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1 Einleitung 

 
Die Desoxyribonukleinsäure (DNA) ist Träger der Erbinformation aller 

lebenden Organismen (Sutton, 1903; Boveri, 1904). Auf Grund seiner chemischen 

Zusammensetzung ist dieses Molekül jedoch sehr reaktiv. Spontane Hydrolysen, 

Oxidationen und nicht-enzymatische Methylierungen können sich unter 

physiologischen Bedingungen ereignen (Lindahl, 1993). Neben diesen endogenen 

Ursachen können auch Faktoren exogenen Ursprungs die Erbinformation schädigen. 

Daher ist die Integrität der genetischen Information ab initio gefährdet (Bray & West, 

2005).  

Eine Vielzahl schädigender Faktoren führt zu einem umfangreichen Spektrum 

an DNA-Schäden. Die biologischen Konsequenzen dieser Schäden hängen dabei 

von der chemischen Natur des ursächlichen Faktors ab (Britt, 1999; Tuteja et al., 

2001). Ein DNA-schädigendes Agens kann mutagene oder cytotoxische Läsionen 

hervorrufen, wobei die Toxizität oder Mutagenität einer DNA-Schädigung von der 

Effizienz ihrer Beseitigung durch die betroffene Zelle abhängt (Britt, 1999). Um 

diesen Faktoren entgegenzuwirken, sind daher bereits früh im Laufe der Evolution 

Mechanismen entwickelt worden, welche die strukturelle und funktionelle Integrität 

der Erbinformation zu wahren helfen oder wieder herzustellen vermögen 

(Hoeijmakers, 2001). Man findet daher bei allen Organismen komplexe und oft hoch 

konservierte Signalwege, welche Schäden an der DNA erkennen und deren 

Reparatur einleiten (Kolodner et al., 2002; Wyman & Kanaar, 2006). 

 

Pflanzen sind auf Grund ihrer sessilen und photoautotrophen Lebensweise in 

besonderem Maße einer Vielzahl von Umweltfaktoren ausgesetzt, welche ihre 

Erbinformation beschädigen können. Eine weitere Besonderheit im Gegensatz zu 

anderen höheren Eukaryoten besteht darin, dass Pflanzen keine prädeterminierte 

Keimbahn besitzen. Undifferenzierte meristematische Zellen durchlaufen viele Zyklen 

der DNA-Replikation und Zellteilung, bevor aus einigen von ihnen Gameten 

entstehen. Somit können Mutationen in der Keimbahn fixiert und an die nächste 

Generation weitergegeben werden (McClintock, 1984; Walbot, 1985; Das et al., 

1990). Daher ist eine effiziente Beseitigung von DNA-Schäden bei Pflanzen 

einerseits von besonderer Bedeutung zur Wahrung der genetischen Stabilität, 

andererseits wird durch eine fehlerbehaftete Reparatur die Plastizität des 
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Pflanzengenoms und damit die Anpassungsfähigkeit an sich ändernde 

Umweltbedingungen erhöht. Im Gegensatz zu anderen Eukaryoten müssen sich bei 

Pflanzen Mutationen in somatischen Zellen zunächst auf zellulärer Ebene bewähren, 

bevor sie Eingang in die Keimbahn finden können (Walbot, 1985). Eine 

fehlerbehaftete Reparatur von DNA-Schäden stellt somit eine Triebkraft zur Genom-

Evolution dar. 

 

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden spezifische Fragestellungen 

hinsichtlich der Mechanismen bearbeitet, mit welchen Pflanzen die gefährlichsten 

aller DNA-Schäden – Doppelstrangbrüche – reparieren. Aus diesem Grund wird auf 

eine Diskussion der ohne Zweifel essentiellen Wege zur Beseitigung anderer 

Schäden an der Erbinformation an dieser Stelle verzichtet. Viele der Erkenntnisse 

über die Mechanismen der Reparatur von Doppelstrangbrüchen und die daraus 

abgeleiteten Modelle basieren auf Studien in Prokaryoten und Hefen, daher sei 

darauf hingewiesen, dass die in den folgenden Kapiteln beschriebenen 

Reparaturwege nicht als Pflanzen-spezifisch angesehen werden können. Vielmehr 

soll der gegenwärtige Kenntnisstand auf diesem Gebiet insoweit in verallgemeinerter 

Form aufgezeigt werden, um basierend darauf die bisher in diesem Bereich für 

Pflanzen gewonnenen Erkenntnisse einordnen zu können.  

