ist von nativen, in Bakterien und Archaeen weit 

verbreiteten adaptiven Immunsystemen zur Abwehr eindringender Phagen- oder Plasmid-

DNA abgeleitet, welche als CRISPR/Cas- (engl. Kurzform für: clustered regularly 

interspaced short palindromic repeats/ CRISPR-associated protein) Systeme bezeichnet 

werden (138, 139). CRISPR sind spezielle DNA-Abschnitte aus einer Serien von kurzen, 

durch regelmäßig integrierte, variierende Zwischensequenzen (engl.: spacer) getrennte und 

zumeist palindrome Sequenzwiederholungen von jeweils etwa 20 bis 50 bp. Die Repeat-

Strukturen innerhalb eines CRISPR-Lokus sind stets identisch und hochkonserviert. 

Verschiedene CRISPR-Regionen unterscheiden sich jedoch z.T. deutlich bezüglich der 

Anzahl, der Länge und der Nukleotidsequenz ihrer Wiederholungen (140, 141). Die 

prokaryotischen Motive sind mehrheitlich auf Chromosomen, seltener auch auf Plasmiden 

lokalisiert und werden für gewöhnlich von einer variierenden Anzahl sehr verschiedener Cas-

Gene flankiert, die eine umfangreiche Familie von CRISPR-assoziierten Proteinen kodieren 

(138). Über 40 Subklassen natürlicher Cas-Proteine mit diversen funktionellen 

Domänentypen konnten bislang identifiziert werden, darunter bspw. Nukleasen, Helikasen, 

Hydrolasen, Polymerasen und nukleotidbindende Proteine (142). Zur spezifischen 

Immunisierung einer befallenen Zelle mittels CRISPR/Cas übernehmen spezialisierte Cas-

Proteine kurze, als Protospacer (Ursprung der Spacer) bezeichnete Fragmente der exogenen 

DNA und integrieren diese jeweils einzeln zwischen zwei Wiederholungen der CRISPR-

Region im eigenen Genom. Auf diese Weise werden verschiedene Signaturen von 

eingedrungenen, pathogenen DNA-Molekülen als Spacer-Sequenzen in der CRISPR-Region 

gesammelt und konserviert (143-146). Bei einer erneuten Invasion durch DNA des gleichen 

oder eines verwandten Virustyp bzw. derselben Plasmidfamilie erfolgt die Transkription der 

CRISPR-Kassette und eine Prozessierung der gebildeten RNA-Produkte. Dabei werden die 

zuvor akquirierten DNA-Abschnitte zusammen mit Teilen der angrenzenden 

Wiederholungssequenzen als Mustervorlage für die Biogenese von einzelnen kurzen CRISPR-

RNA (crRNA) Molekülen genutzt, welche ggf. partiell komplementär und damit spezifisch 

passend zur Protospacer-Sequenz des Exogens sind (147-149). Mit diesem Zielmotiv 

entsprechend korrelierende crRNA leitet ein Cas-Protein zum Protospacer, welches die 

enzymatische Spaltung der fremden DNA katalysiert und diese dadurch inaktiviert (150, 151). 

Auf Grundlage der allgemeinen Organisationsstruktur eines Lokus und den Mechanismen der 
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Genkonservierung werden native CRISPR/Cas-Systeme in drei Haupttypen (Typ I bis Typ III 

CRISPR-assoziierte Systeme) untergliedert (152).  

Die in den letzten Jahren konstruierten und für das GE in Eukaryoten bevorzugt 

genutzten RGEN basieren fast ausschließlich auf modifizierten und laboroptimierten 

Versionen eines Typ II CRISPR-assoziierten Systems von Streptococcus pyogenes (137). Für 

eine gezielte Spaltung beliebiger gewünschter DNA-Sequenzen sind bei diesen Varianten 

lediglich nur noch zwei wesentliche Kernkomponenten erforderlich, das multifunktionelle 

Protein Cas9 und ein Zielsequenz-spezifisch gestaltetes RNA-Leitmolekül (5, 10). Zur 

vereinfachten Handhabung basieren die gRNA-Konstrukte moderner RGEN-Systeme auf 

einer Fusion von crRNA und sog. transaktivierender CRISPR-RNA (tracrRNA), einem 

essentiellen Element, dass für die Verbindung der Zielsequenz-spezifizierenden crRNA mit 

der nukleolytischen Cas9 erforderlich ist. Die synthetischen gRNA von RGEN vereinen 

crRNA und tracrRNA in einem Molekü, das daher auch als single guide RNA bezeichnet 

wird. Zielsequenz-spezifizierte gRNA-Konstrukte unterscheiden sich daher zumeist lediglich 

in der vom Anwender definierten und zum Ziel komplementären Leitsequenz von gewöhnlich 

20 Basen am 5´-Ende des Transkripts (10). Die Bindung der gRNA an Cas9 induziert eine 

funktionelle Konformationsänderung in der Proteinstruktur und resultiert in der Aktivierung 

der Endonuklease (153). Die spezifische Erkennung der DNA-Zielsequenz durch einen 

gRNA-Cas9-Komplex erfolgt über die entsprechend homolog korrelierende Leitsequenz nach 

dem Prinzip der komplementären Basenpaarung. Bei einer Übereinstimmung mit der 

Zielsequenz (dem Protospacer des zugrunde liegenden bakteriellen Immunsystems) kommt es 

zu einer partiellen Trennung der DNA-Stränge und der Ausbildung eines DNA-RNA-

Hybrids, wobei Fehlpaarungen u.U. toleriert werden (154-156). Die Spezifität einer RGEN 

für eine Zielsequenz wird primär von den Basen nahe dem 3´-Ende des Leitmotivs bestimmt.  

Diese bilden eine sog. Seed Sequenz aus etwa sieben bis zwölf Nukleotiden, von denen die 

Kontaktaufnahme zur DNA ausgeht. Im Gegensatz zum 5´-Ende werden innerhalb dieses 

Bereiches keine Basenfehlpaarungen toleriert (157, 158). Cas9 besitzt zwei verschiedene 

nukleolytische Domänen der Typen RuvC und HNH (137). Zur Stimulation der 

enzymatischen Aktivität von Cas9 ist ein spezielles, direkt strangabwärts an den Protospacer 

angrenzendes Triplettmotiv (engl.: protospacer adjacent motif, PAM) erforderlich, für 

welches das Sequenzmuster 5´-NGG-3´ charakteristisch ist (144). Dieses Motiv hat zudem 

weitreichende Funktionen bei der Wahrnehmung von Zielsequenzen durch Cas9 selbst, sowie 

der Stabilisierung der Bindung und beeinflusst die Spezifität und Aktivität einer RGEN 

maßgeblich (159, 160). Wird ein entsprechendes Triplett vom Cas9-Molekül erkannt und 
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gebunden, erfolgt eine weitere Konformationsänderung in der Enzymarchitektur, die zu einer 

Spaltung der beiden Ziel-DNA-Stränge jeweils genau drei bp strangaufwärts vom PAM führt 

und von je einer der beiden Exonukleasen katalysieren wird (153). Im Gegensatz zur FokI-

Nuklease, welche adhäsive und überstehende DSB-Enden generiert (Vgl. S. 20), induziert 

Cas9 einen glatten Bruch ohne Überhänge und ist zudem in der Lage, auch methylierte DNA 

zu spalten (7, 155).  

Abb. 6│ Schematische Darstellung der Erkennung und Bindung einer spezifischen DNA-Zielsequenz zur Induktion 

eines Doppelstrangbruchs durch eine RNA-geleitete Endonuklease (RGEN). RGEN bestehen typischerweise aus einem 

RNA-Leitmolekül (gRNA; blau und grün), das eine Bindung mit einer Cas9-Endonuklease eingeht. Die gRNA beinhaltet 

eine zum Zielabschnitt komplementäre Leitsequenz (blau) aus für gewöhnlich 20 Basen, mit deren Hilfe das Cas9-Protein zur 

Zielsequenz dirigiert und die Bindung an die DNA nach dem Prinzip der komplementären Basenpaarung vermittelt wird. Zur 

Stimulation der enzymatischen Aktivität von Cas9 ist ein strangabwärts an die Protospacer-Region angrenzendes 

Triplettmotiv (PAM; rot, oben) erforderlich, welches sich durch ein charakteristisches Sequenzmuster vom Typ 5´-NGG-3´ 

(hier 5´-TGG-3´) auszeichnet. Wird ein entsprechendes Triplett vom Cas9-Molekül erkannt und gebunden, kommt es infolge 

einer Konformationsänderung innerhalb der Cas9-Struktur zur Spaltung der beiden Ziel-DNA-Stränge durch je eine der 

beiden Exonukleasedomänen (RuvC und HNH). (Bildquelle: Puchta& Fauser, 2013)(161) 

Ein wesentlicher Vorteil von RGEN gegenüber anderen Sequenz-spezifizierbaren 

Endonukleasen ist das vergleichsweise einfache Reprogrammieren zur Generierung neuer 

Zielspezifitäten für die Bindung von gewünschten Sequenzen. Da der RGEN-Mechanismus 

nur ein einziges und stets identisches Protein zum Spalten von DNA nutzt, ist ein aufwendiges 

und anspruchsvolles Umgestalten komplexer Proteinstrukturen nicht notwendig (7, 122). Die 

Konstruktion von neuen zielkomplementären Leitsequenzen erfordert lediglich grundlegende 

Kenntnisse in den Regeln der spezifischen Basenpaarung nach Watson und Crick und ist 

durch das Klonieren von entsprechenden gRNA-kodierenden DNA-Vektoren mit 

verschiedensten Techniken, wie bspw. Gibson®- oder Golden-Gate-Klonierungen 

vergleichsweise einfach umsetzbar (112, 113, 162). Alternativ kann eine Assemblierung 

durch die Hybridisierung von zwei komplementären Oligonukleotiden und anschließender in-
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vitro Replikation erfolgen (163). Zudem bieten zahlreiche Firmen und Zulieferer eine 

kommerzielle Fertigung synthetischer RGEN oder auch komplette Reaktionssätze mit 

Protokollen zur eigenen Herstellung an. Die geringe Größe der zielführenden Elemente 

erlaubt ein Unterbringen mehrerer, verschiedener gRNA-Varianten in einer 

Expressionskassette, womit ein simultanes Abzielen auf multiple DNA-Sequenzen in einer 

Zelle möglich ist (164-166). Ein generiertes Leitmotiv sollte mindestens die Basen der Seed 

Sequenz umfassen. Kurze Bindungsabfolgen zeichnen sich i.d.R. durch eine höhere Spezifität 

aus, besitzen dafür aber zumeist eine geringere Affinität für den Zielabschnitt (157, 167). Zur 

Steigerung der Rekombinationsfrequenz empfiehlt es sich daher, Sequenzen von 20 Basen 

und drei komplementären Basen der PAM zu nutzen (5, 168). Eine entsprechende 

Gesamtzielsequenz besitzt damit das charakteristische Muster 5´-X20NGG-3´, wobei X je ein 

spezifisches Nukleotid der Zielsequenz darstellt. Cas9 von Streptococcus pyogenes erkennt 

und toleriert neben 5´-NGG-3´ auch Tripletts vom Typ 5´-NGA-3´, wobei die Effizienz 

jedoch stark vermindert ist (155). Proteinhomologe von CRISPR/Cas-Systemen anderer Arten 

besitzen zudem verschiedene individuell bevorzugte PAM (144, 169, 170). Die Präferenz von 

RGEN für solche Tripletts führt zu einer geringfügigen Reduktion der absoluten Anzahl an 

potentiellen Zielsequenzen in einem Genom (5). Ein Nachteil von RGEN ergibt sich aus der 

verhältnismäßig großen Toleranz gegenüber Basenfehlpaarungen, die in einer vergleichsweise 

hohen Anfälligkeit für mögliche unerwünschte Bindungen und potentiell toxische Spaltungen 

von anderen strukturell ähnlichen DNA-Abschnitten im Wirtsgenom resultiert (155, 171). Der 

einfachste Weg zur Vermeidung von ungerichteten Interaktionen ist eine strikte Auswahl von 

gRNA mit minimalen Homologien bzw. möglichst einzigartig abweichenden Signaturen zu 

anderen Sequenzen im chromosomalen Hintergrund (172). Speziell bei Arten mit einem 

kleinen Genom ist diese Vorgehensweise häufig ausreichend, um zielgerichtete 

Modifikationen ohne Nebenwirkungen zu induzieren. Mit steigender Größe eines Genoms 

erhöht sich jedoch die Anzahl von wahrscheinlichen sekundären Bindungsmöglichkeiten, was 

jedoch durch den entsprechend höheren Anteil an nicht-kodierenden Bereichen weitgehend 

ausgeglichen wird, der Mutationen ohne Weiteres toleriert (5). Verschiedene Organisationen 

bieten Programme zur Ermittlung von einmalig bzw. selten auftretenden Bindungsmotiven 

eines gegebenen DNA-Abschnitts oder auch weiterer tendenziell tolerierter 

Nukleotidabfolgen einer RGEN in bekannten Genomen an (7, 173). Alternative Ansätze zur 

Steigerung der Spezifität nutzen bspw. ausschließlich ss-spaltende Cas9-Derivate (174-176) 

oder auch eine Fusion von katalytisch inaktiven Cas9 mit funktionellen FokI-Domänen (177, 

178), wodurch das Zielmotiv verdoppelt wird und es nur bei Bindung eines gRNA-Paares zur 
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Induktion eines DSB kommt. Auch eine Reduktion der Leitsequenz kann die Spezifität einer 

RGEN für DNA-Ziele erhöhen, führt aber im Gegenzug häufig zu einer verringerten Aktivität 

bei der Wahrnehmung (167). Eine andere potentielle Einschränkung ergibt sich aus der Größe 

des Cas9-Moleküls. Mit etwa 1.350 Aminosäuren ist das Protein eines der größten 

Reagenzien des GE und für Anwendungen mit geringer Vektorkapazität daher u.U. nicht 

geeignet. Eine Alternative bieten Cas-Nukleasen von CRISPR-Systemen anderer Arten, wie 

bspw. die etwa ein kbp kleinere und dennoch effizient DNA-spaltende Cas9 von 

Staphylococcus aureus (153, 179). Ein neuartiger Ansatz zur Umgehung der Problematik 

nutzt zwei separat kodierte und unabhängig voneinander exprimierte Cas9-Untereinheiten, die 

eine Selbstassemblierung in vivo vollziehen und in Anwesenheit der gRNA eine aktive 

Endonuklease bilden (180). 

Trotz der geringfügigen Einschränkungen wurde die RGEN-Plattform seit der 

Dekodierung des CRISPR/Cas9-Mechanismus (137) sehr schnell für effektive Sequenz-

spezifische Modifikationen in einer Vielzahl von Eukaryoten etabliert und angewendet, 

darunter auch verschiedene mono- und dikotyle Modell- und Kulturpflanzen wie bspw. 

Acker-Schmalwand (A. thaliana), Zwenke (B. distachyon), Schneckenklee (Medicago 

truncatula), Tabak (N. benthamiana, N. tabacum), Reis (O. sativa), Mais (Z. mays), Weizen 

(T. aestivum), Hirse (Sorghum bicolor), Soja (G. max), Kartoffel (S. tuberosum), Tomate (S. 

lyopersicum) und Orange (Citrus sinensis) (122, 181, 182). Das breite Spektrum an NHEJ- 

oder HDR-vermittelten Editierungen von trans- und endogenen Nukleotidsequenzen umfasst 

alle Arten von genomischen Änderungen, darunter zahlreiche funktionelle Inaktivierungen 

einzelner oder multipler Gene durch InDel-Mutationen, die Entfernung gesamter Gengruppen 

und Chromosomenabschnitte von bis zu 245 kbp mit Hilfe mehrerer verschiedener gRNA-

Konstrukte, die ortsspezifische Insertion von Transgenen sowie das Abändern bzw. Ersetzen 

von Sequenzen oder Basen durch artifizielle DNA-Reparaturvorlagen (164, 183). Die 

generierten Mutationen konnten z.T. erfolgreich durch eine normale Vererbung nach Mendel 

an die T1- und weitere Pflanzengenerationen übertragen werden (184, 185). RGEN-Systeme 

zeichnen sich durch vergleichsweise hohe Mutageneseraten aus. Abhängig von der Art und 

dem Zelltyp des Wirts, dem Transformationssystem, sowie weiteren Faktoren konnten in 

Studien an Acker-Schmalwand (A. thaliana) und Reis (O. sativa) mitunter 

Rekombinationsfrequenzen von über 90 % erzielt werden (185, 186). Aufgrund der 

vielfältigen Vorteile von RGEN gegenüber anderen Plattformen von Sequenz-spezifizierbaren 

Endonukleasen, wurde die Technologie vergleichsweise schnell weiterentwickelt und 
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avancierte schließlich zur bevorzugten Methode für die Forschung und Anwendungen im 

Bereich des pflanzlichen Genome Engineering. 

1.3 Biolistische Transformation von Pflanzenzellen 

Der Begriff der genetischen Transformation beschreibt allgemein ein Einschleusen von DNA 

in lebende Zellen. Wird die DNA in Folge dieses Prozess dauerhaft in das Wirtsgenom 

integriert, spricht man von stabiler Transformation bzw. stabil transformierten Zellen. Findet 

hingegen keine Integration statt, wird das Exogen dennoch vorübergehend exprimiert, geht im 

Verlauf der Zellentwicklung jedoch verloren. Dieser Vorgang wird als transiente Expression 

bezeichnet (111). Der Erfolg vieler praktischer Anwendung des GE hängt direkt von 

effizienten Methoden zur Transformation von potentiellen Zielzellen und -geweben für die 

Bereitstellung von Sequenz-spezifischen Endonukleasen sowie ggf. DNA-Reparaturvorlagen 

und anderen Substanzen ab (10). Es existieren vielfältige biologische, physikalische und 

chemische Methoden, mit denen die natürlichen Barrieren von Pflanzenzellen in Form von 

Zellwand und Plasmamembranen überwunden werden können (187). Zu den bedeutendsten 

und am besten etablierten Verfahren zählen die biolistische Transformation (188) und die 

Agrobacterium tumefaciens-vermittelte Transformation (189). Einen besonderen Status 

bezogen auf die Art der Akzeptorzellen hat die Transformation von Protoplasten, da diese 

keine Zellwand besitzen und Fremd-DNA mit diversen Techniken eingeschleust werden kann. 

Ein großes Potential besitzen zudem auf DNA- oder RNA-Viren basierende transiente 

Expressionssysteme, die in den letzten Jahren immer häufiger zur Applikation ohne stabile 

Transformation genutzt wurden (111, 190, 191).  