 

1.1 Doppelstrangbrüche – Reparatur durch Rekombination 

Doppelstrangbrüche (DSBs) können durch verschiedene exogene und 

endogene Faktoren hervorgerufen werden (Abbildung 1.1). Einerseits stellen DSBs 

die gefährlichsten Beschädigungen der Erbinformation dar, da sie nicht nur lokal zu 

Mutationen führen können, sondern auch zu erheblichen Genomveränderungen, wie 

Verlust der Heterozygotie, Aneuploidie, Deletionen oder Translokationen. Da nur 

intakte Genome repliziert werden können, ist es von entscheidender Bedeutung für 

die strukturelle Integrität eines Genoms und das Überleben einer Zelle, dass DSBs 

effizient repariert werden. So wurde für Saccharomyces cerevisiae beschrieben, dass 

selbst ein einzelner DSB in einem nicht-essentiellen Gen lethal sein kann (Bennett et 

al., 1993 & 1996). Auf der anderen Seite treten DSBs während der Meiose auch 

programmiert im Kerngenom von Eukaryonten auf (Übersicht in: Roeder, 1997). Erst 

diese induzierten Doppelstrangbrüche ermöglichen einen ungestörten Ablauf dieses 

Vorgangs. Zur Reparatur dieser Brüche werden Teile homologer Chromosomen neu  
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Abbildung 1.1: Ursachen für Doppelstrangbrüche (DSBs). Doppelstrangbrüche lassen sich sowohl 
auf endogene als auch exogene Faktoren zurück führen. Kollabierte Replikationsgablen, Reparatur-
Endonukleasen, Nebenprodukte des Metabolismus (wie z.B. reaktive Sauerstoffspezies) oder die 
Transposition mobiler genetischer Elemente können als endogene Faktoren DSBs hervorrufen. 
Zudem treten während der Meiose programmierte DSBs auf, die für den korrekten Ablauf dieses 
Prozesses essentiell sind. Auch exogene Faktoren, wie Chemikalien oder ionisierende Strahlung 
können zu Doppelstrangbrüchen führen. Nach Bleuyard et al., 2006 (verändert). 
 
 

 

miteinander verknüpft. Diese Neuverknüpfung genetischer Information wird auch als 

Rekombination bezeichnet. Die Rekombination zwischen Allelen der parentalen 

Chromosomen in der Meiose ist die Grundlage für die genetische Diversität der 

Organismen (Shin et al., 2004; Whitby, 2005). Auch die Entstehung variabler 

Regionen von leichten und schweren Ketten des Säugetier-Immunglobulins (Gellert, 

2002; Roth, 2003) sowie der Paarungstypwechsel der Hefe Saccharomyces 

cerevisiae sind auf die gezielte Induktion von Doppelstrangbrüchen zurück zu führen 

(Haber, 1998). 

 

Im Gegensatz zu allen anderen DNA-Schäden steht zur Reparatur von DSBs 

nicht der Komplementärstrang als Matrize für die Reparatur zur Verfügung. Zur 

Beseitigung dieser Brüche müssen DNA-Moleküle neu miteinander verknüpft 

werden. Grundsätzlich kennt man zwei Arten von Rekombinations-Prozessen, 

welche der Reparatur von Doppelstrangbrüchen in somatischen Zellen dienen 

(Leach, 1996). 

 

Zum Einen können DNA-Moleküle im Bereich gleicher Sequenzabfolgen 

(„Homologien“) verknüpft werden. Dieser Vorgang wird als „homologe 

Rekombination“ (HR) bezeichnet. Diese ist meistens konservativ, da nach dem 

Reparatur-Ereignis die Sequenz exakt der ursprünglich an dieser Stelle vorhandenen 
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Sequenz entspricht. Die biologische Bedeutung der homologen Rekombination in 

somatischen Zellen besteht darin, die genetische Information zu wahren und 

Mutationen zu verhindern. Die homologe Rekombination ist der Hauptweg zur 

Reparatur von Doppelstrangbrüchen bei Bakterien und bei einzelligen Eukaryoten 

(Camerini-Otero & Hsieh, 1995; West, 1997; Mosig, 1998).  