 Die biolistische Transformation verwendet Hochgeschwindigkeits-Mikroprojektile um 

DNA und andere Substanzen in intakte Zellen zu transportieren. Der Prozess wird daher 

häufig auch als Mikroprojektil-Bombardement bezeichnet. Das genetische Material wird in 

einer Vernetzungsreaktion zunächst an der Oberfläche kleiner Metallpartikel – gewöhnlich 

aus Gold oder Wolfram – immobilisiert. Die benetzten Partikel werden anschließend mit 

hoher Geschwindigkeit auf ein Zielgewebe geschossen, wobei sie die Zellbarrieren 

durchbrechen und die exogene DNA in die Zellen einschleusen. Die verwendeten Partikel 

sollten einen Durchmesser von etwa 0,1 bis 0,2 µm besitzen, um keine schwerwiegenden oder 

gar letalen Schäden an den Wirtszellen zu verursachen. Zur Beschleunigung der Partikel 

werden mit Schwarzpulver, Gasdruck oder elektrischen Entladungen betriebene Genkanonen 

genutzt. Die Biolistik stellt eine recht effiziente, schnelle und einfache Methode zur direkten 

Transformation von mono- und dikotylen Pflanzenzellen dar. Das Verfahren unterliegt kaum 
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Beschränkungen und gilt als nahezu unabhängig bezüglich der Art und dem Gewebetyp des 

Wirts. Mikroprojektil-Bombardement wurde vielfach zur Erzeugung von stabil transgenen 

Pflanzen genutzt. Durch die üblicherweise hohe Anzahl an einbrachten Fremd-DNA-Kopien 

und der Möglichkeit verschiedene Moleküle in einem Schritt zu transferieren, einem sog. Co-

Bombardement, eignet sich die Methode jedoch insbesondere für eine starke transiente 

Expression (192-194). 
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1.4 Zielstellung der Arbeit  

Ziel dieser Arbeit war es zunächst detaillierte Hintergrundinformationen zu den 

unterschiedlichen Plattformen des Genome Engineerings und der Mechanismen der DNA-

Reparatur zusammenzustellen und in Form dieser Dokumentation der Arbeitsgruppe zur 

Verfügung zu stellen. Der experimentelle Kern der Arbeit sollte darüber hinaus in der 

Klonierung und Erprobung eines flexibel anpassbaren DNA-Testvektors zur 

Funktionalitätsprüfung und quantitativen Ermittlung der nukleolytischen Aktivität von 

Sequenz-spezifizierten Endonukleasen in pflanzlichen Geweben bestehen.  

Das zu entwickelnde Testsystem sollte auf der Reaktivierung eines Reportergens 

beruhen, das im inaktiven Leserahmen des Testvektors vorliegt und N-terminal mit einer 

beliebigen zu mutierenden Testsequenz bestückt werden kann. Ein signifikanter Anteil der in 

dieser Testsequenz mittels Sequenz-spezifizierter Endonuklease induzierten InDel-

Mutationen würde dann zur Korrektur des Reportergen-Leserahmens führen und aufgrund 

von fluoreszierenden Zellen detektierbar sein. Die Erprobung des Versuchsprinzips sollte mit 

Hilfe von transienten Expressionsanalysen in biolistisch transformierten Zellen von jungen 

Gerstenblättern (Hordeum vulgare) erfolgen. Dazu sollten die Testvektoren mit der jeweiligen 

DNA-Zielsequenz gemeinsam mit entsprechenden TALEN-kodierenden Plasmiden in das 

Pflanzengewebe eingebracht werden. Die Aufgaben im Rahmen der vorliegenden Arbeit 

sollten dementsprechend die detaillierte Konzeption und Erstellung von Testvektoren in 

verschiedener Ausführung sowie die Durchführung, Auswertung und Interpretation von 

Experimenten zur transienten Expression mit dem Ziel der Validierung des entwickelten 

Testsystems umfassen. 
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2 Material und Methoden 

2.1 Materialien 

2.1.1 Chemikalien und Enzyme 

Agarose       Serva 

Ampicillin       Duchefa Biochemie 

Borsäure       Roth 

Benzimidazol       Sigma-Aldrich 

Calciumdichlorid      Sigma-Aldrich 

Chloramphenicol      Sigma-Aldrich 

Desoxynukleosidtriphosphate   Invitrogen 

DNA Loading Dye      Thermo Scientific 

DNA Stain Clear G      Serva 

Ethylendiamintetraessigsäure     Sigma-Aldrich 

Ethanol       Roth 

Ethidiumbromid      Serva 

Fast Digest Green Puffer     Thermo Scientific 

Gene Ruler DNA Ladder Mix    Thermo Scientific 

Glucose       Sigma-Aldrich 

Goldkugeln       BIO-RAD 

Green GoTaq-Reaktionspuffer    Promega 

Hefeextrakt       Duchefa Biochemie 

Helium       Alphagaz 

Isopropanol       Roth 

Kaliumchlorid       Merck 

LB         Duchefa Biochemie 

Magnesiumdichlorid      Thermo Scientific 

Magnesiumsulfat       Duchefa Biochemie 

Natriumchlorid       Roth 

Nukleasefreies Wasser   Ambion 

Phyto Agar       Duchefa Biochemie 

Phytagel       Sigma-Aldrich 

Quick Ligase-Puffer      NewEngland Biolabs 
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Substrat 2       Klasmann-Deilmann 

Spectinomycin      Duchefa Biochemie 

Spermidin       Sigma-Aldrich 

T4 DNA-Ligase-Puffer     Promega 

Tris-HCl       Roth 

Trypton       Duchefa Biochemie 

Vollentsalztes Wasser     Millipore Milli-Q Plus 

 

Fast Digest Restriktionsendonukleasen   Thermo Scientific 

GoTaq DNA-Polymerase     Promega 

T4 DNA-Ligase       Promega 

Quick-Ligase       NewEngland Biolabs 

2.1.2 Kits und Verbrauchsmaterialien 

QIAprep Spin Miniprep Kit     QIAGEN 

QIAquick Gel Extraction Kit     QIAGEN 

QIAquick PCR Purification Kit    QIAGEN 

 

Deckgläser       Menzel-Gläser 

Erlenmeyer Schikanenkolben    Fisherbrand 

Kulturflaschen      Fisherbrand 

Kulturröhrchen      Sigma 

Kunststoffröhrchen (50 ml) Cellstar    Greiner Bio-One 

Latex-/ Nitrilhandschuhe     Top Glove/ Kimtech 

Objektträger Micro Slides     Assistent 

PCR-Reaktionsgefäße      Brand 

Partikelbombardmentscheiben    BIO-RAD 

Petrischalen       Greiner Bio-One 

Pipettenspitzen Safe Seal-Tips    Biozym 

Reaktionsgefäße (0,5 - 2,0 ml)    Eppendorf 

2.1.3 Geräte und Software 

Autoklave ST 6200      Heraeus Instruments 

Bakterienbrutschrank Typ B6     Heraeus Instruments 
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Bunsenbrenner Schuett Phoenix    Schütt Labortechnik 

Elektrophoresekammern Sub-Cell Modell 192  BIO-RAD 

Elektrophorese Energieversorger EPS 301   Amersham Pharmacia 

Feinwaage Quintix 124-18     Sartorius 

Genkanone PDS-1000/He     BIO-RAD 

Heizblock ThermoMixer C     Eppendorf 

Heizplatte SLK 12      SI Analytics 

Geldokumentation ImageMaster VDS   INTAS 

Konfokal laser scanning Mikroskop  LSM 780  Carl Zeiss 

Lichtmikroskop Axio Imager M2    Carl Zeiss 

Magnetrührer MR Hei-Standard    Heidolph Instruments 

Mikrowelle 7017      Privileg 

PCR-Thermocycler Mastercycler EP gradient S  Eppendorf 

pH-Meter pH 538      WTW 

Pipetten Pipetman      Gilson 

Schnellkochtopf Perfekt Plus     WMF 

Schüttelinkubatoren Minitron    Infors HAT 

Spektrophotometer Nanodrop 2000c    Thermo Scientific 

Sterilwerkbank HeraSafe HS18    Heraeus Instruments 

Tischzentrifugen Centrifuge 5415 R    Eppendorf 

Ultraschallbad Transsonic T 310    Elma 

Vakuumpumpe RZ 8      Vacuubrand 

Vortexer Vortex-Genie 2 G-560E    Scientific Industries 

 

Clone Manager 9 Professional Edition  Scientific& Educational Software 

DNA-Schmelztemperaturkalkulatoren  Thermofisher.com/ NEB.com 

ZEN 2 Black Edition     Carl Zeiss 

2.1.4 Pflanzenmaterial und Inkubationsmedium 

Anzucht der Gerste 

Die Kultivierung des Pflanzenmaterials der Sommergerstenlinie Golden Promise erfolgte mit 

Saatgut aus den Beständen des IPK Gatersleben. Zur Keimung wurden bis zu 30 Samen in 

16,0 cm Töpfe mit einer Mischung aus Komposterde, Substrat 2 und Sand (2:2:1) 

eingebracht. Die Pflanzen wurden anschließend für maximal zwei Wochen im Gewächshaus 
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bei 20,0 bis 22,0 °C und einem Tag-Nacht-Rhythmus von 16 h bei 50 bis 100 µmol s-1 m-2 zu 

acht h Dunkelheit kultiviert.  

Inkubationsmedium für Gerstenblätter  

Phyto Agar-Platten:             Endkonzentration 

Phyto Agar     10,00  g/lVE-Wasser    1,0 % (w/v) 

pH 7,2 einstellen; autoklavieren 

Benzimidazol  (40,0 g/l; sterilfiltriert)   0,50 ml/lMedium         20,0 mg/lMedium 

Chloramphenicol (20,0 g/l; sterilfiltriert)   0,50 ml/lMedium         10,0 mg/lMedium 

Lösung in Petrischalen gießen 

2.1.5 Bakterienstamm und Kulturmedien 

Escherichia Coli XL1-Blue 

Genotyp: 

supE44 hsdR17 recA1 endA1 gyrA96 thi-1 relA1 lac [F´ proAB lacIqZΔM15 Tn10 (Tetr)] 

Kompetente Zellen des zur Klonierung und Vermehrung von Plasmiden verwendeten E. coli 

Stamms XL1-Blue (Stratagene, Heidelberg) wurden von DNA Cloning Service, Hamburg, 

bezogen und bei -80 °C gelagert. Der tetracyclinresistente Stamm ist sowohl 

Endonukleasedefizient (endA-) als auch Rekombinationsdefizient (recA-), was zur Erhöhung 

der Insertionsstabilität und einer Qualitätssteigerung von isolierter DNA beiträgt. Eine Blau-

Weiß-Selektion rekombinanter Plasmide auf IPTG-/X-Gal-haltigem Medium wird durch die 

lacZΔM15-Mutation zur α-Komplementation des β-Galaktosidase-Gens ermöglicht. Das 

Spalten klonierter DNA durch das EcoK-Endonukleasesystem ist durch eine Mutation des 

hsdR-Gens unterbunden (195, 196).  

Medien zur Kultivierung von E. coli 

LB-Flüssigmedium:            Endkonzentration 

 LB            25,00  g/lVE-Wasser                2,5 % (w/v) 

pH 7,2 einstellen; autoklavieren 

 Amp oder Spec (100,0 g/l; sterilfiltriert)  1,00 ml/lMedium                   0,10 g/lMedium 
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LB-Agar-Platten:  

LB            25,00  g/lVE-Wasser     2,5 % (w/v) 

Agar            10,00  g/lVE-Wasser     1,0 % (w/v) 

pH 7,2 einstellen; autoklavieren 

 Amp oder Spec (100,0 g/l; sterilfiltriert)   1,00 ml/lMedium                   0,10 g/lMedium 

Lösung in Petrischalen gießen 

SOC-Regenerationsmedium:   

Trypton          20,00   g/lVE-Wasser     2,0 % (w/v) 

 Hefeextrakt                5,00   g/lVE-Wasser     0,5 % (w/v) 

 KCl (1,0 M)              2,50 ml/lVE-Wasser         2,50 mM 

 MgCl2 (1,0 M)         10,00 ml/lVE-Wasser       10,00 mM 

 MgSO4 (1,0 M)         10,00 ml/lVE-Wasser       10,00 mM 

 pH 7,2 einstellen; autoklavieren 

 Glucose (1,0 M; sterilfiltriert)       20,00 ml/lMedium       20,00 mM 

2.1.6 Gelelektrophoresepuffer 

0,5x TBE-Puffer:            Endkonzentration 

 Tris-HCl                 54,50 g/lVE-Wasser                89,00 mM 

 H3BO3              27,50 g/lVE-Wasser                89,00 mM 

 Na EDTA                 4,65 g/lVE-Wasser                    2,00 mM 

2.1.7 TALEN-Proteine 

gfp-spezifische TALEN 

Die kodierenden Sequenzen für das auf einen spezifischen Sequenzabschnitt innerhalb von 

Egfp abzielende TALEN-Paar wurden von Cellectis BioResearch (Paris, Frankreich) bezogen. 

Jede der 3.132 bp großen DNA-Kassetten wurde in einen Expressionsvektor unter Kontrolle 

eines UBIQUITIN-1 (Ubi1) -Promotors mit erstem Intron und NOPALINE SYNTHASE (NOS) 

-Terminator  überführt (Dr. G. Hensel, IPK Gatersleben). Am Transkriptionsstart des offenen 

Leserahmens wurde zusätzlich eine S40-Kernlokalisationssequenz eingefügt. Für die hier 

beschriebenen Arbeiten wurde das daraus hervorgegangene Vektorpaar pGH297 und pGH400 

(siehe S. 48, Tabelle 1) genutzt. pGH297 kodiert die linksseitig der Spacer-Region bindenden 

und pGH400 die rechtsseitig bindende TALEN-Einheit. 

Die strukturelle Basis der jeweils 1.061 AS großen Proteine bildet die AS-Sequenz 

von AvrBs3 aus X. campestris pv. vesicatoria (92). Insbesondere der 289 AS große N-



  
 

Terminus und die 530 AS umfassende zentrale 

Übereinstimmung von über 92% mit der 

Die DNA-Bindedomänen bestehen aus 15 kompletten Wiederholungseinheiten von je 34 AS 

und ein halbes Repeat aus 20 AS.

Cytosin, NG für Thymin, NI für 

TALE-Proteine und die entsprechende DNA

nachfolgenden Abbildung 7 

RVD-Positionen zwölf und dreizehn

16 und 17 oder auch 24 zu weiteren 

abzielenden Bindemodule mit einer 

an Position 24. Die Unterschiede 

betreffen, in den meisten Fällen handelt es sich um eine

Glutamin bei NG- und NN-Motiven oder Alanin zu Glutaminsäure bei

Die C-terminale Sequenz der 

Vergleich zu AvrBs3 stark verkürzt. Der Rest des C

Verknüpfungsregion und der 196 AS großen 

Zielsequenz des TALEN-Paar befindet sich an Position 362 bis 407 des 720 bp umfassenden 

Egfp-Gens. Sie setzt sich aus zwei je 16 bp großen

rechtsseitig einer 12 bp Spacer

Basen besitzt die Zielsequenz damit einen Umfang von 46 bp.

Abb. 7 | a) Abfolgen der RVD-Motive der je 16 Wiederholungsmodule umfassenden 

TALEN-Paars inkl. T0-Basen (grün). Links- 

TALE-Bindungsabschnitte (blau unterstrichen

  
  

Terminus und die 530 AS umfassende zentrale Repeat-Domäne weisen eine 

Übereinstimmung von über 92% mit der natürlichen AS-Abfolge des Avirulenzproteins auf. 

Bindedomänen bestehen aus 15 kompletten Wiederholungseinheiten von je 34 AS 

aus 20 AS. Die Module besitzen die geläufigen RVD

, NI für Adenin und NN für Guanin. Die RVD-Abfolgen der beiden 

und die entsprechende DNA-Zielsequenz innerhalb von

7 dargestellt. Neben den zu erwartenden Unterschieden an den 

dreizehn kommt es bei einigen der Repeats an den Positionen vier, 

zu weiteren Abweichungen von der AvrBs3-Sequenz. 

abzielenden Bindemodule mit einer RVD vom Typ NI besitzen bspw. ein Alanin statt Arginin

chiede an Position vier scheinen dagegen alle Arten von 

, in den meisten Fällen handelt es sich um eine Substitution von 

Motiven oder Alanin zu Glutaminsäure bei HD

terminale Sequenz der TALE-Proteine besteht aus nur 11 AS und ist damit im 

stark verkürzt. Der Rest des C-Terminus wird von einer 13 AS 

Verknüpfungsregion und der 196 AS großen FokI-Restriktionsdomäne gebildet. Die DNA

Paar befindet sich an Position 362 bis 407 des 720 bp umfassenden 

Gens. Sie setzt sich aus zwei je 16 bp großen TALE-Bindungsabschnitten

pacer-Region lokalisiert sind zusammen. Inklusive der beiden

Basen besitzt die Zielsequenz damit einen Umfang von 46 bp. 

Motive der je 16 Wiederholungsmodule umfassenden gfp-spezifischen TALEN

 und rechtsseitig der 12 bp umfassenden Spacer-Region sind die b

unterstrichen) lokalisiert. c) Position der TALEN-Zielsequenz innerhalb der 720 bp 
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Domäne weisen eine 

Abfolge des Avirulenzproteins auf. 

Bindedomänen bestehen aus 15 kompletten Wiederholungseinheiten von je 34 AS 

RVD-Motive HD für 

Abfolgen der beiden 

innerhalb von Egfp sind in der 

Unterschieden an den 

an den Positionen vier, 

Sequenz. Auf Adenin 

Alanin statt Arginin 

alle Arten von RVD´s zu 

Substitution von Glutaminsäure zu 

HD- und NI-Repeats. 

besteht aus nur 11 AS und ist damit im 

Terminus wird von einer 13 AS 

Restriktionsdomäne gebildet. Die DNA-

Paar befindet sich an Position 362 bis 407 des 720 bp umfassenden 

Bindungsabschnitten, die links- und 

zusammen. Inklusive der beiden T0-

TALEN. b) Gesamtzielsequenz des 

sind die beiden je 16 bp umfassenden 

innerhalb der 720 bp großen Egfp-Sequenz. 
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Die Restriktionsaktivität der Proteine wurde vom Hersteller mittels Einzelstrang-

Hybridisierungstests in Hefezellen geprüft und für „sehr gut“ befunden (197). Die 

Funktionalität der Vektoren und Aktivität der gfp-spezifischen TALEN konnte auch in planta 

bereits mehrfach demonstriert werden (129, 131, 198). 

cenH3α-spezifische TALEN 

Die Expressionsvektoren des TALEN-Paars mit einer spezifischen DNA-Zielsequenz 

innerhalb des centromeric histone 3α-Gens (cenH3α) von Roggen (Secale cereale; Sc) 

wurden mittels Golden Gate Assemblierung nach Cermak et al. erstellt (S. Hiekel, PhD, IPK 

Gatersleben)(114). Die Repeat-Sequenzen wurden in einen von Sangamo BioSciences 

(Richmond, CA, USA) bezogenen DNA-Vektor kloniert, welcher die C- und N-terminale AS-

Sequenz der TALEN-Proteine nach Cermak et al. kodiert. Das Rückgrat der beiden 

Genkassetten bilden Expressionsvektoren vom Typ pUbi-AB (siehe S. 47). Am 

Transkriptionsstart der offenen Leserahmen wurden eine Markierungs- und eine S40-

Kernlokalisationssequenz eingefügt. Das Plasmid pSH36 kodiert das 982 AS große, 

linksseitig der FokI-Restriktionsschnittstelle bindende TALEN-Protein. Der Vektor pSH37 

enthält die Sequenz für die 911 AS umfassende, rechtsseitig der Spacer-Region bindende 

Nukleaseeinheit. 