 

Die zweite Möglichkeit zur Reparatur von Doppelstrangbrüchen ist nicht auf 

das Vorhandensein von Sequenz-Homologien angewiesen. Dieser Vorgang ist in der 

Regel mutagen, da sich nach der Verknüpfung der DNA-Enden die Sequenz von der 

ursprünglichen unterscheidet. Diese „nicht-homologe Rekombination“ (NHR) wird 

daher der HR als nicht-konservativ gegenübergestellt. Sie wird auf Grund ihrer 

Eigenschaft, nicht zueinander homologe Enden zu verknüpfen, als „Non-

Homologous End-Joining“ (NHEJ) bezeichnet. NHEJ ist der dominierende DSB-

Reparaturweg in somatischen Zellen höherer Eukaryoten wie Säugern und Pflanzen.  

 

In allen bislang untersuchten Organismen wurde das Vorhandensein beider 

Wege zur Beseitigung von DSBs gefunden (Übersicht in: Cromie et al., 2001). Die 

Häufigkeit ihrer Verwendung hängt allerdings signifikant mit der Größe der zu Grunde 

liegenden Genome, den zur Verfügung stehenden Proteinen sowie nicht zuletzt von 

der Sequenz-Umgebung eines Doppelstrangbruches zusammen (Übersicht in: 

Shrivastav et al., 2008). Es wird diskutiert, dass auf Grund der großen Zahl repetitiver 

Sequenzen in der Erbinformation höherer Eukaryoten die homologe Rekombination 

zu einer Instabilisierung des Genoms führen würde und daher das NHEJ trotz seines 

nicht-konservativen Charakters bevorzugt wird (Sonoda et al., 2006). Weitere 

Faktoren, wie der Entwicklungszustand von Zellen in mehrzelligen Eukaryonten 

(Boyko et al., 2006; Orii et al., 2006) oder der Zellzyklus (Lee et al., 1997; Aylon et 

al., 2004; Chen et al., 2005, Delacôte & Lopez, 2008) nehmen ebenfalls Einfluss auf 

die Verwendung von HR oder NHEJ.  

 

An der Prozessierung von DSBs sind zahlreiche Proteine beteiligt und 

konkurrieren um die freien Enden. In der Literatur wird zunehmend die Auffassung 

vertreten, dass die Reparaturmechanismen nicht als vordefinierte Wege zur 

Reparatur eines DSBs zu verstehen sind, sondern vielmehr als ein dynamischer 

Prozess, bei welchem abhängig von der Verfügbarkeit homologer Sequenzen oder 
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Mikrohomologien sowie der Präsenz verschiedener Protein-Faktoren ein Wettbewerb 

um diese freien Enden entsteht. Die DSB-Reparatur ist demnach als ein 

multifaktorieller Prozess aufzufassen, welcher zumindest zu Beginn kein präzise 

vorhersagbares Ergebnis hat. Erst nach mehreren enzymatischen Schritten sind die 

DSB-Enden in einer Weise prozessiert und entsprechende akzessorische Faktoren 

rekrutiert, so dass ein bestimmter Weg „beschritten“ wird (Kim et al., 2005; 

Übersichten in: Haber, 2000; Wyman & Kanaar, 2006; Shrivastav et al., 2008). 

Übergeordnete Regulationsmechanismen erlauben zudem eine Modulation der DSB-

Reparaturmechanismen durch die Integration von perzipierten Umwelteinflüssen 

(Schuermann et al., 2005). 

 

Im Rahmen der vorliegenden Dissertation wurde zum Einen eine 

mechanistische Fragestellung zur DSB-Reparatur in Pflanzen bearbeitet und zum 

Anderen wurde eine Methode entwickelt, um die Effizienz der Doppelstrangbruch-

Reparatur durch NHEJ zu quantifizieren (siehe Kapitel 1.5). Um eine bessere 

Übersichtlichkeit zu gewährleisten, werden in den folgenden beiden Kapiteln 

zunächst die beiden verschiedenen der DSB-Reparatur zu Grunde liegenden 

Rekombinations-Mechanismen anhand der aktuellen Modelle beschrieben. Im 

Anschluss daran (Kapitel 1.4) werden alle relevanten bisher publizierten 

Untersuchungen hierzu an Pflanzen diskutiert.  