Die strukturelle Grundlage der TALEN-Proteine bildet eine Gensequenz des von 

Cermak et al. veröffentlichten TALEN-kodierenden Vektors pTAL4 (114, Supplementary 

Data). Die einzelnen Wiederholungsmodule basieren auf dem ersten Repeat des Tal1c-

Effoktors von X. oryzae pv. oryzicola. Dieser besteht aus allgemein geläufigen Codons und 

eignet sich gut als „Konsens-Repeat“ (114). Die RVD-Motive der je 34 AS großen Module 

bestehen aus den AS-Kombinationen HD für Cytosin, NG für Thymin, NI für Adenin und NN 

für Guanin. Die DNA-Bindedomäne des linksseitig bindenden TALE-Proteins ist aus 16,5 

Repeats, die des rechtsseitig bindenden Proteins aus 14,5 Repeats zusammengesetzt. Das 

letzte halbe Modul besteht aus 20 AS. Die RVD-Zusammensetzungen und die DNA-

Zielsequenz des TALEN-Paars sind in Abbildung 8 dargestellt (siehe S. 45). Die N- und C-

terminalen Proteineabschnitte sind Vergleich zum Vorbild deutlich verkürzt. Der N-Terminus 

umfasst 132 AS und der C-Terminus 46 AS. Jeweils drei AS dienen als Verknüpfung 

zwischen den TALE-Proteinen und der Restriktionsdomäne. Die FokI-kodierende bp-Sequenz 

wurde stark modifiziert, die genutzten Codons bilden auf AS-Ebene aber die exakt gleiche 

Proteinstruktur. Die DNA-Zielsequenz des cenH3α-spezifischen TALEN-Paar umfasst 



  
 

inklusive der beiden T0-Basen 

15 bp großen Bindungsabschnitten beträgt 14 bp.

Die Tauglichkeit der 

Protoplasten von A. thaliana 

Expressionsvektoren pSH36 und 

wurden bislang nicht geprüft. 

Abb. 8 | a) Abfolgen der RVD-Motive

bindende TALE-Domäne umfasst 17, die der rechtsseitigen Bindedomäne 

des TALEN-Paars inkl. T0-Basen (grün). 

Spacer voneinander getrennt. 

mlo-spezifische TALEN 

Die DNA-Sequenzen für ein auf 

mlo) aus Gerste (Hordeum vulgare

abzielendes TALEN-Paar stammt ebenfalls von 

Mlo steht im Zusammenhang mit einer Infektionsanfälligkeit der Pflanzen für den 

Mehltauerreger Blumeria graminis

Resistenz gegenüber dem Pathogen 

in pUbi-AB-Vektoren (siehe S. 

bzw. S-Markierung ausgestattet

kodiert ein 938 AS großes Peptid, dessen DNA

Restriktionsschnittstelle liegt. D

Region bindende Nukleaseeinheit

  
  

Basen insgesamt 48 bp. Die Spacer-Region zwischen den 17 bp und 

15 bp großen Bindungsabschnitten beträgt 14 bp. 

Die Tauglichkeit der TALEN-Architektur nach Cermak et al. 

 gezeigt werden (114). Die Funktionalität der

und pSH37, wie auch die Aktivität des kodierten 

 

Motive des ScCenH3α-spezifischen TALEN-Paars. Die linksseitig der 

, die der rechtsseitigen Bindedomäne 15 Wiederholungsmodule

Basen (grün). Die beiden TALE-Bindungsabschnitte (blau unterstrichen) 

Sequenzen für ein auf den Mehltauresistenzlokus (engl.: mildew resistance locus

(Hordeum vulgare, Hv) und Weizen (Triticum aestivum

Paar stammt ebenfalls von Cellectis BioResearch (

steht im Zusammenhang mit einer Infektionsanfälligkeit der Pflanzen für den 

Blumeria graminis. Wirte ohne funktionelle Mlo-Proteine zeichnen sich

esistenz gegenüber dem Pathogen aus (198). Die bezogenen TALEN-Genk

(siehe S. 47) kloniert und mit einer Kernlokalisationssequen

ausgestattet (S. Hiekel, PhD, IPK Gatersleben). Das Plasmid 

kodiert ein 938 AS großes Peptid, dessen DNA-Bindungsabschnitt strangaufwärts der 

Restriktionsschnittstelle liegt. Die aus 944 AS bestehende und strangabwärts 

Nukleaseeinheit wird vom Vektor pSH37 kodiert. 
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Region zwischen den 17 bp und 

Cermak et al. konnte bereits in 

der beiden genutzten 

die Aktivität des kodierten TALEN-Paars 

Paars. Die linksseitig der Spacer-Region 

15 Wiederholungsmodule. b) Gesamtzielsequenz 

Bindungsabschnitte (blau unterstrichen) sind durch einen 14 bp 

mildew resistance locus, 

(Triticum aestivum, Ta) (199, 200) 

(Paris, Frankreich). 

steht im Zusammenhang mit einer Infektionsanfälligkeit der Pflanzen für den 

zeichnen sich durch 

Genkassetten wurden 

kloniert und mit einer Kernlokalisationssequenz und HA- 

eben). Das Plasmid pSH36 

Bindungsabschnitt strangaufwärts der FokI-

aus 944 AS bestehende und strangabwärts der Spacer-



  
 

Auch bei den mlo-spezifischen 

des Avirulenzproteins AvrBs3

keine konkreten Angaben bezüglich

Rückgrats, jedoch zeigt ein Vergleich der bp

abschnittsweise eine Übereinstimmung von 94

der N-Terminus der Proteine mit 137 AS stark verkürzt. Die 530 AS großen Zentraldomänen 

setzen sich aus je 15,5 Wiederholungsmodulen

das letzte halbe Modul aus 20 AS. Die 

Cytosin, NG für Thymin, NI für 

kommt es zum Teil zu weiteren Abweichungen 

einzelnen Sequenzwiederholungen

vierundzwanzig. Die AS-Substitutionen an diesen Stellen entsprechen denen der zuvor 

beschriebenen gfp-spezifischen Bindedomänen (

TALE-Proteine besteht aus je 40 AS, gefolgt von einer sechs AS langen Verknüpfung zur 

AS FokI-Restriktionsdomäne. Die DNA

bp TALE-Bindungssequenz und eine dazwischenliegende 

der beiden T0-Basen umfasst die Zielsequenz damit 49 bp.

Im Hefe-Hybridisierungstest des Herstellers zeigte das 

Restriktionsaktivität (201). Die Fun

wurde bislang nicht geprüft. 

Abb. 9 | a) Abfolgen der RVD-Motive der je 16 Wiederholungsmodule umfassenden 

Zielsequenz des TALEN-Paars inkl. T0-

eine 15 bp Spacer-Region voneinander getrennt.

  

  
  

spezifischen TALEN handelt es sich um eine modifizierte Version 

AvrBs3 aus X. campestris pv. vesicatoria (92). Der Hersteller m

keine konkreten Angaben bezüglich der Herkunft der Repeat-Strukturen oder des 

ein Vergleich der bp-Sequenzen von pSH42 

eine Übereinstimmung von 94 %. Wie bei den gfp-spezifischen 

der Proteine mit 137 AS stark verkürzt. Die 530 AS großen Zentraldomänen 

setzen sich aus je 15,5 Wiederholungsmodulen zusammen. Jeder Repeat 

aus 20 AS. Die TALEN nutzen die RVD-Kombinationen 

, NI für Adenin und NN für Guanin. Neben den 

zu weiteren Abweichungen von der AvrBs3-Struktur

Sequenzwiederholungen, dies betrifft insbesondere die AS-Positionen vier und 

Substitutionen an diesen Stellen entsprechen denen der zuvor 

spezifischen Bindedomänen (Vgl. S. 43). Der C-terminale Abschnitt der 

Proteine besteht aus je 40 AS, gefolgt von einer sechs AS langen Verknüpfung zur 

Restriktionsdomäne. Die DNA-Zielsequenz innerhalb des mlo-Gens umfasst je 16 

Bindungssequenz und eine dazwischenliegende Spacer-Region von 15 bp.

Basen umfasst die Zielsequenz damit 49 bp. 

Hybridisierungstest des Herstellers zeigte das TALEN-Paar eine „sehr gute“ 

. Die Funktionalität der Expressionsvektoren pSH42

Motive der je 16 Wiederholungsmodule umfassenden mlo-spezifi

-Basen (grün). Die beiden TALE-Bindungsabschnitte (blau unterstrichen) sind durch 

voneinander getrennt. 
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handelt es sich um eine modifizierte Version 

Der Hersteller macht 

Strukturen oder des TALEN-

pSH42 mit avrBs3 

spezifischen TALEN ist 

der Proteine mit 137 AS stark verkürzt. Die 530 AS großen Zentraldomänen 

 besteht aus 34 AS, 

Kombinationen HD für 

. Neben den RVD-Motiven 

Struktur innerhalb der 

Positionen vier und 

Substitutionen an diesen Stellen entsprechen denen der zuvor 

terminale Abschnitt der 

Proteine besteht aus je 40 AS, gefolgt von einer sechs AS langen Verknüpfung zur 196 

Gens umfasst je 16 

von 15 bp. Inklusive 

Paar eine „sehr gute“ 

pSH42 und pSH43 

spezifischen TALEN. b) DNA-

Bindungsabschnitte (blau unterstrichen) sind durch 
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2.1.8 Plasmide 

Expressionsvektor pUbi-AB 

Die 4.745 bp großen Plasmide vom Typ pUbi-AB stammen von DNA Cloning Service 

(Hamburg). Der Expressionsvektor verfügt über einen Zea maize UBIQUITIN-1 Promotor 

(ZmUbi1-P) samt untransliertem Exon und erstem Intron (Int). Die Familie der Ubi-

Promotoren zeichnet sich durch hohe Aktivitäten in monokotyledonen Pflanzen aus und ist 

insbesondere für die transiente Expression von Selektionsmarkern und Reportergenen in 

diesen geeignet (202). Ein Polylinkerabschnitt (multiple cloning site, MCS) mit einmalig 

auftretenden Erkennungssequenzen für verschiedene Restriktionsendonukleasen ermöglicht 

das Einfügen von DNA-Abschnitten in Folge des starken Promotors. Das NOPALINE 

SYNTHASE (NOS) Fragment von A. tumefaciens (203) bildet den Transkriptionsterminator. 

Das Plasmid verfügt über ein Ampicillinresistenzgen als prokaryotischen Selektionsmarker 

sowie einen ColE1-Replikationsursprung für die Vermehrung in E. coli-Zellen. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 10 | Schema des Expressionsvektors pUbi-AB. Ubi-Int: Zea 

maise UBIQUITIN-1 Promotor mit erstem Intron (rote Pfeile); PstI

bis SalI: Polylinkerregion mit Erkennungssequenzen für 

dargestellte Restriktionsendonukleasen; NOS: NOPALINE 

SYNTHASE Terminator (grüner Pfeil);  Amp: Ampicillin-

resistenzgen (gelber Pfeil); ColE1: E. coli Replikationsursprung 

(grau) (Abbildung erstellt mit Clone Manager) 
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Weitere Vektoren 

Tabelle 1: Vektoren für Gensequenzamplifikationen 

Bezeichnung Amplifikation von Herkunft 

pGH119 Egfp (720 bp) Dr. G. Hensel, IPK Gatersleben 

pSH04 mCherry (704 bp) S. Hiekel, PhD, IPK Gatersleben 

 
Tabelle 2: TALEN-kodierende Vektoren 

Bezeichnung bp Relevante Merkmale Herkunft 

pGH297 14.334 
Ubi-P-Int; S40-NLS;  

Egfp-TALENlinks; t NOS; specR 

Cellectis BioResearch, Paris 

Dr. G. Hensel, IPK Gatersleben 

pGH400 14.361 
Ubi-P-Int; S40-NLS; HA-Tag; 

Egfp-TALENrechts; t NOS; specR 

Cellectis BioResearch, Paris  

Dr. G. Hensel, IPK Gatersleben 

pSH36 7.716 
pUbi-AB; S40-NLS; 6xHis-Tag; 

ScCenH3α-TALENlinks; ampR 

Sangamo BioSciences, Richmond 

S. Hiekel, PhD, IPK Gatersleben 

pSH37 7.494 
pUbi-AB; S40-NLS; HA-Tag; 

ScCenH3α-TALENrechts; ampR 

Sangamo BioSciences, Richmond 

S. Hiekel, PhD, IPK Gatersleben 

pSH42 7.612 
pUbi-AB; S40-NLS; HA-Tag; 

Hv/TaMlo-TALENlinks; ampR 

Cellectis BioResearch, Paris  

S. Hiekel, PhD, IPK Gatersleben 

pSH43 7.630 
pUbi-AB; S40-NLS; S-Tag; 

Hv/TaMlo-TALENrechts; ampR 

Cellectis BioResearch, Paris  

S. Hiekel, PhD, IPK Gatersleben 

 

2.1.9 Oligonukleotide 

Die für die Amplifikation von Genen und zur Generierung von Oligonukleotidsequenzen 

verwendeten PCR-Primer wurden von metabion International AG (Planegg, Deutschland) 

bezogen. Die Basensequenzen der einzelnen Primer sind in Tabelle 3 dargestellt (siehe S. 49). 

Die Synthese von sequenzierungsspezifischen Primern erfolgte ggf. durch LGC Genomics 

(Berlin, Deutschland). 
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Tabelle 3: PCR- und Oligonukleotidprimer 

Primer zur Genamplifikation 

Bezeichnung Basensequenz (5´  3´) 

gfp-1-fw GCACTGACGCGTTAGTAACGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTG 

gfp-1-rv CATAGCGTCGACCTATCATTCCTTGTACAGCTCGTCCATGCCGAGAGTG 

mCh-1-fw CTGTGCGGATCCCAGTCAATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGGATAACATGGC 

mCh-1-rv CCAGCTGAATTCTATAGCCTTGTACAGCTCGTCCATGCCGCCGGTG 

gfp-2-fw GTACGCGGATCCAATATAATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTC 

gfp-2-rv GTCCGTGAATTCTCACTATTCCTTGTACAGCTCGTCCATGCC 

mCh-2-fw CTGGATGAATTCCACTCAGCGTGAGCAAGGGCGAGGAGGATAAC 

mCh-2-rv GTCACGAAGCTTTCACTACTTGTACAGCTCGTCCATGC 

Primer zur Erzeugung von Oligonukleotidsequenzen 

Bezeichnung Basensequenz (5´  3´) 

SP-MCS-fw 
CGTCGGACTAGTACGATGGCTTCCAAACCTTTTCTATCTTTGCTTTCACTTTCCTTGC

TTCTCTTTACAAGCACATGTTTAGCAGG 

SP-MCS-rv 
CCGATCGTCGACCCTCCTACGCGTGGACCTAAGCTTCCACCAGAATTCCTTGTTGGA

TCCCGTTGAGCCTGCTAAACATGTGCTTG 

tg-CH3-fw ATTGCTGAATTCGTACGAGGCCCGCACCAAGCACCCGGCCGTGAGGAAGAC 

tg-CH3-rv TAACGTAAGCTTAAGCCTGTGGGCGGCACCTTGGTCTTCCTCACGGCCGGGTG 

tg-Mlo-fw TGGCGAGAATTCGCGTCTTCCATGTCACCTACAGCGTCATCATCATGGCTCTAAG 

tg-Mlo-rv CGATCTACGCGTGCGGCTTGAGACGGCTTAGAGCCATGATGATGACGCTGTAGGTG 

tg-gfp-fw TCCACTGAATTCGACCCTGAACCGCATCGAGCTGAAGGGCATCGACTTCAAGGAG 

tg-gfp-rv ACAGTGGAATTCTCGCGATTGCCGTCCTCCTTGAAGTCGATGCCCTTCAGCTCGATG 

Primer für Testamplifikationen oder Sequenzierungen 

Bezeichnung Basensequenz (5´  3´) 

Bie475 TTTAGCCCTGCCTTCATACG 

GH-NOS-R1 GAAAACAAAATATAGCGCGC 

HT-Mlo TCCCACAACGAGGACTACAC 
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2.2 Methoden 

2.2.1 Allgemeine Klonierungsarbeiten 

Die Herstellung der in dieser Arbeit verwendeten Plasmide erfolgte mittels PCR- und 

Oligonukleotidklonierungen. In insgesamt sieben Klonierungsschritten wurden dabei vier 

Testvektoren erstellt. Der generelle Ablauf einer gesamten Klonierung ist in der 

nachfolgenden Abbildung 11 dargestellt. Die einzelnen Arbeitstechniken werden im 

folgenden Abschnitt erläutert. Der Aufbau und die Klonierung der Expressionsvektoren pHT1 

bis pHT4 sind im Kapitel 2.2.2 ab S. 55 beschrieben. 

Abb. 11 | Komplettes Ablaufschema eines einzelnen Klonierungsschrittes. 1) PCR-basierte Erzeugung des zu 

integrierenden DNA-Fragments durch Genamplifikation aus einem vorhandenen DNA-Template oder durch die Synthese 

von Oligonukleotiden mit Hilfe von spezifisch gestalteten Primern. 2) Enzymatische Spaltung des erzeugten 

Insertionssequenzen und des DNA-Zielvektors mit identischen Restriktionsenzymen zur Erzeugung von kompatiblen 

Basenüberhängen. 3) Reinigung der Reaktionsprodukte der Restriktion mittels PCR-Reinigungskit oder Gelelektrophorese 

und anschließender DNA-Extraktion mittels Gelelutionskit. 4) Enzymatische Ligation der Vektor-DNA mit dem zu 

inserierenden DNA-Fragment 5) Einbringen der Ligationsprodukte in E. coli-Zellen mittels Hitzeschock-Transformation 6) 

Kultivierung von transformierten E. coli-Zellen unter Selektionsdruck zur Vervielfältigung der eingeschleusten Vektor-DNA 

7) Isolation und Reinigung der Vektor-DNA aus den E. coli-Suspensionskulturen mittels Plasmidpräparationskit 8) 

Identifikation von rekombinanten Vektoren mit Hilfe von Testamplifikationen oder -restriktionen und anschließender 

gelelektrophoretischer Analyse, sowie Sequenzanalysen mittels Next Generation Sequencing durch LGC Genomics (Berlin). 

2.2.1.1 Agarose-Gelelektrophorese 

Zur Herstellung von 400 ml Gelen mit Agarosekonzentrationen von 0,8 bis 2,0 % (w/v) 

wurden pro Gel 200 ml 0,5x TBE-Puffer vorgelegt und die entsprechende Menge Agarose 

unter rühren zugesetzt. Die Lösung wurde für 5,0 min. in der Mikrowelle aufgekocht. Im 

Anschluss erfolgte der Zusatz von 8,0 µl Ethidiumbromid oder DNA Stain Clear G und die 
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Zugabe weiterer 200 ml 0,5x TBE-Puffer unter rühren. Die noch warme Lösung wurde in eine 

Gelkammer mit Kämmen gegossen und zur Polymerisation für 30 min. bei RT aufbewahrt. 

Die Proben wurden ggf. mit 10 % (v/v) Loading Dye Probenpuffer versetzt. Die Auftrennung 

von PCR- und Restriktionsprodukten erfolgte über 45 bis 60 min. bei gewöhnlich 150 V und 

200 mA Gleichstrom in horizontalen Elektrophoresekammern mit 0,5x TBE als Laufpuffer. 

Die erhaltenen Gele wurden mittels ImageMaster VDS Gel Documentation System 

dokumentiert. Als Größenstandard diente Gene RulerTM DNA Ladder Mix. 

2.2.1.2 Polymerase- Kettenreaktion 

Die PCR wurde zur Amplifikation der Reportergensequenzen Egfp und mCherry aus 

vorhandenen Plasmidtemplates (siehe S. 48, Tab. 1) genutzt. Mit Hilfe der erweiterten 5´-

Enden der verwendeten Primer (siehe S. 49, Tab. 3) wurden die Amplikons mit verschiedenen 

flankierenden Restriktionsschnittstellen versehen. Desweiteren erfolgten PCR-basierte 

Anwendungen zur Identifikation von rekombinanter Vektor-DNA. Testamplifikationen 

wurden mit isolierten Plasmidlösungen oder auch kleinen Mengen vereinzelter 

Bakterienkolonien, einer sog. Kolonie-PCR, durchgeführt. Die Präparation der Ansätze 

erfolgte auf Eis, die DNA-Polymerase wurde stets als letztes Reagenz zugesetzt. Nachfolgend 

sind die Zusammensetzung (siehe S. 52, Tab. 4) und der Verlauf (Tab. 5) eines 20,0 µl 

Standard-PCR-Ansatzes aufgeführt. Für Kolonieamplifikationen wurden 50,0 µl Ansätze 

vorbereitet und mit der Hilfe von Bakterien-benetzten Zahnstocherspitzen “beimpft“. Zur 

Synthese von ds-Oligonukleotidsequenzen wurden 20,0 µl PCR-Ansätze mit je 3,0 µl 

Primerlösung, jedoch ohne weiteres DNA-Template eingesetzt. Die zueinander 

komplementären 3´-Enden der Primerpaare wurden nach 3,0 min. Denaturierung einmalig für 

45 s bei entsprechender Temperatur miteinander hybridisiert und anschließend für 10,0 min. 

direkt final elongiert. Zur Ermittlung geeigneter Hybridisierungstemperaturen wurden auf 

Thermofisher.com und NEB.com zur Verfügung gestellte Schmelztemperaturkalkulations-

software genutzt. Die Extensionsreaktionen erfolgten mit Go-Taq® DNA-Polymerase. 
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Tabelle 4: Zusammensetzungen der PCR-Reaktionsansätze  

Komponente 
Genamplifikation 

Vol. [µl] 
Kolonie-PCR 

Vol. [µl] 
Oligosynthese 

Vol. [µl] 

green Go-Taq Reaktionspuffer (5x) 4,0 10,0 4,0 

MgCl2 (25 mM) 1,5 2,0 1,5 

dNTP-Mix (je 10 mM) 1,0 1,5 2,0 

Primer (je 10 pM) je 1,0 je 1,5 je 3,0 

DNA-Template 0,5 - 2,0 / / 

nukleasefreies Wasser 9,0 - 10,5 32,5 6,0 

Go-Taq® DNA-Polymerase (5U/µl) 0,5 1,0 0,5 

 20,0 50,0 20,0 

 
Tabelle 5: PCR-Prozessverlauf von Genamplifikationen 

Phase Dauer Temperatur [°C] 

Initiale Denaturierung 5 min. 95,0 

Denaturierung 30 s 95,0  

35x 

 

Hybridisierung 30 - 45 s 58,0 - 68,0 

Extension 45 s 72,0 

Finale Extension 10 min. 72,0 

Zur Analyse vorgesehene PCR-Produkte wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt und 

unter UV-Anregung dokumentiert. Für die Klonierung bestimmte Reaktionsprodukte wurden 

direkt für die enzymatische Restriktion genutzt.  

2.2.1.3 Enzymatische Spaltungen von DNA mit Restriktionsendonukleasen 

Die für die Restriktionsreaktionen verwendeten fast digest Enzyme Acc65I, BamHI, EcoRI, 

HindIII, MluI, SalI und SpeI erkennen jeweils eine Sequenz von sechs bp und erzeugen vier 

bp lange, adhäsive 3´-Überhänge (engl.: sticky ends) an diesen. Die Zusammensetzung der 

20,0 µl Doppelverdau-Reaktionsansätze für Plasmid- und Testrestriktionen ist in der 

nachfolgenden Tabelle 6 (siehe S. 53) dargestellt. Die enzymatische Spaltung von PCR-

Fragmenten erfolgte mit 50,0 µl Ansätzen. Die Inkubation erfolgte jeweils für eine Stunde bei 

37°C. 



   53
   

Tabelle 6: Zusammensetzungen der Restriktionsreaktionsansätze 

Komponente Plasmidrestriktion 
Vol. [µl] 

PCR-Produktrestriktion 
Vol. [µl] 

fast digest green Reaktionspuffer (10x) 2,0 5,0 

Restriktionsenzyme (je 20 - 100 U/µl) je 1,0 je 1,0 

Vektor-DNA (0,2 - 1,0 µg) 0,5 - 1,0 / 

PCR-Produktlösung / 10,0 

nukleasefreies Wasser 15,0 - 15,5 33,0 

 20,0 50,0 

 

Restriktionsprodukte von DNA-Fragmenten kleiner als 100 bp wurden mit einem 

PCR-Reinigungskit nach den Angaben des Herstellers behandelt (QIAGEN, Hilden). Verdaute 

Plasmid-DNA und PCR-Produkte größer als 500 bp wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt. 

Die Extraktion der gewünschten DNA aus den Gelbanden erfolgte mit Hilfe eines 

Gelelutionskits nach dem Protokoll des Herstellers (QIAGEN, Hilden). Proben von 

Testverdaureaktionen wurden ebenfalls mittels Gelelektrophorese aufgetrennt und 

anschließend unter UV-Anregung dokumentiert. 

2.2.1.4 Ligation von DNA-Fragmenten 

Für die in vitro Rekombinationen wurde mit den beiden entsprechend gleichen 

Restriktionsenzymen vorbehandelte Vektor- und Insert-DNA verwendet. Pro Ligation 

erfolgten zwei Reaktionsansätze im Verhältnis 1:3 und 1:7 (Vektor: Insertionsfragment; v/v). 

Als Enzym diente T4-DNA- oder Quick-Ligase. In den nachfolgenden Tabelle 7 und 8 sind 

die Zusammensetzungen der Ligationsansätze und die Inkubationsbedingungen aufgeführt. 

Tabelle 7: Zusammensetzungen der Ligationsansätze mit T4-DNA-Ligase 

Komponente Vol. [µl] Vol. [µl] 

Ligase-Puffer (10x) 2,0 3,0 

Vektor-DNA-Lösung 3,0 3,0 

Insert-DNA-Lösung 9,0 21,0 

Nuklease-freies Wasser 5,0 2,0 

T4-DNA-Ligase (3U/µl) 1,0 1,0 

 20,0 30,0 

 Inkubation: 12 bis 16 h bei RT 
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Tabelle 8: Zusammensetzungen der Ligationsansätze mit Quick-Ligase 

Komponente Vol. [µl] Vol. [µl] 

Quick-Ligase-Puffer (2x) 15,0 25,0 

Vektor-DNA-Lösung 3,0 3,0 

Insert-DNA-Lösung 9,0 21,0 

nukleasefreies Wasser 2,0 - 

Quick-Ligase 1,0 1,0 

 30,0 50,0 

 Inkubation: 15 bis 20 min. bei RT 

 

2.2.1.5 Transformation von E. coli mittels Hitzeschock-Verfahren  

Die Bakterientransformationen erfolgten mit jeweils 100 µl  superkompetenten E. coli XL-1 

blue-Aliquotes. Nach fünf minütigem auftauen auf Eis wurden diesen jeweils 3,0 µl eines auf 

4,0 °C gekühlten Ligationsansatzes oder Plasmidlösung zugesetzt und für 35,0 min. auf Eis 

inkubiert. Im Anschluss erfolgte ein zwei minütiger Hitzeschock bei 42 °C im Thermoblock 

und das sofortige Abkühlen auf Eis für weitere zwei min. Nach der Zugabe von 450 ml SOC-

Regenerationsmedium wurden die Bakterien für eine Stunde bei 37 °C und 550 rpm inkubiert.  

2.2.1.6 Kultivierung von E. coli 

Zur Selektion und Anzucht von Einzelkolonien wurden jeweils 50,0 µl Transformationsansatz 

auf LBAmp- oder LBSpec-Platten ausgestrichen und über Nacht bei 37 °C im Brutschrank 

inkubiert. Zum Beimpfen von Suspensionskulturen wurden vereinzelte Kolonien entnommen 

und in sterile Kulturröhrchen mit 2,0 ml LB-Flüssigmedium und Antibiotikazusatz überführt. 

Die Zellernte erfolgte nach einer 24 h Inkubation bei 37 °C und 180 rpm. Für die 

ausschließliche Vermehrung von Plasmiden gepickte Bakterienkolonien wurden in 100 ml 

Kulturkolben mit 20,0 ml LB-Medium samt Antibiotika überführt und für 24 bis 36 h bei 

sonst gleichen Bedingungen inkubiert. In vereinzelten Fällen wurden auch 20,0 ml LB-

Medium mit 100 µl von vorhandenen Glycerinstocks beimpft. 

2.2.1.7 Isolierung und Reinigung von Plasmid-DNA 

Die präparative Isolierung von Plasmid-DNA aus den E. coli-Suspensionskulturen erfolgte 

unter Zuhilfenahme eines Plasmidpräparationskits (QIAGEN, Hilden) und wurde nach dem 

Protokoll des Herstellers durchgeführt. Pro Reaktionsansatz wurden dabei 2,0 bis 6,0 ml einer 

Übernachtkultur in Reaktionsgefäße überführt und für 3,5 min. mit 13.000 rpm zentrifugiert. 
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Nach der Resuspension der Pallets wurden die Zellen alkalisch lysiert und über eine 

Silikatsäulenmatrix von den restlichen Zellbestandteilen getrennt. Die Elution der Plasmide 

erfolgte mit 10,0 oder 20,0 µl Nuklease-freien Wassers. 

2.2.1.8 Konzentrationsbestimmungen von Plasmid-DNA 

Die Bestimmung von DNA-Konzentrationen erfolgte über die absorptionsspektrometrische 

Messung der optischen Dichte bei einer Wellenlänge von 260 nm mittels NanoDrop 2000c-

Spektrophotometer (Thermo Scientific, Wilmington, DE, USA). Pro Messung wurden dabei 

2,0 µl Plasmidpräparationsprodukt aufgetragen, als Referenzwert dienten 2,0 µl Nuklease-

freies Wasser. Aus den Verhältnissen der ermittelten OD260nm- und OD280nm-Werte kann eine 

Aussage über mögliche Proteinkontaminationen in den Lösungen getroffen werden. 

2.2.1.9 Identifikationen rekombinanter Plasmid-DNA 

Zur Bestimmung von rekombinanter Vektor-DNA wurden Restriktionsreaktionen und PCR-

Amplifikationen mit isolierten Plasmidlösungen oder entnommenen Bakterienkolonien und 

den jeweils zugehörigen Kontrollen durchgeführt. Die Auftrennung der Reaktionsprodukte 

erfolgte durch Gelelektrophorese. Die Gele wurden unter UV-Anregung dokumentiert und 

rekombinante Plasmide anhand des Restriktionsbandenmusters identifiziert. Nach jedem 

Klonierungsschritt wurde eine Auswahl potentieller Kandidaten von LGC Genomics (Berlin, 

Deutschland) mittels Next Generation Sequencing sequenziert. 

2.2.2 Klonierung der Testvektoren 

2.2.2.1 Modifikation des Vektorrückgrats pUbi-AB 

Als Grundlage für die Erstellung der Testvektoren erfolgte im ersten Klonierungsschritt die 

Substitution der 41 bp großen Polylinkerregion strangabwärts der Promotorsequenz des 

Basisplasmid pUbi-AB mit einer 134 bp umfassenden DNA-Sequenz, die neben den 

erforderlichen Restriktionsschnittstellen SpeI, BamHI, EcoRI, HindIII, MluI und SalI ein 

Transkriptionsstart-Codon (atg) und eine darauf folgende Legumin B4-Signalpeptidsequenz 

der Ackerbohne (Vivia faba) enthält. Zur Erzeugung der zu inserierenden Sequenz wurden die 

Oligonukleotidprimer SP-MCS-fw und SP-MCS-rv (siehe S. 49, Tab. 3) im PCR-

Thermocycler bei 46 °C einmalig hybridisiert und anschließend für 10 min. bei 72 °C 

elongiert. Die Restriktionsreaktionen der PCR-Produkte und des Basisvektors pUbi-AB 

erfolgten mit SpeI und SalI. Die Restriktionsprodukte wurden gereinigt und im Anschluss 

zwei Ligationsansätze mit T4-DNA-Ligase (siehe S. 53, Tab. 7) über Nacht inkubiert. Von 
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den im weiteren Verlauf gewonnen E. coli-Kulturen wurden zwölf Einzelkolonien gepickt 

und in je 2,0 ml LBAmp-Medium vermehrt. Aus den Kulturen isolierte Plasmid-DNA wurde 

durch Testrestriktionen mit SpeI und Acc65I überprüft und einzelne Vektoren anschließend 

von LGC Genomics (Berlin) sequenziert. Das erzeugte Plasmid wird im weiteren Textverlauf 

unter der Bezeichnung pUbi-ABM geführt. 

2.2.2.2 Klonierung des generischen Testvektor pHT1 

In zwei Klonierungsschritten wurde aus dem zuvor beschriebenen Konstrukt pUbi-ABM der 

Vektor pHT1 erzeugt (siehe S. 64, Abb. 16). Im ersten Schritt erfolgte die Insertion der 720 

bp großen Egfp-Sequenz. Das Gen wurde mit Hilfe der PCR-Primer gfp-1-fw und gfp-1-rv 

(siehe S. 49, Tab. 3) vom Plasmid pGH119 amplifiziert, die Hybridisierungen erfolgten bei 60 

°C. Über die erweiterten 5´-Enden der verwendeten Primer wurden vor und hinter der Egfp-

Sequenz je ein Paar Stopp-Codons und die Erkennungssequenzen für MluI und SalI angefügt. 

Die Restriktionen des Vektorrückgrats und der PCR-Produkte erfolgten mit selbigen 

Enzymen. Die Produkte wurden gereinigt, über Nacht ligiert und in E. coli XL1-blue 

transformiert. Die Kultivierung der Bakterien erfolgte mit LBAmp-Medium. Isolierte 

Plasmidproben wurden einem Testverdau mit BamHI und SalI unterzogen und sechs der 

Vektoren anschließend sequenziert. Im zweiten Klonierungsschritt wurde die 704 bp 

umfassende Sequenz von mCherry in das Plasmid integriert. Zur PCR-Amplifikation des 

Gens wurde das Primerpaar mCh-1-fw und mCh-1-rv (siehe S. 49, Tab. 3) genutzt, als DNA-

Template diente der Vektor pSH04. Die Hybridisierungsreaktionen erfolgten bei 62 °C. Über 

die erweiterten 5´-Enden der Primer wurden der mCherry-Sequenz die benötigten 

flankierenden Erkennungssequenzen für BamHI und EcoRI angefügt. Nach dem 

Restriktionsverdau mit den genannten Enzymen und einer Reinigung der Produkte erfolgten 

zwei Ligationsansätze mit Quick-Ligase (siehe S. 54, Tab. 8). Aus E. coli-Kulturen 

gewonnene Plasmidproben wurden durch Testrestriktionen mit BamHI und EcoRI überprüft 

und fünf der Vektoren zur Sequenzierung übergeben. 

2.2.2.3 Testvektor pHT2 für das gfp-spezifische TALEN-Paar 

Die Generierung des 6.277 bp großen Testvektors pHT2 zur Ermittlung der Nukleaseaktivität 

des gfp-spezifische TALEN-Paars verlief im Prinzip wie die direkt zuvor beschriebenen 

Klonierung von pHT1. Da sich die Zielsequenz der TALEN in diesem Fall innerhalb des Egfp-

Reportergens befindet, musste eine entsprechende strukturelle Anpassung der 

Expressionskassette vorgenommen werden (siehe S. 65, Abb. 19). Im ersten 
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Klonierungsschritt erfolgte die Insertion der um zwei bp des exprimierten Leserasters 

versetzten mCherry-Sequenz in den Zwischenvektor pUbi-ABM (S. 55). Für die Amplifikation 

des Reportergens vom Plasmid pSH04 wurden die Primer mCh-2-fw und mCh-2-rv (siehe S. 