 

1.2 Homologe Rekombination 

Die Bezeichnung „homologe Rekombination“ wird generell zur Beschreibung 

der Interaktion von DNA-Molekülen verwendet, welche identische Sequenzen 

aufweisen. Bei der Beschreibung der HR muss zwischen konservativer und nicht-

konservativer HR unterschieden werden. Durch die konservative homologe 

Rekombination können DSBs akkurat repariert werden, wobei homologe 

Sequenzinformation von verschiedenen Orten eines Genoms (Abbildung 1.2) zur 

Reparatur dienen können (Inbar et al., 2000). Hierbei wird vorzugsweise die 

homologe Sequenz des Schwesterchromatids verwendet (Kadyk & Hartwell, 1992; 

Dronkert et al., 2000; Gonzalez-Barrera et al., 2003). DSBs können aber auch durch 

allelische Rekombination mit dem homologen Chromosom repariert werden (Palmer 

et al., 2003). Des Weiteren können homologe Sequenzen von völlig anderen Stellen 

im Genom zur Reparatur durch Rekombination herangezogen werden: dieser 
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Abbildung 1.2: Homologe Sequenzen an verschiedenen Positionen im Genom können als Matrize 
zur Reparatur von DSBs dienen. Aus Puchta, 2005 (verändert).  

 

 

Prozess wird als ektopische Rekombination bezeichnet (Inbar & Kupiec, 1999; Aylon 

& Kupiec, 2003). Die nicht-konservative homologe Rekombination beschreibt 

Ereignisse, bei welchen zwar homologe Sequenzen für die Reparatur verwendet 

werden, es jedoch trotzdem zu Sequenzveränderungen kommt (siehe unten).  

 

Die sequentiellen Schritte der homologen Rekombination sind inzwischen 

weitestgehend bekannt und können in drei Stadien untergliedert werden 

(Übersichten in: Pâques & Haber, 1999; West, 2003; Aylon & Kupiec, 2004, Heyer et 

al., 2006; Li & Heyer, 2008; San Filippo et al., 2008):  

1. Prä-Synapsis: Bildung rekombinationsfähiger Enden durch nukleolytische 

Prozessierung und Ausbildung eines Nukleoproteinfilamentes, welches nach 

Sequenz-Homologien sucht,  

2. Synapsis: Ausbildung einer physikalischen Verbindung durch Stranginvasion in 

die doppelsträngige homologe Donorsequenz, wodurch ein Heteroduplex [„D-loop“] 

entsteht, gefolgt von der DNA-Synthese, 

3. Postsynapsis: Reparatur-Synthese des invasierenden Stranges durch Ligation 

von dessen 3´-OH-Ende und Auflösung der Rekombinations-Intermediate. 

 

1.2.1 Modelle zur Beschreibung der homologen Rekombination 

 Im Jahre 1964 postulierte Robin Holliday eines der ersten Modelle für den 

Mechanismus der meiotischen homologen Rekombination in Hefe (Holliday, 1964). 

Nach diesem Modell treten Einzelstrangbrüche an homologen Stellen auf und zwei 
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Abbildung 1.3: Das DSBR-Modell der homologen Rekombination. Die Enden eines DSBs werden 
exonukleolytisch prozessiert, anschließend erfolgt eine Stranginvasion eines der beiden 
überhängenden einzelsträngigen 3´-Enden des DSBs in eine homologe Sequenz (Donor-Duplex), 
wodurch es zur Ausbildung eines D-Loops kommt. Das freie 3´-OH-Ende der invasierenden Sequenz 
dient als Primer für die DNA-Synthese. Die verdrängte Duplex-Sequenz paart mit dem nicht-
invasierenden Rezipientenstrang. Durch die fortschreitende DNA-Synthese kommt es zu einer 
Ausweitung des D-Loops („Branch Migration“). Nach Beendigung der DNA-Synthese werden die freien 
DNA-Enden ligiert, womit der DSB beseitigt ist. Erst eine Auflösung der dabei entstandenen 
Rekombinations-Intermediate (doppelte „Holliday-Junctions“) beendet den Reparaturprozess. Je nach 
Orientierung (grüne bzw. gelbe Pfeile) der dafür erforderlichen Schnitte zueinander kommt es zur 
Genkonversion (gleiche Orientierung) oder zu Crossover (unterschiedliche Orientierung). In jedem 
Falle werden homologe Sequenzen zwischen den Rekombinations-Partnern ausgetauscht.  
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Abbildung 1.4: Das Synthesis-Dependent Strand-Annealing (SDSA)-Modell trägt der 
Beobachtung Rechnung, dass die Häufigkeit von Crossover-Ereignissen sowohl bei mitotischer als 
auch bei meiotischer HR geringer ist, als vorhergesagt (Nassif et al., 1994). Nach diesem Modell findet 
die Invasion eines der beiden durch den DSB frei vorliegenden Enden des Akzeptormoleküls in die 
homologe Donor-Sequenz statt, während das andere Ende am verdrängten Strang des Heteroduplex 
binden und verlängert werden kann. Nach erfolgter DNA-Synthese wird der invasierende Strand mit 
dem zwischenzeitlich nukleolytisch prozessierten 5´-Ende des anderen Strangs verknüpft, wobei das 
Intermediat durch Basenpaarungen beider verlängerter Sequenzen stabilisiert wird. Die vorhandenen 
Lücken werden durch Reparatur-Synthese geschlossen und abschließend ligiert. Wird nur einer der 
beiden Stränge des Akzeptormoleküls verlängert (One-sided Invasion, OSI-Modell), können die 
Enden auch durch NHEJ verknüpft werden. Das SDSA-Modell kann Genkonversionen am Besten 
erklären, da keinerlei Crossover stattfindet.  