49, Tab. 3) genutzt, die Hybridisierungstemperatur betrug dabei 62 °C. Die erweiterten 5´-

Enden der Primer enthalten zudem die mCherry-flankierenden Stopp-Codons, sowie die zur 

Integration in das Vektorrückgrat genutzten Restriktionsschnittstellen EcoRI und HindIII. Die 

Ligationsreaktionen erfolgten mit Quick-Ligase (siehe S. 54, Tab. 8). Mit den im weiteren 

Verlauf gewonnenen Plasmidproben wurden Testrestriktionen mit EcoRI und HindIII 

durchgeführt. Anschließend erfolgte die Sequenzierung von fünf der Vektoren. Der DNA-

Abschnitt der im zweiten Klonierungsschritt inserierten Egfp-Sequenz wurde mit Hilfe des 

Primerpaars gfp-2-fw und gfp-2-rv (siehe S. 49, Tab. 3) erzeugt. Als DNA-Template diente 

der Vektor pGH119, die Hybridisierungen erfolgten bei 60 °C. Die Erkennungssequenzen der 

zur Restriktion genutzten Enzyme BamHI und EcoRI wurden über die erweiterten 5´-Enden 

der Primer an das Genfragment angefügten. Die Ligation erfolgte mit T4-DNA-Ligase über 

Nacht bei RT (siehe S. 53, Tab. 7). Zur Identifikation von rekombinanten Plasmiden wurden 

PCR-Testamplifikationen mit den Primern gfp-2-fw und gfp-2-rv durchgeführt. Vier der 

Vektoren wurden im Anschluss zur Sequenzierung übergeben. 

2.2.2.4 Testvektor pHT3 für das cenH3α-spezifische TALEN-Paar 

Vom Plasmid pHT1 ausgehend erfolgte die Generierung des 6.276 bp großen Testvektors 

pHT3, der in einem Klonierungsschritt mit einer DNA-Zielsequenz für das cenH3α-

spezifische TALEN-Paar ausgestattet wurde (siehe S. 66, Abb. 20). Das 46 bp umfassende 

Fragment setzt sich aus 17 bp links- und 15 bp rechtsseitiger TALE-Bindungssequenz und 

einem dazwischenliegenden Spacer-Abschnitt von 14 bp zusammen. Zur Erzeugung der 

DNA-Sequenz wurden die Oligonukleotidprimer tg-CH3-fw und tg-CH3-rv (siehe S. 49, Tab. 

3) im PCR-Thermocycler bei 60 °C einmalig hybridisiert und über die angefügten 

Restriktionsschnittstellen EcoRI und HindIII zwischen den Fluoreszenzreportergensequenzen 

des Vektors pHT1 inseriert. Die Ligation erfolgte mit Quick-Ligase (siehe S. 54, Tab. 8). 

Isolierte Plasmidproben wurden mittels Testrestriktionen mit EcoRI und HindIII überprüft 

und fünf der Vektoren anschließend sequenziert. Bei der Klonierung ist auf die korrekte 

Integration des TALEN-Zielabschnitts zu achten. Der bp-Versatz der Egfp-Sequenz muss 

erhalten bleiben um die Funktionalität des Frame-shift-Mechanismus zu gewährleisten.  
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2.2.2.5 Testvektor pHT4 für das mlo-spezifische TALEN-Paar 

Beim 6.315 bp umfassenden Testvektor pHT4 wurde ebenfalls ausschließlich die DNA-

Zielsequenz für das spezifisch innerhalb der mlo-Region bindende TALEN-Paar in den 

generischen Vektor pHT1 integriert (siehe S. 67, Abb. 22). Das 63 bp große Fragment wurde 

mit Hilfe der Oligonukleotidprimer tg-Mlo-fw und tg-Mlo-rv (siehe S. 49, Tab. 3) im 

Thermocycler erzeugt und über die Restriktionsschnittstellen EcoRI und MluI in den 

Basistestvektor pHT1 ligiert. Aus transformierten E.coli-Kulturen isolierte Plasmid-DNA 

wurde mittels PCR-Amplifikation überprüft, als Primer dienten dabei tg-Mlo-fw und GH-

NOS-R1. Sieben der Proben mit einer entsprechenden Gelbande im Bereich von 1.000 bp 

wurden im Anschluss sequenziert. Auch bei dieser Klonierung musste die korrekte Insertion 

des Fragments beachtet werden, sodass Egfp im inaktiven Leseraster des Testplasmids 

vorliegt. 

2.2.3 Transformation und Analyse von Gerstenzellen 

2.2.3.1 Biolistischer Gentransfer 

Benetzen von Goldkugeln mit Plasmid-DNA 

Die im Durchmesser 1,0 µm großen Goldpartikel wurden in 1,5 ml Reaktionsgefäße 

eingewogen, mit 100 % EtOH versetzt (c = 30,0 µg/ml) und bis zur Verwendung bei -20 °C 

gelagert. Die Präparation der Ansätze und das anschließenden Partikelbombardement 

erfolgten in der Sterilwerkbank, alle Reagenzien wurden dabei auf Eis gekühlt. Für die 

Transformation von Zellen mit verschiedenen Plasmiden (Co-Transformation) wurde die 

vorgesehene Vektor-DNA zunächst separat bis zu einer Gesamtmenge von 5,0 µg gemischt. 

Versuche mit identischen Plasmiden erfolgten mit 3,0 bis 5,0 µg DNA. Pro Ansatz wurden 

30,0 µl Goldsuspension unter vortexen entnommen und in 0,5 ml Reaktionsgefäße überführt. 

Das Gold wurde mittels zwei minütiger Zentrifugation bei 13.000 rpm sedimentiert und der 

Überstand vorsichtig mit einer Pipette entfernt. Anschließend wurden zwei identische 

Waschschritte mit je 100,0 µl Nuklease-freien Wasser durchgeführt. In Abhängigkeit von den 

Konzentrationen der Plasmidlösungen erfolgte die Zugabe einer entsprechenden Menge 

Nuklease-freien Wassers für ein finales Reaktionsvolumen von 65,0 µl. Die resuspendierten 

Goldpartikel wurden zum Entklumpen für 45 bis 60 s im Ultraschallbad geschwenkt. Direkt 

im Anschluss erfolgte die Benetzungsreaktion unter permanentem vortexen. Als erstes wurde 

die jeweilige Plasmidlösung zugesetzt, unmittelbar danach je 10,0 µl Spermidin (0,1 M) und 

25,0 µl CaCl2 (2,5 M). Nach weiteren zwei min. vortexen wurde der Reaktionsmix kurz 
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zentrifugiert und der Überstand verworfen. Die DNA-Gold-Ansätze wurden zweimal in 100 

% EtOH gewaschen und für den Beschuss in 15,0 µl reinem EtOH resuspendiert. 

Partikelbombardement 

Für die Transformationsexperimente an Gerste diente jeweils nur das erste Keimblatt von acht 

bis vierzehn Tage alten Pflanzen. Pro Versuch erfolgten zwei Schüsse auf die untere Seite von 

zwei Blättern, welche mit Rührmagneten in einer Petrischale mit Inkubationsmedium (siehe 

S. 41) fixiert und mittig in der Schusskammer positioniert wurden. Als Projektile dienten je 

5,0 µl der Gold-DNA-Suspensionen, welche auf Trägerscheiben pipettiert und zur 

Verflüchtigung des EtOH kurz luftgetrocknet wurden. Nach dem Einsetzen aller 

Komponenten wurde in der Kammer ein Unterdruck von 27 in Hg (entspricht 0,91 bar) 

erzeugt und anschließend der Beschussdruck mit Helium aufgebaut. Die zum Einsatz 

gekommenen Reiss-Scheiben halten einem Druck von 1.100 psi (entspricht 75,84 bar) stand. 

Bei Erreichen des Werts zerplatzen sie, wodurch der aufgebaute Druck schlagartig entweicht 

und die Trägerscheibe samt Goldkugeln in Richtung Zielgewebe beschleunigt wird. Ein 

eingesetztes Stahlsieb stoppt den Träger, während die Partikel sich lösen und mit hoher 

Geschwindigkeit in die Zellen eindringen. Beschossene Blattproben wurden auf denselben 

Medienplatten für 32 bis 40 h in Dunkelheit und bei RT inkubiert. 

2.2.3.2 Expressionsanalysen mittels Licht- und konfokaler laser scanning Mikroskopie 

Als Nachweis der Egfp- und mCherry-Expression in den Gerstenzellen wurden Messungen 

mittels Licht- oder confocal laser scanning-Mikroskop (CLSM) durchgeführt. Zur 

lichtmikroskopischen Detektion der Egfp-Expression wurden die Proben mit UV-Licht 

angeregt, für mCherry wurde eine Lichtquelle im grünen Spektralbereich genutzt. Als 

quantitativer Nachweis der Reportergenexpressionen erfolgten Analysen am CLSM. Dazu 

wurden die Blattproben mit Hilfe einer Vakuumpumpe zunächst entgast und auf 

Objektträgern präpariert. Zur Messung der Intensität der Egfp-Emissionen wurden die Proben 

mit einem Argon-Laser im Wellenlängenbereich λ = 488 nm angeregt, was dem 

Anregungsmaximum des Signalpeptids entspricht. Die Emission wurde durch einen 

Bandpassfilter im Bereich von 505 bis 530 nm detektiert. Das Emissionsmaximum von Egfp 

liegt bei λ = 509 nm. Die Anregung der Proben zur Ermittlung der Intensität der mCherry-

Emissionen erfolgte mit einem Helium-Neon-Laser der Wellenlänge λ = 561 nm. Die 

Detektion erfolgte durch einen Bandpassfilter im Bereich von 570 bis 620 nm. Das 

Emissionsmaximum des Proteins liegt bei 610 nm. Die Messungen wurden mit Hilfe des 
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Programms ZEN 2 (Carl Zeiss, Jena) dokumentiert und ausgewertet. Jede der erfolgreich 

transformierten Zellen wurde auf die Bildung der beiden Signalproteine überprüft und deren 

Anzahl dokumentiert. Die untersuchten Proben wurden nach der Analyse und Auszählung 

verworfen. 
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3 Ergebnisse 

Das für die Testvektoren entwickelte Konzept zur Funktionalitätsprüfung und quantitativen 

Ermittlung der nukleolytischen Aktivität von Sequenz-spezifizierten Endonukleasen basiert 

auf der Fehleranfälligkeit der natürlichen DNA-Reparaturmechanismen infolge von gezielt 

induzierten Doppelstrangbrüchen innerhalb der Testplasmidsequenzen. Das entwickelte 

Testsystem nutzt einen Frame-shift-Mechanismus durch InDel-Mutationen zur Reaktivierung 

eines Reportergens, das zunächst im inaktiven Leseraster des Testvektors vorliegt (siehe S. 

62, Abb. 12). Ein zweites, N-terminal lokalisiertes und innerhalb des exprimierten 

Leserahmen befindliches Reportergen wird als Marker zur Identifikation von erfolgreich 

transformierten Zellen genutzt. Das zentrale Element des Testsystems bildet die 

Polylinkerregion mit einmalig auftretenden Restriktionsschnittstellen zwischen den beiden 

Reportergenen. Sie dienen zum Einklonieren von gewünschten DNA-Testsequenzen für 

Sequenz-spezifizierte Endonukleasen. Sind diese in der Lage einen DSB innerhalb der 

inserierten Zielsequenz zu induzieren, kommt es infolge von fehlerhaften NHEJ-vermittelten 

DNA-Reparaturen zu InDel-Mutationen. Resultieren diese Mutationen in einem Frame-shift 

der gesamten bp-Abfolge hinter der Restriktionsschnittstelle, welcher zu einer Korrektur des 

Leserahmens der C-terminalen Reportergensequenz führt, kommt es zur Bildung eines 

Fusionsproteins aus zwei Fluoreszenzreportern. Als genereller Expressionsindikator kommt 

dabei das rotfluoreszierende Protein mCherry (204) und als Restriktionsindikator das 

grünfluoreszierende Egfp (engl.: Enhanced green flourescent protein) (205) zum Einsatz. Aus 

dem Verhältnis der Gesamtanzahl an transformierten, mCherry-bildenden Zellen zur Anzahl 

der ebenfalls Egfp-exprimierenden Zellen, in denen ein Frame-shift infolge einer 

erfolgreichen DSB-Induktion durch die Sequenz-spezifizierten Endonukleasen stattgefunden 

hat, kann eine Aussage über die Restriktionsaktivität der Nukleasen im Wirtsorganismus 

getroffen werden. 

Von der nachfolgenden Darstellung abweichend (S. 62, Abb. 12) wurde zudem die 

Klonierung eines Testvektors für ein spezifisch auf gfp-abzielendes TALEN-Paar umgesetzt 

(siehe S. 65, Abb. 19). Im Gegensatz zu den anderen zur Verfügung stehenden TALEN-Paaren 

konnten die sehr guten Restriktionseigenschaften der gfp-spezifischen TALEN in Gerste 

bereits mehrfach demonstriert werden (129, 131). Aus diesem Grund sollte der Testvektor zur 

Überprüfung des Versuchskonzepts und der Funktionalität des Testmechanismus verwendet 

werden. Zudem könnten sich die ermittelten Aktivitätswerte als Referenzgröße für die 



  
 

Einschätzung und Beurteilung der erzielten Nukleaseaktivitäten der übrigen 

eignen. 

Abb. 12 | Konzept der Testvektoren zur Ermittlung 

Endonukleasen. A) Der generische Vektor 

individuell gestaltbaren DNA-Zielsequenzen

verschiedene DNA-Zielsequenzen (gelb) 

C) Kommt es innerhalb der Zielsequenz zu einer DSB

stattfinden. D) Ein signifikanter Anteil der 

dessen es zur Bildung eines Fusionsproteins aus 

kommt.  

3.1 Klonierung der Testvektoren

Die Klonierungsarbeiten zur Generierung des Basistestvektors 

Testplasmide pHT2 für gfp-, pHT3 

wurden größtenteils entsprechend der Planungen umgesetzt. 

 

3.1.1 Modifikation des Vektorrückgrats 

Die Substitution des 41 bp 

Oligonukleotidsequenz, deren Polylinkerregion als

  
  

Einschätzung und Beurteilung der erzielten Nukleaseaktivitäten der übrigen 

Konzept der Testvektoren zur Ermittlung der in planta Restriktionsaktivitäten von

Der generische Vektor (pHT1) dient als Ausgangspunkt für die Konstruktion

Zielsequenzen. B) Über die Restriktionsschnittstellen EcoRI, HindIII und MluI

(gelb) für diverse Sequenz-spezifizierte Endonukleasen in den Testvektor inseriert werden. 

lsequenz zu einer DSB-Induktion kann ein Frame-shift als Folge von 

Ein signifikanter Anteil der InDel-Mutationen führt zur Korrektur des Reportergen

zur Bildung eines Fusionsproteins aus mCherry (rot) und dem zuvor nicht exprimierten Egfp (

Klonierung der Testvektoren 

Die Klonierungsarbeiten zur Generierung des Basistestvektors pHT1 und der 

pHT3 für cenH3α- und pHT4 für mlo-spezifische

entsprechend der Planungen umgesetzt.  

Modifikation des Vektorrückgrats pUbi-AB 

des 41 bp SpeI-SalI-Fragments von pUbi-AB mit der 134 bp großen 

Oligonukleotidsequenz, deren Polylinkerregion als Ausgangspunkt für die weiteren 
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Einschätzung und Beurteilung der erzielten Nukleaseaktivitäten der übrigen TALEN-Paare 

 
on Sequenz-spezifizierten 

Konstruktion von Testvektoren mit 

EcoRI, HindIII und MluI können in 

spezifizierte Endonukleasen in den Testvektor inseriert werden. 

als Folge von InDel-Mutationen 

Reportergen-Leserahmens, infolge 

(rot) und dem zuvor nicht exprimierten Egfp (weiß, dann grün) 

und der genspezifischen 

spezifische TALEN-Paare 

mit der 134 bp großen 

Ausgangspunkt für die weiteren 



  
 

Vektorklonierungen diente, verlief ohne Komplikationen. 

Acc65I zeigten vier der zwölf Plasmidproben eine Bande im erwarteten Bereich von 440 bp

(Abb. 13). Die Sequenzanalyse bestätigte 

Übereinstimmung mit der geplanten DNA

Abb. 13 | Ausschnitt des Elektrophoresegels zur Identifikation von rekombinanten 

3.1.2 Klonierung des generische

In zwei weiteren erfolgreichen

aus dem modifizierten Vektor

Reportergensequenz zeigten neun

mit BamHI und SalI eine entsprechende Gelb

Sequenzanalyse von sechs der Vektoren 

der gewünschten DNA-Sequenz.

Punktmutation an der bp-Position 2.355. Es handelt sich um eine Substitution von Adenin zu 

Thymin. Die direkt strangaufwärts der 

jedoch keinen Einfluss auf die Reportergenexpression oder d

shift-Mechanismus und wurde daher übernommen

zeigten fünf von zehn isolierten Proben eine 

bp (Abb. 15). Nach der Sequenzierung der Vektoren wurde 

weiteren Arbeiten ausgewählt und 

Abb. 14 | Ausschnitt des Elektrophoresegels zur Identifikation von 

Abb. 15 | Ausschnitt des Elektrophoresegels zur Identifikation von 

Der Vektor pHT1 ist so konzipiert, dass die erzeugte Expressionskassette zunächst nur 

die Legumin B4-Signalpeptid-

generell im exprimierten Leser

  
  

Vektorklonierungen diente, verlief ohne Komplikationen. Bei der Testrestriktion 

vier der zwölf Plasmidproben eine Bande im erwarteten Bereich von 440 bp

. Die Sequenzanalyse bestätigte dem Vektor mit der Nummer zehn eine

Übereinstimmung mit der geplanten DNA-Sequenz. 

Ausschnitt des Elektrophoresegels zur Identifikation von rekombinanten pUbi-AB-Vektoren.

enerischen Testvektors pHT1 

en Klonierungsschritten konnte das 6.276 bp große Plasmid

dem modifizierten Vektor pUbi-ABM erzeugt werden. Nach der Insertion der 

neun von zehn isolierten Plasmidproben in einer 

entsprechende Gelbande im Bereich von 770 bp (

von sechs der Vektoren ergab eine Übereinstimmung des achten Plasmids 

Sequenz. Im zweiten Klonierungsschritt kam es 

Position 2.355. Es handelt sich um eine Substitution von Adenin zu 

Thymin. Die direkt strangaufwärts der EcoRI-Erkennungssequenz liegende Mutation hat 

keinen Einfluss auf die Reportergenexpression oder die Funktionalität des 

Mechanismus und wurde daher übernommen. Im Testverdau mit EcoRI und BamHI

zeigten fünf von zehn isolierten Proben eine Restriktionsbande im erwarteten Bereich von 725 

Nach der Sequenzierung der Vektoren wurde das Plasmid Nummer vier

weiteren Arbeiten ausgewählt und unter der Bezeichnung pHT1 weitergeführt.