 
 

Heteroduplexe im Donor- und Rezipientenstrang werden gebildet (Holliday, 1964; 

Aylon & Kupiec, 2004). Mit Hilfe dieses Modells konnten jedoch nicht alle bei der 

Bäckerhefe auftretenden meiotischen Rekombinationsprodukte erklärt werden. 

Basierend auf dem Modell von Holliday entwickelten Szostak et al. (1983) das 

Doppelstrangbruch-Reparatur (DSBR)-Modell (Abbildung 1.3). Mit Hilfe dieses 

Modells können nicht nur Genkonversionen, sondern auch Crossover-Ereignisse 

erklärt werden. Seitdem wurden anhand molekulargenetischer Daten weitere Modelle 
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zur Erklärung der homologen Rekombination entwickelt (Übersichten in: Pâques & 

Haber, 1999; Krogh & Symington, 2004). 

 
Das Synthesis-Dependent Strand-Annealing (SDSA)-Modell (Abbildung 

1.4) trägt der Beobachtung Rechnung, dass die Häufigkeit von Crossover-

Ereignissen sowohl bei mitotischer als auch bei meiotischer HR geringer ist, als 

vorhergesagt (Nassif et al., 1994). Dieses Modell kann Genkonversionen am Besten 

erklären, da keinerlei Crossover-Ereignisse stattfinden. Nach diesem Modell wird 

eine homologe Sequenz-Information in den DSB kopiert, ohne in der Donor-Sequenz 

verloren zu gehen (Gloor et al., 1991). SDSA gilt als der vorherrschende 

Mechanismus der HR in somatischen Zellen (Nassif et al., 1994; Chiurazzi et al., 

1996; Ray & Langer, 2002; Rubin & Levy, 1997; Puchta, 1998a). Mit Hilfe dieses 

Modells lassen sich auch Sequenz-Insertionen erklären (Abbildungen 1.4 und 1.9), 

welche formal dem NHEJ zuzurechnen sind. 

 

Das Single-Strand Annealing (SSA)-Modell (Abbildung 1.5; Lin et al., 1984 

& 1990) beschreibt den oben genannten Mechanismus der nicht-konservativen 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 1.5: Das Single-Strand Annealing (SSA)-Modell beschreibt den Mechanismus der nicht-
konservativen homologen Rekombination. Hierbei tritt ein DSB zwischen zwei identischen 
(homologen) Sequenzen gleicher Orientierung auf. Beide Strangenden werden exonukleolytisch 
prozessiert und es kommt zur Paarung der homologen Sequenzen. Ungepaarte einzelsträngige DNA 
wird durch Nukleasen abgebaut und die Lücken durch Reparatursynthese geschlossen und 
anschließend ligiert. Bei dieser Art der Reparatur kommt es zu einem Verlust von der den DSB 
flankierenden als auch einer der beiden homologen Sequenzen. 
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homologen Rekombination. Hierbei tritt ein DSB zwischen zwei identischen 

(homologen) Sequenzen auf. Bei dieser Art der Reparatur kommt es zu einem 

Verlust von der den DSB flankierenden als auch einer der beiden homologen 

Sequenzen (Pfeiffer et al., 1994 & 2000). 