Ausschnitt des Elektrophoresegels zur Identifikation von pUbi-ABM Vektoren mit inserierter 

Ausschnitt des Elektrophoresegels zur Identifikation von pHT1. 

ist so konzipiert, dass die erzeugte Expressionskassette zunächst nur 

- und die mCherry-Sequenz beinhaltet. mCherry

mierten Leserahmen der Testplasmid-DNA und fungiert als 
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der Testrestriktion mit SpeI und 

vier der zwölf Plasmidproben eine Bande im erwarteten Bereich von 440 bp 

Nummer zehn eine vollständige 

Vektoren.  

6.276 bp große Plasmid pHT1 

. Nach der Insertion der gfp-

einer Testrestriktion 

ande im Bereich von 770 bp (Abb. 14). Die 

des achten Plasmids mit 

kam es zu einer einzelnen 

Position 2.355. Es handelt sich um eine Substitution von Adenin zu 

Erkennungssequenz liegende Mutation hat 

Funktionalität des Frame-

EcoRI und BamHI 

ande im erwarteten Bereich von 725 

Nummer vier für die 

weitergeführt. 

Vektoren mit inserierter Egfp-Sequenz. 

ist so konzipiert, dass die erzeugte Expressionskassette zunächst nur 

mCherry befindet sich 

fungiert als genereller 



  
 

Reporter. Aufgrund einer einzelne

strangaufwärts befindlichen Stopp

nicht im exprimierten Lese

vorangestellten Stopp-Codons

Expressionskassette und verhinder

Sequenz wenn kein Frame-shift

Abb. 16 | Schematische Darstellung des generischen Vektors 

Zea maize (ZmUbi-P) stehenden offene Leserahmen der Expressionskassette kodiert ein 

(SP) und die als Transformationsindikator vorgesehene Reportergensequenz des rotfluoreszierenden 

strangabwärts folgenden Restriktionssc

Zielabschnitte für verschiedene Sequenz

in einem inaktiven Leserahmen des Vektors (+1 bp 

einen Frame-shift infolge von InDel-Mutationen durch fehlerhafte 

NOPALINE SYNTHASE Terminator; amp

3.1.3 Klonierung des Testvektor

Die Generierung des ebenfalls in zwei Klonierungsschritten aus 

pUbi-ABM erzeugten Testvektor 

umgesetzt werden. Die nach der 

durch Testrestriktion mit EcoRI und HindIII

überprüft. Sechs der insgesamt 

Bereich von 724 bp (S. 65, Abb. 17

Sequenzanalysen ergaben für die Proben eins und drei 

geplanten DNA-Konstrukt. Im zweiten Klonierungsschritt konnte die 738 bp große 

Sequenz in den Vektor integriert werden. Der Nachwe

erfolgte durch PCR-Testamplifikationen mit den zuvor genutzten 

rv (siehe S. 49, Tab. 3). Sieben

Bereich von 756 bp (S. 65, Abb. 18

bp große Vektor mit der Nummer 

weitergeführt. 

  
  

einzelnen, zusätzlich eingefügten Base zwischen der 

Stopp- und der darauffolgenden Egfp-Sequenz 

mierten Leseraster der DNA, sondern ist bereits out of frame

Codons liegen hingegen im offenen Leserahmen der 

Expressionskassette und verhindern eine fortlaufende Transkription der folgenden 

shift erfolgt ist. 

Schematische Darstellung des generischen Vektors pHT1. Der unter Kontrolle eines Ubiquitin

P) stehenden offene Leserahmen der Expressionskassette kodiert ein Legumin B4

(SP) und die als Transformationsindikator vorgesehene Reportergensequenz des rotfluoreszierenden 

strangabwärts folgenden Restriktionsschnittstellen EcoRI, HindIII und MluI ermöglichen das Einklonieren von DNA

Zielabschnitte für verschiedene Sequenz-spezifizierte Endonukleasen. Eine zweite Reportergensequenz 

in einem inaktiven Leserahmen des Vektors (+1 bp out of frame). Die Sequenz soll im weiteren Verlauf als Indikator für 

Mutationen durch fehlerhafte NHEJ-vermittelte DSB-Reparaturen dienen. 

ampR: Ampicillinresistenzgen 

estvektors pHT2 für das gfp-spezifische TALEN

Die Generierung des ebenfalls in zwei Klonierungsschritten aus dem modifizierten Plasmid 

erzeugten Testvektor pHT2 für das gfp-spezifische TALEN-Paar konnte erfolgreich 

umgesetzt werden. Die nach der mCherry-Insertion gewonnenen Plasmidproben wurden 

EcoRI und HindIII oder mittels Kolonie-PCR

überprüft. Sechs der insgesamt dreizehn Kandidaten zeigten eine deutliche 

65, Abb. 17). Die mit fünf der Vektoren

für die Proben eins und drei eine Übereinstimmung mit dem 

Konstrukt. Im zweiten Klonierungsschritt konnte die 738 bp große 

integriert werden. Der Nachweis von rekombinanter Plasmid

Testamplifikationen mit den zuvor genutzten Primern gfp

Sieben der zehn untersuchten Proben zeigten dabei eine 

65, Abb. 18), von denen vier daraufhin sequenziert 

mit der Nummer fünf besitzt die gewünschte Sequenz und wurde als 
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Base zwischen der ersten, 

Sequenz befindet sich Egfp 

out of frame. Die 

im offenen Leserahmen der 

eine fortlaufende Transkription der folgenden non-sense-

Ubiquitin-1-Promotors aus 

Legumin B4-Signalpeptidsequenz 

(SP) und die als Transformationsindikator vorgesehene Reportergensequenz des rotfluoreszierenden mCherry-Proteins. Die 

ermöglichen das Einklonieren von DNA-

spezifizierte Endonukleasen. Eine zweite Reportergensequenz (Egfp) befindet sich 

). Die Sequenz soll im weiteren Verlauf als Indikator für 

Reparaturen dienen. t NOS: 

TALEN-Paar 

dem modifizierten Plasmid 

Paar konnte erfolgreich 

Insertion gewonnenen Plasmidproben wurden 

PCR auf mCherry 

deutliche Gelbande im 

Vektoren durchgeführten 

eine Übereinstimmung mit dem 

Konstrukt. Im zweiten Klonierungsschritt konnte die 738 bp große Egfp-

von rekombinanter Plasmid-DNA 

gfp-2-fw und gfp-2-

der zehn untersuchten Proben zeigten dabei eine Bande im 

daraufhin sequenziert wurden. Der 6.277 

besitzt die gewünschte Sequenz und wurde als pHT2 



  
 

Abb. 17 | Ausschnitt des Elektrophoresegels zur Identifikation von 
Sequenz. 

Abb. 18 | Ausschnitt des Elektrophoresegels zur Identifikation von 

Die Funktionsweise von 

die der anderen Testvektoren. Allerdings bildet bei 

zur Identifikation von erfolgreich transformierten Gerstenzellen

befindet sich am Transkriptionsstart des offenen Leserahmens der DNA und enthält zugle

die TALEN-Zielsequenz. Die 

Sequenz dient als Restriktionsindikator

TALEN. Sie wird lediglich im Falle eines 

kompletten Basentriplett entspricht, gebildet. 

gesamten Sequenz strangabwärts der Restriktionsschnittstelle, wodurch auch der C

Abschnitt von Egfp partiell out of frame

Abb. 19 | Schematische Darstellung des Aufbaus und der Funktionsweise des Testvektors 

des Testvektors pHT2 zur Ermittlung 

Frame-shift-Mechanismus. Da sich die Zielsequenz 

befindet, wurden die Reportergensequenzen

Indikator zur Identifikation von erfolgreich transformierten Zellen, während die 

gegenüber dem exprimierten Leseraster 

DSB-Induktion innerhalb der TALEN-Zielsequenz, in deren Folge ein 

stattfindet, wird die Funktionalität von 

  
  

Ausschnitt des Elektrophoresegels zur Identifikation von pUbi-ABM Vektoren mit inserierter 

Ausschnitt des Elektrophoresegels zur Identifikation von pHT2. 

von pHT2 beruht auf dem gleichen Frame-shift

anderen Testvektoren. Allerdings bildet bei pHT2 das Egfp den generellen Reporter 

zur Identifikation von erfolgreich transformierten Gerstenzellen (Abb. 19

befindet sich am Transkriptionsstart des offenen Leserahmens der DNA und enthält zugle

 zum exprimierten Leseraster um zwei bp versetzte 

dient als Restriktionsindikator zur Bestimmung der Aktivität der 

. Sie wird lediglich im Falle eines Frame-shifts um n-2 oder n+1 bp, wobe

kompletten Basentriplett entspricht, gebildet. Ein Frame-shift führt zu einer Veränderung der 

Sequenz strangabwärts der Restriktionsschnittstelle, wodurch auch der C

out of frame ist. 

Schematische Darstellung des Aufbaus und der Funktionsweise des Testvektors pHT2

 der Restriktionsaktivität der gfp-spezifizierten TALEN beruht 

Mechanismus. Da sich die Zielsequenz der TALEN in diesem Fall jedoch innerhalb der 

sequenzen im Vergleich zu den anderen Testvektoren vertauscht. Egfp

on erfolgreich transformierten Zellen, während die mCherry-Sequenz (weiß) um +2 bp 

gegenüber dem exprimierten Leseraster versetzt ist und das Protein als Restriktionsindikator dient. 

Zielsequenz, in deren Folge ein durch InDel-Mutationen vermittelter 

stattfindet, wird die Funktionalität von mCherry in einen signifikanten Anteil der Zellen wieder hergestellt (rot). Die 
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Vektoren mit inserierter mCherry- 

shift-Mechanismus wie 

den generellen Reporter 

Abb. 19). Die Sequenz 

befindet sich am Transkriptionsstart des offenen Leserahmens der DNA und enthält zugleich 

en Leseraster um zwei bp versetzte mCherry-

zur Bestimmung der Aktivität der gfp-spezifischen 

2 oder n+1 bp, wobei n einem 

führt zu einer Veränderung der 

Sequenz strangabwärts der Restriktionsschnittstelle, wodurch auch der C-terminale 

pHT2. A) Die Funktionsweise 

beruht ebenfalls auf einem 

in diesem Fall jedoch innerhalb der Egfp-Sequenz (grün) 

Egfp bildet den generellen 

Sequenz (weiß) um +2 bp 

als Restriktionsindikator dient. B) Kommt es zu einer 

Mutationen vermittelter Frame-shift 

wieder hergestellt (rot). Die Egfp-



  
 

Sequenz befindet sich dann partiell außerhalb des 

Emission durch die resultierende non-sense

unter Kontrolle eines Zea maize Ubiquitin

über eine Ampicillinrestistenz als Selektionsmarker (nicht dargestellt).

3.1.4 Klonierung des Testvektor

pHT3 ist der erste vom generischen P

einer 46 bp DNA-Zielsequenz für ein spezifisch darauf abzielendes 

wurde. Nach der Insertion der Oligonukleotidsequenz zeigten d

transformierten E.coli-Kolonien

und HindIII eine Gelbande im erwarteten Bereich von 79

Sequenzierung der Vektoren ergab 

der geplanten Struktur. Das 6.330 bp große Plasmid

und unter der Bezeichnung pHT3

5´-Ende des linksseitigen TALEN

eines Planungsfehlers bei den Oligonukleotidprimern

DNA-Sequenz entspricht jedoch dem Entwurf und 

und des Frame-shift-Mechanismus.

Abb. 20 | Schematische Darstellung des Testvektors 

Basensequenz, gelb) für die cenH3α-spezifizierten 

Legumin B4-Signalpeptid- (SP) und mCherry

strangabwärts der Zielsequenz lokalisierte Sequenz von 

Leserahmen des Testvektors, sondern ist um +1 bp zu 

Induktion durch das TALEN-Paar, die letz

Reportersequenz reaktiviert und es kommt zur Bildung eines 

Ubiquitin-1-Promotor; t NOS: NOPALINE SYNTHASE

In der dargestellten Form wird die Transkription direkt hinter der Zielsequenz 

abgebrochen. Die Expression des 

erfolgreichen DSB-Induktion innerhalb der Zielsequenz und 

der nachfolgenden Sequenz um

Basentriplett entspricht. 

  
  

außerhalb des aktiven Leserasters der DNA (grün-weiß), was zu einer beeinträchtigten 

sense-Sequenz führen kann. Der Testvektor pHT2 nutzt das Plasmidrückgrat 

Ubiquitin-1-Promotors und NOPALINE SYNTHASE-Terminators. Der Vektor verfügt zudem 

über eine Ampicillinrestistenz als Selektionsmarker (nicht dargestellt). SP: Legumin B4-Signalpeptidsequenz

estvektors pHT3 für das cenH3α-spezifische TALEN

generischen Plasmid pHT1 abstammende Testvektor, der lediglich 

Zielsequenz für ein spezifisch darauf abzielendes TALEN

wurde. Nach der Insertion der Oligonukleotidsequenz zeigten drei 

Kolonien isolierten Plasmidlösungen bei Testrestriktionen mit 

eine Gelbande im erwarteten Bereich von 792 bp (nicht dargestellt)

Sequenzierung der Vektoren ergab für die Proben zwei und fünf eine Übereinstimmung

n Struktur. Das 6.330 bp große Plasmid mit der Nummer fünf wurde ausgewählt 

pHT3 für die Versuche an Gerstenzellen genutzt

TALEN-Bindungsabschnitts der cenH3α-Zielsequenz

Planungsfehlers bei den Oligonukleotidprimern allerdings nicht vorhanden

Sequenz entspricht jedoch dem Entwurf und eignet sich für die Erprobung der 

Mechanismus. 

Schematische Darstellung des Testvektors pHT3. Der mit einer 48 bp großen 

spezifizierten TALEN ausgestattete Vektor wurde vom Plasmid 

mCherry- (rot) Sequenz befinden sich im aktiven Leseraster der Expressionskassette. 

strangabwärts der Zielsequenz lokalisierte Sequenz von Egfp (weiß) befindet sich hingegen zunächst nicht im exprimierten 

ist um +1 bp zu diesem versetzt. Kommt es innerhalb der Zielsequenz zu einer DSB

die letztlich in einem entsprechenden Frame-shift resultiert, wird die 

und es kommt zur Bildung eines mCherry-Egfp-Fusionsproteins. 

NOPALINE SYNTHASE Terminator; ampR: Ampicillinresistenzgen 

Form wird die Transkription direkt hinter der Zielsequenz 

Die Expression des Egfp-Restriktionsindikators wird lediglich 

innerhalb der Zielsequenz und einem resultierenden

der nachfolgenden Sequenz um n-1 oder n+2 bp ermöglicht, wobei n einem kompletten 
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weiß), was zu einer beeinträchtigten 

nutzt das Plasmidrückgrat pUbi-AB 

s. Der Vektor verfügt zudem 

Signalpeptidsequenz 

TALEN-Paar 

abstammende Testvektor, der lediglich mit 

TALEN-Paar ausgestattet 

rei der fünf aus 

bei Testrestriktionen mit BamHI 

(nicht dargestellt). Die 

Proben zwei und fünf eine Übereinstimmung mit 

mit der Nummer fünf wurde ausgewählt 

genutzt. Die T0-Base am 

Zielsequenz war aufgrund 

nicht vorhanden. Die übrige 

ür die Erprobung der TALEN 

48 bp großen DNA-Zielsequenz (obere 

Vektor wurde vom Plasmid pHT1 abgeleitet. Die 

Leseraster der Expressionskassette. Die 

(weiß) befindet sich hingegen zunächst nicht im exprimierten 

. Kommt es innerhalb der Zielsequenz zu einer DSB-

resultiert, wird die Egfp-

eins. ZmUbi-P: Zea maize 

 

Form wird die Transkription direkt hinter der Zielsequenz 

Restriktionsindikators wird lediglich nach einer 

resultierenden Frame-shift 

wobei n einem kompletten 



  
 

3.1.5 Klonierung des Testvektor

In einer weiteren Klonierung konnte d

TALEN-Paar in den Vektor pHT1

mittels Testamplifikation überprüften Plasmidproben zeigen acht ein 

Gelbande im erwarteten Bereich von 1.013 bp auf (

Anschluss sequenziert, wobei 

Das 6.315 bp umfassende Plasmid 

zur Ermittlung der in planta Endonukleaseaktivität 

Frame-shift-Mechanismus. 

Abb. 21 | Ausschnitt des Elektrophoresegels zur Identifikation von 

Abb. 22 | Schematische Darstellung des Testvektors 

Basensequenz, gelb) für das mlo-spezifische 

verfügt über genau den gleichen strukturellen Aufbau

Testvektor pHT3 (siehe S. 66, Abb. 20).

NOS: NOPALINE SYNTHASE Terminator; 

Die Vervielfältigung der

Flüssigkulturen ergab je nach Menge an eingesetztem Medium und der Kultivierungsdauer 

gereinigte Plasmidlösungen mit Konzentrationen von 

3.2 Expressionsversuche an Gerstenzellen

3.2.1 Benetzungsreaktionen

Die Benetzung der Test- und 

erfolgreich. Während der Experimente kam es zum Teil zu stark variierenden 

Goldkonzentrationen in den erhaltenen Reaktionslösungen. Die Menge an verbliebenen Au

DNA-Partikeln innerhalb der Ansätze fiel dabei mitunter 

direkte Auswirkungen auf die 

  
  

estvektors pHT4 für das mlo-spezifische TALEN

In einer weiteren Klonierung konnte die 49 bp große Zielsequenz für das 

pHT1 inseriert werden (Abb. 22). Von den 15 gewonnen und 

mittels Testamplifikation überprüften Plasmidproben zeigen acht ein PCR

Gelbande im erwarteten Bereich von 1.013 bp auf (Abb. 21). Sieben der Proben wurden im 

Anschluss sequenziert, wobei der Vektor Nummer eins die korrekte Basensequenz aufwies. 

Das 6.315 bp umfassende Plasmid pHT4 bildet den dritten erfolgreich generierten Testvektor 

Endonukleaseaktivität eines spezifizierten TALEN

Ausschnitt des Elektrophoresegels zur Identifikation von pHT4. 

Schematische Darstellung des Testvektors pHT4. Der mit einer 49 bp großen DNA

spezifische TALEN-Paar ausgestattete Vektor wurde ebenfalls vom Plasmid 

en gleichen strukturellen Aufbau (abgesehen von der Zielsequenz) wie der zuvor beschriebene 

). ZmUbi-P: Zea maize Ubiquitin-1-Promotor; SP: Legumin B4

Terminator; ampR: Ampicillinresistenzgen 

Vervielfältigung der erzeugten Testvektoren in transformierten 

Flüssigkulturen ergab je nach Menge an eingesetztem Medium und der Kultivierungsdauer 

mit Konzentrationen von 0,75 bis 1,23 µg/µl. 