 

Break-induced Replication (BIR): dieses Modell (Abbildung 1.6) erklärt sehr 

lange Genkonversionen, die mehrere hundert Kilobasenpaare umfassen können. Es 

wird diskutiert, dass der BIR-Mechanismus eine Rolle bei der Telomer-Erhaltung in 

Abwesenheit von Telomerase spielt (Lundblad & Blackburn, 1993; Lydeard et al., 

2007; Übersicht in: McEachern & Haber, 2006). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 1.6: Break-induced Replication (BIR) beschreibt einen Mechanismus, welcher sehr 
lange Genkonversionen von mehreren hundert Kilobasen Länge erklärt. Hierbei kommt es zu einer 
Stranginvasion eines DSB-Endes und zur Ausbildung einer Replikationsgabel, wobei die DNA-
Synthese Richtung distal des Centromers stattfindet. Es wurde gezeigt, dass nach der ersten 
Stranginvasion das verlängerte DSB-Ende auf der Suche nach einem komplementären Ende 
mehrfach aus dem migrierenden D-Loop entweicht und an anderer Stelle mit Hilfe von 
Sequenzhomologien eine Reinvasion stattfinden kann, wenn kein zweites freies Ende vorliegt (Smith 
et al., 2007). Dieser Mechanismus wird auch als „Template Switching“ bezeichnet. Erst nach 
mehrfachem „Template Switching“ kommt es zu einer Erhöhung der Prozessivität bei der DNA-
Synthese.  
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1.3 Non-Homologous End-Joining (NHEJ) 

Dieser Mechanismus ist ein schneller und effizienter Weg zur Reparatur von 

DSBs, welcher in allen Organismen konserviert ist und insbesondere in den 

somatischen Zellen höherer Eukaryoten zur DSB-Reparatur beiträgt (Sargent et al., 

1997; Hefferin & Tomkinson, 2005; Clejan et al., 2006; Übersichten in: Critchlow & 

Jackson, 1998; Lieber et al., 2003; Aylon & Kupiec, 2004; Burma et al., 2006; Riha et 

al., 2006; Pitcher et al., 2007; Shuman & Glickman; 2007). 

Erste Berichte über diesen Reparaturweg finden sich bei Pellicer (1980) und 

Perucho (1980). Genauere Untersuchungen des NHEJ-Weges fanden in den 

folgenden Jahren in Säugerzellen (Wilson et al., 1982; Roth et al., 1985; Roth & 

Wilson, 1986; Übersicht in: Roth & Wilson, 1988), an Xenopus–Oocyten (Pfeiffer & 

Vielmetter, 1988; Thode et al., 1990; Lehman et al., 1994; Pfeiffer et al., 1994) und in 

Hefen (Goedecke et al., 1994; Kramer et al., 1994) statt. In Pflanzen wurden 

Untersuchungen zum NHEJ meist anhand der Integration von Transgenen (meist T-

DNAs) untersucht (Matsumoto et al., 1990; Mayerhofer et al., 1991; Gheysen et al., 

1991; Hiei et al., 1994; Ohba et al., 1995; Papp et al., 1996; Iglesias et al., 1997; 

Takano et al., 1997; Krizkova & Hrouda, 1998; Kohli et al., 1999; Übersicht in: 

Tinland, 1996). Außerdem wurde das Rekombinations-Verhalten zwischen 

linearisierten Plasmid-Sequenzen (Gorbunova & Levy, 1997), die Zirkularisierung 

extrachromosomaler T-DNAs (Bakkeren et al., 1989) und Deletionen an definierten 

Stellen im Pflanzengenom (Wessler et al., 1990; Shirley et al., 1992) untersucht. 

 

1.3.1 Allgemeiner Ablauf des Non-Homologous End-Joining 

Den ersten Schritt des NHEJ stellt das Binden spezifischer Proteine an die 

DNA-Enden des Doppelstrangbruchs dar, wodurch zum Einen ein nukleolytischer 

Abbau, der zu einem Verlust genetischer Information führen würde, verhindert wird 

und zum Anderen ein Kontakt zwischen den DNA-Enden über diese Proteine 

hergestellt wird (West et al., 2002). Dies unterscheidet das NHEJ grundlegend von 

der homologen Rekombination, bei der die Verknüpfung der Enden erst durch einen 

exonukleolytischen Abbau der 5’-Enden und somit der Bildung von einzelsträngigen 

3’-Überhängen möglich wird (Hefferin & Tomkinson, 2005; Sonoda et al., 2006).  

Anschließend werden die Enden, sofern sie kompatibel zueinander sind, 

religiert. Sind die DSB-Enden inkompatibel, erfolgt eine exonukleolytische 

Prozessierung der Enden, so dass 3’-Hydroxyl- und 5’-Phosphatgruppen gebildet  
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Abbildung 1.7: Verschiedene Verknüpfungsarten beim Non-Homologous End-Joining (NHEJ). 
Komplementäre (A) oder glatte (B) DNA-Enden werden durch einfache Ligation repariert. (C) Bei 
einem glatten Ende und einem Ende mit 5`-Überhang ist eine Auffüllsynthese des 3`-Endes 
notwendig, um zwei glatte Enden zu erhalten, die dann direkt ligiert werden können. (D) Die 
Verknüpfung nach diesem Modell wird durch Basenpaarungen zwischen Mikrohomologien beider 
DSB-Enden eingeleitet und durch DNA-Synthese und Ligation abgeschlossen. (E) Sind zwei 5´-
Überhänge vorhanden, wird durch DNA-Synthese ein glattes Ende erzeugt. Durch die Aktivität der 
Terminalen Nukleotid Transferase (TNT) wird ein Nukleotid an das glatte DSB-Ende angehängt. 
Dieses Nukleotid ermöglicht die Paarung mit dem anderen DNA-Ende. Die verbleibende Lücke wird 
durch DNA-Synthese aufgefüllt, anschließend erfolgt die Ligation. (F) Ist bei beiden DSB-Enden eine 
Mikrohomologie vorhanden, kann der Bruch durch einen dem SSA-Mechanismus ähnlichen Prozess 
ablaufen. Die nicht homologen DNA-Abschnitte werden nach der Basenpaarung der homologen 
Bereiche entfernt und die Lücken durch DNA-Synthese geschlossen. (G) Die Verknüpfung des DSBs 
wird durch Ligation zweier herausragender Einzelsträngen (ein 5`-Überhangende und ein 3`-
Überhangende) eingeleitet und durch das Auffüllen der Lücke über DNA-Synthese beendet. In den 
Fällen (D - G) kommt es zu Sequenzveränderungen. Nach Tsukamoto & Ikeda, 1998; Pastwa & 
Blasiak, 2003 (verändert). 

 
 

werden (Lieber et al., 2003; Downs & Jackson, 2004; Bray & West, 2005; Hefferin & 

Tomkinson, 2005; Wyman & Kanaar, 2006). Die Überhänge werden durch Paarung 

von wenigstens einem Basenpaar verknüpft und entstandene Lücken durch 

Reparatur-Synthese aufgefüllt oder einige überstehende Basen entfernt. Schließlich 

erfolgt eine Ligation, so dass intakte DNA-Stränge mit Insertionen oder Deletionen 

entstehen (Moore & Haber, 1996; Pipiras et al., 1998). Abhängig von Struktur und 

Sequenz der DNA-Enden kann es zu unterschiedlichen Arten der Verknüpfung 
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kommen, die in Abbildung 1.7 dargestellt sind. Zahlreiche Untersuchungen in 

verschiedenen Organismen zeigen zudem, dass auch Sequenz-Informationen von 

andern genomischen Loci in den Bruch kopiert werden können (zum Mechanismus: 

siehe Abbildung 1.9).  

 

1.4 Untersuchungen zur DSBR in höheren Pflanzen 

Zahlreiche Untersuchungen an Bakterien, Hefen und tierischen Zellen haben 

zu einem erheblichen Teil zum Verständnis von DSB-Reparaturmechanismen 

beigetragen. In den letzten 20 Jahren wurde diesen Prozessen in Pflanzen 

zunehmend mehr Interesse entgegengebracht. Untersuchungen zur DNA-

Rekombination bei Pflanzen sind insofern von besonderer Signifikanz, da diese, wie 

eingangs diskutiert, keine prädeterminierte Keimbahn besitzen und somit genetische 

Veränderungen in meristematischem Gewebe vor der Blütenbildung in der Keimbahn 

fixiert werden kann (McClintock, 1984; Walbot, 1985; Das et al., 1990). Die Analyse 

somatischer Rekombination ist auch deshalb von entscheidender Bedeutung, da die 

Herstellung transgener Pflanzen in der Regel auf der stabilen genetischen 

Transformation somatischer Zellen beruht. Jedes Einbringen von neuer Sequenz-

Information erfordert den Austausch von DNA-Molekülen – daher ist ein Verständnis 

der zu Grunde liegenden Mechanismen essentiell zur Erarbeitung effizienterer 

Methoden zur gerichteten Transgen-Integration. In verschiedenen Arbeiten wurden 

zunächst extrachromosomale Rekombinations-Ereignisse untersucht, um die der 

DSB-Reparatur zu Grunde liegenden Mechanismen in Pflanzen zu charakterisieren. 