Expressionsversuche an Gerstenzellen 

en und Partikelbombardment 

und TALEN-Plasmide an die Goldpartikel verliefen überwiegend 

der Experimente kam es zum Teil zu stark variierenden 

Goldkonzentrationen in den erhaltenen Reaktionslösungen. Die Menge an verbliebenen Au

der Ansätze fiel dabei mitunter zu hoch oder sehr gering aus, was 

direkte Auswirkungen auf die Gesamtzahl transformierter Zellen hatte. Nach 
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TALEN-Paar 

ie 49 bp große Zielsequenz für das mlo-spezifische 

. Von den 15 gewonnen und 

PCR-Produkt mit einer 

). Sieben der Proben wurden im 

ie korrekte Basensequenz aufwies. 

bildet den dritten erfolgreich generierten Testvektor 

TALEN-Paars mittels 

Der mit einer 49 bp großen DNA-Zielsequenz (obere 

Paar ausgestattete Vektor wurde ebenfalls vom Plasmid pHT1 abgeleitet 

(abgesehen von der Zielsequenz) wie der zuvor beschriebene 

Legumin B4-Signalpeptidsequenz; t 

erzeugten Testvektoren in transformierten E.coli-

Flüssigkulturen ergab je nach Menge an eingesetztem Medium und der Kultivierungsdauer 

Plasmide an die Goldpartikel verliefen überwiegend 

der Experimente kam es zum Teil zu stark variierenden 

Goldkonzentrationen in den erhaltenen Reaktionslösungen. Die Menge an verbliebenen Au-

sehr gering aus, was 

. Nach einer Anpassung 
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des Transformationsprotokolls und der Optimierung der Handhabung konnte die Qualität der 

Benetzungsreaktionen hinreichend standardisiert werden. Insgesamt wurden 24 Co-

Bombardmentexperimente mit den verschiedenen Test- und dazugehörigen TALEN-

kodierenden Vektoren an Gerstenblättern durchgeführt und in die Auswertungen einbezogen. 

Daneben fanden mehrere Vor- und Kontrollversuche statt. 

3.2.2 Expressionsanalysen am Licht- und konfokalen Laser Scanning-Mikroskop 

3.2.2.1 Testvektor pHT1 

Eine erste Kontrolle und Überprüfung der Funktionalität der Reportergenexpression erfolgte 

mit dem generischen Testvektor pHT1. Die Auswertung am Licht- und konfokalen Laser 

Scanning-Mikroskop ergab eine deutliche Expression von mCherry in einzelnen Epidermal- 

und Stomatazellen der Gerstenblätter. Egfp konnte dagegen nicht nachgewiesen werden. Dies 

entspricht den Erwartungen an die geplante und durch Sequenzanalyse bestätigte 

Expressionskassette. mCherry befindet sich im offenen Leseraster der DNA und wird als 

Indikator in jeder der durch das Partikelbombardment transformierten Zelle gebildet. Die 

Expression von Egfp wird hingegen durch die strangaufwärts der Reportergensequenz 

befindlichen Transkriptionsstopp-Codons unterbunden. 

3.2.2.2 Testvektor pHT2 für das gfp-spezifische TALEN-Paar 

Von den mit pHT2 und den gfp-TALEN-kodierenden Vektoren pGH297 und pGH400 

durchgeführten Co-Bombardmentversuchen wurden lediglich die ersten Vier exemplarisch 

ausgezählt und in die Auswertung einbezogen (siehe S. 69, Tab. 9). Als Kontrolle wurde 

pHT2 ohne die TALEN-Plasmide mitgeführt (Tab. 10). Die Analysen der Proben am CLSM 

zeigten in allen Fällen deutlich Egfp-exprimierende Zellen (S. 69, Abb. 23). Entgegen den 

Erwartungen konnte jedoch in keiner der transformierten Zellen eine Fluorenszenz des 

Restriktionsindikators mCherry nachgewiesen werden. Auch die Variation der Konditionen 

der Benetzungsreaktion, des DNA-Mengenverhältnisses von Testvektor zu TALEN-Plasmiden 

und Versuche mit Zwischenvektoren, die während der Klonierung von pGH297 und pGH400 

entstandenen sind, blieben erfolglos. Damit konnte in keiner der durchschnittlich 74 

transformierten Zellen die Bildung des Doppelreporterfusionsproteins infolge eines Frame-

shifts um n-2 oder n+1 bp nach einer gezielten DSB-Induktion durch die Egfp-spezifischen 

TALEN nachgewiesen werden. 
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Abb. 23 | CLSM-Aufnahme der Egfp-Emission von einer mit pHT2 und den gfp-spezifischen TALEN-kodierenden 

Vektoren Co-transformierte Gerstenzelle. Der grüne Peak stellt den auf die fluoreszierende Zelle gerichteten Messpunkt 

dar. Zu sehen ist eine deutliche Emission im Wellenlängenbereich von λ = 509 nm, was dem Emissionsmaximum von Egfp 

entspricht. Eine Emission im Bereich von λ = 610 nm, dem Emissionsmaximum von mCherry, ist nicht zu erkennen. Der rote 

Messpunkt dient der Kontrolle. 

Tabelle 9: Ergebnisse der Expressionsanalysen mit pHT2 und dem gfp-spezifischen TALEN-Paar 

Versuch Anzahl Egfp Zellen Anzahl mCherry Zellen 
Verhältnis 

mCherry/Egfp [%] 

1 26 0 0 

2 35 0 0 

3 123 0 0 

4 110 0 0 

Durchschnitt 74 ± 43 0 0 

 

Tabelle 10: Ergebnisse der Kontrollversuche mit pHT2 

Kontrolle Anzahl Egfp Zellen 
Anzahl mCherry 

Zellen 

1 44 0 

2 120 0 

Durchschnitt 82 ± 38 0 

 

3.2.2.3 Testvektor pHT3 für das cenH3α-spezifische TALEN-Paar 

Mit dem Testvektor pHT3 und den cenH3α-TALEN-kodierenden Plasmiden pSH36 und 

pSH37 wurden insgesamt 13 Co-Bombardmentexperimente durchgeführt. Die mitgeführten 
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Kontrollversuche erfolgten dabei ohne die TALEN-Plasmide. Die Expression der beiden 

Reporterproteine wurde zunächst am CLSM überprüft. Dabei konnte in einer Vielzahl von 

transformierten Epidermal- und Stomatazellen die zu erwartende, intensiv rote Fluoreszenz 

von mCherry im Wellenlängenbereich von λ = 610 nm detektiert werden (siehe S. 72, Abb. 

24). Desweiteren zeigte ein gewisser Anteil dieser Zellen eine schwache bis z.T. sehr 

deutliche Expression des Restriktionsindikators Egfp. Die Kontrollen wiesen ebenfalls eine 

große Anzahl an mCherry-bildenden Zellen auf, Egfp konnte dagegen nicht nachgewiesen 

werden. Dies war ein erster Beleg für die Funktionalität des Testvektorsystems mittels Frame-

shift-Mechanismus. Die Bildung des Doppelreporterfusionsproteins wird durch fehlerhafte 

DNA-Reparaturen infolge der cenH3α-TALEN induzierten DSB innerhalb der inserierten 

Zielsequenz von pHT3 ermöglicht. Zur Verifikation der Messungen und Ermittlung der 

TALEN-Restriktionsaktivität wurden im Anschluss umfangreichere Bombardmentexperimente 

durchgeführt. Die Auswertung einer ersten Versuchsreihe erfolgte am Lichtmikroskop. Die 

Ergebnisse sind in Tabelle 11 (S. 71) dargestellt, die der Kontrolle in Tabelle 12 direkt 

darunter aufgeführt. Aufgrund der starken Autofluoreszenzen des Gewebehintergrunds und 

der im Vergleich dazu oftmals schwachen Intensität der Egfp-Fluoreszenz erwies sich die 

lichtmikroskopische Analyse im Fall der cenH3α-spezifischen TALEN jedoch als nicht 

praktikabel. Eine eindeutige, rein visuelle Erkennung von Egfp-exprimierenden Zellen war 

oftmals nicht möglich. Daher wurde zunächst sowohl die Mindestanzahl an zweifelsfrei Egfp-

bildenden Zellen, als auch die maximale Anzahl an tendenziell Egfp-bildenden Zellen erfasst 

und beide Werte zur Ermittlung der in planta Restriktionsaktivität der TALEN mit der Anzahl 

an mCherry-exprimierenden Zellen ins Verhältnis gesetzt. Von den im Durchschnitt 140 

transformierten Zellen zeigten dabei mindestens 14,6 % und maximal 32,2 % die Bildung des 

Reporterfusionsproteins infolge eines durch DSB-Induktion herbeigeführten Frame-shifts um 

n-1 oder n+2 bp auf. Die Varianz zwischen Mindest- und Maximalanzahl beträgt damit mehr 

als das Doppelte. Eine eindeutige Egfp-Fluoreszenz konnte in keiner der Kontrollen 

festgestellt werden. 
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Tabelle 11: Ergebnisse der lichtmikroskopischen Expressionsanalysen von Versuchen mit pHT3 und den 
cenH3α-spezifischen TALEN 

Versuch mCherry Egfp (min.) Verhältnis [%] Egfp (max.) Verhältnis [%] 

1 166 24 14,46 61 36,75 

2 74 6 8,11 26 35,14 

3 102 13 12,75 30 29,41 

4 81 16 19,75 28 34,57 

5 278 43 15,47 81 29,14 

Durchschnitt 140 ± 76 20 ± 13 14,55 45 ± 22 32,24 

 

Tabelle 12: Ergebnisse der am Lichtmikroskop ausgewerteten Kontrollversuche mit pHT3 

Kontrolle 
Anzahl mCherry 

Zellen 
Anzahl Egfp Zellen 

1 117  0  

2 51  0  

3 138  0  

Durchschnitt 102 ± 37  0  

 

Aufgrund der unzureichenden Genauigkeit der lichtmikroskopischen Untersuchungen 

und Auswertungen wurden die Analysen zur Ermittlung einer realistischen TALEN-

Restriktionsaktivität in einer zweiten Versuchsreihe komplett mittels quantitativer 

Emissionsmessungen am CLSM durchgeführt. Die Ergebnisse der Co-Bombardements sind in 

der nachfolgenden Tabelle 13 (S. 72), die der mitgeführten Kontrollen in Tabelle 14 

dargestellt. Im Durchschnitt zeigten dabei 23 von 64 transformierten Zellen die Bildung 

beider Reporterfluoreszenzen, was einem Anteil von 35,6 % entspricht. Der erzielte Wert 

weicht mit 3,3 % nur geringfügig von der lichtmikroskopisch ermittelten, maximalen Anzahl 

an Egfp-bildenden Zellen ab, was für die geringe Intensität von Egfp in einer Vielzahl von 

Zellen spricht. Die dokumentieren Messungen am CLSM belegen die oftmals nur schwache 

Expression des Fluoreszenzgens im Vergleich zu normal Egfp-exprimierenden Zellen (Vgl. S. 

69, Abb. 23). Dennoch sind die hier erzielten Ergebnisse ein erster Beleg für die 

Funktionalität und Aktivität der ScCenH3α-spezifischen TALEN in Gerste. 
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Abb. 24 | CLSM-Aufnahmen von Gerstenzellen, die mit pHT3 und den cenH3α-spezifischen TALEN-kodierenden 

Vektoren Co-transformiert wurden. Die roten Graphen besitzen jeweils deutliche Peaks im Wellenlängenbereich von λ = 

610 nm und belegen zweifelsfrei die Expression des mCherry-Reportergens. Die Intensität der Egfp-Emission variiert 

hingegen sehr stark, deutlich erkennbar an den roten Peaks im Bereich von λ = 509 nm. Die Zelle A zeigt eine etwa 40 % 

stärkere Emission gegenüber der Zelle B. 

Tabelle 13: Ergebnisse der am CLSM ausgewerteten Expressionsversuche mit pHT3 und dem cenH3α-
spezifischen TALEN-Paar 

Versuch Anzahl mCherry Zellen Anzahl Egfp Zellen 
Verhältnis 

Egfp/mCherry [%] 

1 51  17  33,33  

2 59  21  35,59  

3 73  16  21,92  

4 77  29  37,66  

5 157  62  39,49  

6 13  3  23,08  

7 38  17  44,74  

8 44  17  38,64  

Durchschnitt 64 ± 40  23 ± 16  35,55  
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Tabelle 14: Ergebnisse der am CLSM ausgewerteten Kontrollversuche mit pHT3 

Kontrolle Anzahl mCherry Zellen Anzahl Egfp Zellen 

1 27  0  

2 143  0  

3 83  0  

4 43  0  

5 48 0 

Durchschnitt 69 ± 41  0  

 

3.2.2.4 Testvektor pHT4 für das mlo-spezifische TALEN-Paar 

Von den sieben mit pHT4 und den Vektoren pSH42 und pSH43 für das HvMlo-/ TaMlo-

spezifische TALEN-Paar durchgeführten Co-Bombardementversuchen wurden zwei am CLSM 

und fünf am Lichtmikroskop ausgewertet. Die Ergebnisse der Expressionsanalysen sind in der 

nachfolgenden Tabelle 15 (S. 75) aufgeführt, die der Kontrollen in Tabelle 16 (S. 75). Neben 

der erwarteten Bildung von mCherry zeigten die Beobachtungen und Messungen bei allen 

Proben zudem eine große Anzahl an ebenfalls deutlich bis intensiv grün fluoreszierenden 

Zellen (siehe S. 74, Abb. 25), während in den mitgeführten Kontrollen keinerlei Egfp 

nachgewiesen werden konnte. Von den pro Experiment durchschnittlich 57 transformierten 

Zellen besaßen 40 Zellen neben der mCherry- auch eine Egfp-Fluoreszenz, was einem Anteil 

von 70,2 % entspricht. Eine Übersicht der in den einzelnen Versuchen erzielten 

Nukleaseaktivitäten ist in Tabelle 15 (S. 74) zu finden. Die im Vergleich zu den Versuchen 

mit pHT3 (Vgl. S. 72) wesentlich stärkere Intensität von Egfp ermöglichte eine einfache und 

i.d.R. zweifelsfreie Identifikation des Reporters am Lichtmikroskop. Die Wiederherstellung 

des Fusionsproteins infolge von gezielt induzierten DSB innerhalb der Testvektorsequenz ist 

ein weiterer Beleg für die Funktionalität und Eignung des Frame-shift-Mechanismus für das 

Endonukleasentestsystem. Auch im Fall von pHT4 konnte die Restriktionsaktivität des 

HvMlo-/ TaMlo-spezifischen TALEN-Paars in Gerste erstmals ermittelt und belegt werden.  



   74
   

Abb. 25| CLSM-Aufnahmen von Gerstenzellen, die mit pHT4 und den mlo-spezifischen TALEN-kodierenden Vektoren Co-

transformierten wurden. Ausschlaggebend sind die Graphen der roten Messpunkte. In beiden Fällen sind zwei deutlich ausgeprägte Peaks 

zu sehen, deren Maxima in den Wellenlängenbereichen λ = 509 nm und λ = 610 nm liegt. Sie zeigen die deutlich bis sehr stark ausgeprägte 

Emissionsintensität von beiden Fluoreszenzreportern. 

Tabelle 15: Ergebnisse der Expressionsanalysen am Licht- und CLS-Mikroskop mit pHT4 und den mlo-
spezifischen TALEN-Paar 

Versuch 
Anzahl 

mCherry Zellen 
Anzahl  

Egfp Zellen 
Verhältnis 

Egfp/mCherry [%] 
Analyse 

1 84 63 75,00 CLSM 

2 45 30 66,67 CLSM 

Durchschnitt 65 ± 20 47 ± 17 72,09 CLSM 

3 58 37 63,79 LM 

4 14 6 42,86 LM 

5 72 50 69,44 LM 

6 84 70 83,33 LM 

7 40 23 57,50 LM 

Durchschnitt 54 ± 25 37 ± 22 69,40 LM 

Gesamt- 
Durchschnitt 

57 ± 24 40 ± 21 70,28 CLSM + LM 
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Tabelle 16: Ergebnisse der Kontrollversuche mit pHT4 

Kontrolle Anzahl mCherry Zellen Anzahl Egfp Zellen 

1 98 0 

2 87 0 

3 165 0 

Durchschnitt 117 ± 34 0 
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4 Diskussion 

Die eingangs an diese Arbeit gestellte Zielsetzung zur Klonierung und Erprobung eines 

modularen, flexibel anpassbaren DNA-Testvektors für Funktionalitätsprüfungen und zur 

quantitativen Ermittlung der nukleolytischen Aktivitäten von verschiedenen Sequenz-

spezifizierten Endonukleasen in pflanzlichen Geweben konnte erfolgreich umgesetzt werden. 

Neuartig ist dabei die Verwendung eines Fusionsproteins zur Ermittlung der 

Restriktionsäktivitäten, anstatt eines Co-Bombardments mit zwei auf separaten Plasmiden 

lokalisierten Reportergenen. Dadurch sollte sich ein geringerer statistischer Fehler bei der 

Auswertung ergeben, wodurch eine präzisere Beurteilung und Einschätzung der 

Funktionalität der SSE ermöglichen werden würde. In der vorliegenden Form kann pHT1 als 

generischer Vektor für die Insertion von nahezu jeder gewünschten Ziel-DNA zum Testen 

von Sequenz-spezifizierten Endonukleasen mittels Frame-shift-Mechanismus genutzt werden. 

Bei der Insertion von entsprechenden DNA-Fragmenten zwischen den 

Fluoreszenzreportergenen ist lediglich darauf zu achten, dass die Egfp-Sequenz bereits um ein 

bp versetzt ist und daher kein funktionales Leserasters aufweist. Durch die Insertion einer 

weiteren zusätzlichen Base infolge der DNA-Zielsequenz kann das System leicht auf einen +2 

bp-Versatz umgestellt werden. Die Funktionalität des genutzten Frame-shift-Mechanismus 

konnte anhand zweier Beispiele in Gerstenzellen demonstriert werden.  

Die im Fall von pHT3 ermittelte, vergleichsweise geringe Enzymaktivitätsrate von 

35,55 % und die oftmals nur schwache Intensität der Egfp-Emissionen können als Indikatoren 

für eine stattfindende, aber anscheinend eingeschränkte Restriktion der Zielsequenz durch die 

TALEN angesehen werden. Als Grund dafür kommen verschiedene mögliche Ursachen in 

Frage, deren individuelle Einflussnahmen zum vorliegenden Gesamtergebnis beitragen 

können. Die Architektur der TALEN-Bindedomänen entspricht mit mehr als 14 

Wiederholungsmodulen aus je 34 AS und einem halben Repeat von 20 AS pro 

Nukleaseeinheit dem damaligen Stand der Literatur und orientiert sich sehr stark an natürlich 

vorkommenden TALE-Proteinen (121, 36, 54, 138). Die guten Bindungseigenschaften der 

verwendeten RVD-Motive ist an einer Vielzahl von Arten belegt (36, 38). Allerdings ist die 

zugrunde liegende Codon-Nutzung der von Cermak et al. (2011) als „Konsens-Repeat“ 

eingesetzten Tal1c-Sequenz wahrscheinlich nicht optimal für eine Expression in 

Gerstenzellen. Ein Großteil der Resultate der Studie von Cermak et al. stammt von Versuchen 

mit Hefezellen. Die Autoren machen leider keine Angaben zur Mutagenesefrequenz der 

TALEN in A. thaliana, die als Vergleich für die hier erzielten Ergebnisse dienen könnten. Es 
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werden auch keine weiteren Aussagen bezüglich der genutzten Codons getroffen, eine 

Optimierung für Gerste liegt in jedem Fall nicht vor. Gleiches gilt für die Codon-Nutzung bei 

der FokIR-Domäne. Daher können artspezifische oder auch kontextabhängige Einflüsse, die 

in einer verminderten Bildung der TALEN-Proteine resultieren nicht vollständig 

ausgeschlossen werden. Auch die vor dem atg befindlichen Klonierungsnarben können sich 

auf die Expression auswirken, da der Transkriptionsstart stets möglichst nahe am Promotor 

lokalisiert sein und einen bestimmten Kontext aufweisen sollte (14). Die Architektur des 

TALE-Rückgrats entspricht ebenfalls zum Großteil dem Stand des Wissens. Die N- und C-

Termini der Proteine sind nur leicht verkürzt, wodurch eine gesteigerte Aktivität der TALEN 

erreicht werden soll (38). Zu stark verkürzte Abschnitte können deren Effizienz im Gegenzug 

jedoch auch erheblich beeinträchtigen, was im vorliegenden Fall allerdings eher 

unwahrscheinlich ist (123). Die Verknüpfung zur FokIR-Domäne fällt mit nur drei AS 

deutlich zu kurz aus. Für gewöhnlich wird ein Minimum von fünf bis sieben AS empfohlen 

um die korrekte Faltung und strukturelle Integrität des Proteins zu gewährleisten (5). Unter 

Umständen wird dies durch den mit 46 AS vergleichsweise großen C-Terminus der TALE-

Proteine kompensiert, ein Einfluss auf die Restriktion oder Bindung kann jedoch auch hier 

nicht vollkommen ausgeschlossen werden. Die vermutlich wesentliche Ursache für die 

geringe Restriktionsrate ist jedoch mit hoher Wahrscheinlichkeit die nicht vorhandene T0-

Base am 5´-Beginn der linksseitigen Bindungssequenz, über welche für gewöhnlich die 

initiale Kontaktaufnahme der TALE-Domäne dirigiert und die Bindung vermittelt wird (145, 

2, 36). Es existieren TALEN-Varianten die andere Basen am 5´-Ende der Zielsequenz 

registrieren (206) und Veröffentlichungen die das Erfordernis einer T0-Base auch 

grundsätzlich in Frage stellen (7). Die meisten Autoren empfehlen jedoch die Nutzung 

entsprechender Zielsequenzen und weisen auf die dringende Notwendigkeit der Base für eine 

effiziente Bindung der Proteine an die DNA hin (145, 2, 36). Infolge der fehlenden T0-Base 

könnte das Interaktionsvermögen der TALEN also durchaus auch sehr stark eingeschränkt 

sein, sodass es nur zu sehr wenigen vereinzelten Bindungen oder zufälligen 

Wechselwirkungen mit der DNA kommt. Dies spiegelt sich direkt in der geringen Anzahl an 

Egfp-exprimierenden Zellen und deren vergleichsweise schwachen Emissionen bei 

Verwendung des Vektors pHT3 wieder. Ein interessanter Versuch zur Überprüfung dieser 

Theorie wäre ein Vergleich der Restriktionsrate der ScCenH3α-spezifischen TALEN in 

Kombination mit einem Testvektor dessen Zielsequenz über beide T0-Basen verfügt. Die 

Wahrscheinlichkeit das sterische Probleme innerhalb des Fusionsproteins als Ursache für die 

geringe Intensität der Egfp-Fluoreszenz in Frage kommen ist gering, aber nicht vollkommen 
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auszuschließen. pHT4 nutzt das gleiche Reporterkonstrukt und zeigt dabei in einer Vielzahl 

von Zellen eine deutliche bis intensive Expression des Fusionsproteins. Den einzigen, 

möglicherweise einflussreichen Unterschied zu pHT3 stellt die bp-Abfolge zwischen dem 

Beginn der TALEN-Zielsequenz und dem Egfp-Gen dar. Die jeweils resultierenden AS 

können das Potential für ungewollte strukturelle Wechselwirkungen besitzen, welche die 

Intensität der Emission beeinträchtigen (205). Zu guter letzt bleibt die Frage bezüglich einer 

möglichen Kontextabhängigkeit der TALEN offen. Es gibt zahlreiche Berichte und Belege 

über eine z.T. unzureichende Funktionalität von synthetischen TALEN-Konstrukten in 

Wirtsorganismen (5, 36). Zudem kann davon ausgegangen werden, dass negative 

experimentelle Ergebnisse in der Literatur auch stark unterrepräsentiert sind. Oftmals 

verhalten sich Enzyme zudem anders als vorhergesagt und zeigen nicht die gewünschten 

Aktivitäten. Eine robuste und universell einsetzbare TALEN-Architektur existiert bislang 

nicht. Daher sind wirts- oder auch zellspezifische, kontextbasierende Einflüsse stets 

unvorhersagbare Faktoren bei allen Erstanwendungen. 

Mit den mlo-spezifischen TALEN konnten die besten Resultate innerhalb der 

Versuchsreihen erzielt werden. Bei den auf dem natürlichen Avirulenzfaktor Bs3 basierenden 

Endonukleasen handelt es sich um professionell gestaltete, kommerzielle TALEN der ersten 

Generation, die in ihrem Aufbau und ihrer Struktur dem damaligen Stand der Literatur 

entsprechen. Die Restriktionsrate von 70,3 % reflektiert die durchaus guten 

Bindungseigenschaften der je 15,5 Wiederholungsmodule bzw. genutzten RVD-Motive und 

belegt erstmals die Funktionalität der TALEN in Gerste. Die auch in diesem Fall verkürzten 

N- und C-Termini könnten sich dabei Vorteilhaft auf die Aktivität der TALE-Proteine 

auswirken (38). Die Spacer-Sequenz zwischen den beiden Bindungsabschnitten besitzt mit 15 

bp einen optimalen Umfang für die Dimerisierung der FokIR-Homodimere (5,36). Im 

Vergleich zu pHT3 verfügen die Verknüpfungsabschnitte zwischen den TALE- und 

Restriktionsdomänen mit sechs AS über eine ausreichende Größe (5). Dies steigert die 

Wahrscheinlichkeit für die korrekte Faltung der Proteine um den DNA-Strang, was die 

räumlichen Ausrichtung der Nukleasedomänen ggf. begünstigen und zu einer erleichterten 

Dimerisierung beitragen kann. Selbst solche eher geringfügige Faktoren können sich 

Vorteilhaft auf die Funktionalität der Endonukleasen auswirken, da neben der zentralen 

Bindedomäne vor allem die Rückgratarchitektur von TALEN im Allgemeinen eine wichtige 

Rolle bei der Wahrnehmung von Zielsequenzen spielt und deren Aktivität wesentlich 

mitbestimmt (38). Da dieses Paar, ebenso wie die cenH3α-spezifischen TALEN, bisher für 

keinerlei andere Experimente genutzt wurden, existieren keine direkt vergleichbaren 
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Ergebnisse. Trotz des durchaus guten Resultats von 70,3 % müsste man dennoch zunächst 

von einer zu erwartenden Egfp-Detektionsrate von 100 % ausgehen. Aufgrund der hohen 

Kopienanzahl an Plasmid-DNA-Molekülen pro Goldpartikel sollte entsprechend der 

Wahrscheinlichkeit in mehr oder weniger jeder transformierten Zelle auch eine Expression 

des Restriktionsindikators zu beobachten sein. Vorteilhafterweise ist dies nicht der Fall, da ein 

Vergleich von Rekombinationsfrequenzen mit dem vorliegendem Testsystem dann in den 

meisten Fällen nicht möglich wäre. Eine Ursache für die geringere Rate könnte bei der DNA-

Reparatur zu finden sein. Trotz der Fehleranfälligkeit sind die Mechanismen des NHEJ recht 

effizient und beheben Strangbrüche in den meisten Fällen fehlerfrei (12). Durch die hohe 

Kopienzahl an Testvektoren in den transformierten Zellen liegen zudem genügend homologe 

Sequenzen vor, die als Matrix für eine fehlerfreie, HD-vermittelte DNA-Reparatur genutzt 

werden können. Diese treten zwar generell sehr seltenen auf, sind aber nicht auszuschließen 

(8). Eine hohe Kopienzahl fördert zudem die schnellere Zersetzung der Fremd-DNA (14). 

Sollte es zu einer Mutation infolge einer fehlerhaften DNA-Reparatur kommen, muss diese 

weiterhin in einem Frame-shift mit dem entsprechenden bp-Versatz zur Wiederherstellung 

des Restriktionsreportergens resultieren. Eine erste Analyse von Zielsequenzmustern aus 

Gerstenzellen deutet darauf hin, dass bei etwa einem Drittel aller auftretenden Mutation 

tatsächlich ein Frame-shift erfolgt (Gurushidze et al., Manuskript in Vorbereitung). Ein von 

Johnson et al. entwickeltes Testsystem zur quantitativen Ermittlung von in planta 

Spaltungseffizienzen von Sequenz-spezifizierten Endonukleasen, welches ebenfalls auf der 

Korrektur einer Reportergensequenz beruht, konnte eine um das 6,3-fach gesteigerte Aktivität 

von TALEN mit heterodimeren FokIR-Domänen gegenüber TALEN mit homodimeren FokIR-

Domänen ermittelt werden (207). Die Autoren vermuten das Zielsequenzen von TALEN mit 

einem hohen Vorkommen an invertierten Sequenzwiederholungen nicht effizient von als 

Homodimer wirkenden TALE-Nukleasedomänen gespalten werden. Ein Vergleich dieser Art 

wäre auch mit dem hier vorliegenden Testsystem möglich. Die Nutzung von als Heterodimer- 

agierenden Nukleasedomänen könnte zu einer Steigerung der Rekombinationsfrequenzen 

beitragen. In einem in der Arbeitsgruppe parallel entwickelten und zu diesem hier ähnlichen 

Testverfahren wurde ein weiteres TALEN-Paar mit einer anderen Zielsequenz innerhalb von 

mlo untersucht (198). Dabei konnte eine durchschnittliche Restriktionsfrequenz von 42,0 % 

ermittelt werden. Auch hier zeigte sich, dass eine Restriktionsrate von 100 % nicht 

zwangsläufig erwartet werden kann. Dennoch ist es denkbar und wahrscheinlich, dass eine 

sehr effiziente Endonuklease eine 100 %-Rate erreichen wird. In diesem Zusammenhang 
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empfiehlt sich bspw. die Erprobung von RGEN-Konstrukten, welche sich zumeist durch hohe 

Restriktionsaktivitäten auszeichnen (36).  

Komplett anders verhält es sich im Fall des Testvektors pHT2 und den gfp-

spezifischen TALEN. Die Funktionalität und gute Aktivität der Endonukleasen in 

Gerstenzellen wurde mehrfach belegt, auch in der hier verwendeten Sommergerstensorte 

Golden Promise (129, 198). Im transienten Testsystem von Budhagatapalli et al. konnte eine 

Restriktionsaktivität von durchschnittlich 30,7 % ermittelt werden. Gurushidze et al. erzielte 

mit den TALEN eine Mutationsfrequenz von rund 22 %. Das Paar basiert auf der gleichen 

Rückgrat- und Bindedomänenarchitektur wie die mlo-spezifischen TALEN, denen eine 

effiziente Restriktion in planta bescheinigt werden konnten. Im Hefe-Hybridisierungstest des 

Herstellers erzielten die gfp-spezifischenTALEN einen Restriktionswert von 0,9 und wurden 

als „sehr gute Spalter“ ausgewiesen (197). Die ebenfalls für „sehr gut“ befundenen mlo-

spezifischen TALEN erhielten im Vergleich dazu einen Wert von 0,86 (201). Da eine 

Beeinträchtigung der TALEN-Expression, Einflüsse durch strukturelle Eigenheiten und 

kontextabhängige Wechselwirkungen als Ursachen für die nicht vorhandene Bildung des 

Restriktionsindikators ausgeschlossen werden können, ist der Fehler vorrangig beim 

Testvektor selbst zu suchen. Das Plasmid pHT2 nutzt prinzipiell den gleichen Mechanismus 

wie die anderen Testvektoren, jedoch bestehen mehrere bedeutsame Unterschiede die sich auf 

die Bildung von mCherry auswirken können. Zwei wesentliche Aspekte sind die vertauschte 

Abfolge der beiden Reportergene und die DNA-Zielsequenz der gfp-spezifischen TALEN, die 

sich in diesem Fall nicht infolge sondern innerhalb der Sequenz des ersten Reporters befindet. 

Kommt es infolge einer DSB-Induktion im knapp hinter der Hälfte der Gensequenz liegende 

Zielabschnitt zu dem gewünschten Frame-shift befindet sich ein großer Teil der hinteren 

Egfp-Sequenz partiell außerhalb des exprimierten Leserasters. Die stattdessen gebildete, etwa 

115 AS umfassende non-sense-Sequenz zwischen den Reportern könnte zu schwerwiegenden 

und weitreichenden sterischen Problemen führen, welche die strukturelle Integrität des 

Fusionsproteins kompromittieren. Der genutzte -2 bp Frame-shift sollte keinen großen 

Unterschied zum -1 bp Frame-shift der anderen Testvektoren ausmachen. Genaue Analysen 

zur Häufigkeit bestimmter Mutationen liegen bislang nicht vor, bestätigt ist jedoch das die 

auftretenden Mutationen alle Arten von Variationen umfassen (130)(Gurushidze et al., 

Manuskript in Vorbereitung). Daher sollte zumindest in einigen Zellen eine geringe 

Expression detektierbar sein. Die Eignung einer mit dem Testvektor pHT2 ermittelten 

Aktivitätsrate als Maß- und Richtgröße zur Beurteilung der anderen Endonukleasepaare wäre 

fraglich, da die strukturellen Unterschiede im Vergleich mit den anderen Testvektoren zu 
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Umfangreich sind. Eine Möglichkeit zur Überwindung der Probleme wäre eine Umgestaltung 

des Testvektors nach dem Vorbild von pHT3 und pHT4. Dazu bedarf es eines weiteren 

Reportergens und lediglich der Zielsequenz der gfp-spezifischen TALEN. 

Ein angestrebter direkter Vergleich der Intensitäten der Reportergenemissionen zur 

quantitativen Ermittlung von Restriktionsaktivitäten anhand nur einer oder weniger Zellen 

war leider nicht möglich. Die Idee bestand darin das stets gleiche Mengenverhältnis der 

Reporter-DNA in einer Zelle zu nutzen und die Intensitäten der Fluoreszenz ins Verhältnis zu 

einander zu setzen. Damit hätte eine vermutlich recht präzise Aussage über den prozentualen 

Anteil an Plasmidmolekülen die das Fusionsprotein bilden getroffen werden können. Da die 

Anregung der Proben zur Messung der Egfp- und mCherry-Emissionen mit zwei 

verschiedenen Lasern in unterschiedlichen Wellenlängenbereichen und die Detektion 

ebenfalls durch verschiedene Passfilter erfolgt ist ein solcher direkter Vergleich mit dem zur 

Verfügung stehenden Mikroskopiesystem nicht möglich. Die Berechnung des Intensitätswerts 

erfolgt erst im Anschluss an die Messung anhand des erfassten Bildpunktes. Für einen 

Vergleich müsste in jeder Zelle ein interner Standard der beiden Reporter mitgeführt werden, 

was nicht möglich ist. Dies wurde auf Rückfrage vom Hersteller Zeiss (Jena) bestätigt. 

Gemeinsam mit dem in der Arbeitsgruppe parallel entwickelten Ansatz (198) sind die 

durchgeführten Arbeiten ein erster Versuch zur Etablierung eines vielseitigen, modularen und 

leicht zu handhabenden in vivo Testsystems für Kulturpflanzen, welches sich für alle 

Plattformen von Sequenz-spezifizierbaren Endonukleasen eignen sollte. Mit dem generischen 

Testvektor pHT1 konnte ein neuartiges und nützliches Werkzeug mit vielseitigen 

Anwendungsmöglichkeiten in der Grundlagen- und angewandten Forschung im Bereich des 

pflanzlichen Genome Engineering geschaffen werden, welches zum besseren Verständnis von 

Kontextabhängigkeiten oder Fragen bezüglich Endonukleasearchitekturen beitragen kann. 

Der Vektor kann als schneller und reproduzierbarer Indikator vor langfristigen Studien 

genutzt werden und damit evtl. helfen den Umfang von Mutationszüchtungen besser 

einschätzen zu können oder sogar zu reduzieren. Neben der Feststellung von in planta 

Restriktionsaktivitäten können bspw. Plasmide zur Ermittlung eines Interaktionspotentials 

von synthetischen Endonukleasen mit nichtziel-Sequenzen generiert werden, die dabei helfen 

könnten molekulare Zusammenhänge aufzuklären. Die Klonierung einer neuen Zielsequenz in 

den Basistestvektor ist in jedem Fall schneller, günstiger und einfacher als die Generierung 

eines neuen TALEN-Paars. Im nächsten Schritt sollte eine Überprüfung der Tauglichkeit im 

Zusammenhang mit RGEN erfolgen. Durch die Möglichkeit zum einfachen Austausch der 
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Promotorsequenz kann der Vektor zudem mit nur einem Klonierungsschritt für Versuche in 

weiteren Kulturpflanzen optimiert werden. Theoretisch wäre sogar ein Einsatz in 

Hochdurchsatzverfahren denkbar, bspw. mittels Durchfluss-zytometrisch analysierter 

Pollenkulturen. Die Autoren Kim et al. nutzen ein zu diesem hier nahezu identisches 

Testsystem für Versuche in humanen Leberzellen, die mittels Durchfluss-Zytometrie 

analysiert werden (208). 
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