 

1.4.1 Extrachromosomale Rekombination 

 Die einfachste und schnellste Art, DNA-Rekombinationsmechanismen in 

planta zu untersuchen, ist das Einbringen extrachromosomaler DNA in somatische 

Pflanzenzellen und die Untersuchung ihres Rekombinations-Verhaltens. Hierdurch 

konnten zahlreiche grundlegende Merkmale der HR und des NHEJ in Pflanzen 

aufgeklärt werden (Puchta, 2005).  

 

1.4.1.1 Extrachromosomale homologe Rekombination 

 Zur Untersuchung der extrachromosomalen homologen Rekombination 

wurden auf einem oder mehreren DNA-Molekül(en) nicht-funktionelle, sich 

überlappende Teile von Reporter- bzw. Selektionsmarkergenen transferiert. Diese 
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können in vivo mit der DSB-Reparatur-Maschinerie im pflanzlichen Zellkern 

interagieren (Übersicht in: Puchta & Meyer, 1994). Das Einbringen der DNA erfolgte 

hierbei durch PEG-Transformation, Beschuss mit der Partikelkanone oder unter 

Verwendung von T-DNA-Molekülen von Agrobacterium tumefaciens (Offringa et al., 

1990; Tinland et al., 1994). In den ersten Arbeiten hierzu wurde die Restauration von 

Selektionsmarkergenen zur Detektion extrachromosomaler Rekombination in Tabak 

verwendet (Wirz et al., 1987; Baur et al., 1990; Offringa et al., 1990). Ein alternatives 

System zur Untersuchung extrachromosomaler Rekombination wurde von Puchta & 

Hohn (1991a) beschrieben: hierbei wurde das Reportergen β-Glucuronidase zur 

Detektion extrachromosomaler Rekombination in Protoplasten von Nicotiana 

plumbaginifolia eingesetzt und es wurden Sequenz-Homologien von bis zu 1200 

Nukleotiden verwendet. Dabei konnte eine positive Korrelation zwischen der Länge 

sich überlappender Sequenz-Homologien mit der Häufigkeit der homologen 

Rekombination gefunden werden. Die Rekombinations-Frequenz fiel jedoch 

unterhalb einer Sequenz-Homologie von etwa 500 Nukleotiden rapide ab. Eine 

mögliche Erklärung hierfür ist, dass nur bei ausreichend langen Sequenz-

Homologien die HR die Stabilität des mit vielen repetitiven Elementen durchsetzten 

Pflanzengenoms nicht beeinträchtigt (Puchta & Hohn, 1991a). Ein dem von Puchta & 

Hohn (1991a) beschriebenen Verfahren vergleichbares System wurde von Lyznik et 

al. (1991) in Mais-Protoplasten getestet.  

 

 Eine genauere Untersuchung der Rekombinationsvorgänge zeigte, dass die 

extrachromosomale Rekombination in Pflanzen hauptsächlich nach dem oben 

diskutierten SSA-Modell abläuft (Abbildung 1.5; Puchta & Hohn, 1991b). Dabei 

werden aus den eingebrachten doppelsträngigen Plasmid-Molekülen durch 

Exonukleasen der Pflanze einzelsträngige DNA-Bereiche freigesetzt, welche dann 

miteinander interagieren können. Das resultierende Rekombinations-Intermediat wird 

ebenfalls durch pflanzliche Enzyme in einen reparierten Doppelstrang überführt. Der 

zu Grunde liegende Mechanismus gleicht dem für mammalische Zellen (Lin et al., 

1984) und Xenopus-Oocyten (Maryon & Caroll, 1991) gefundenen und wird auch für 

Hefe beschrieben (Fishman-Lobell et al., 1992). Unter Verwendung einzelsträngiger 

DNA als Rekombinations-Substrat konnten diese Ergebnisse bestätigt werden 

(Bilang et al., 1992; De Groot et al., 1992). Puchta et al. (1992) konnten zudem 

zeigen, dass die extrachromosomale Rekombinations-Reaktion nur innerhalb einer 
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relativ kurzen Zeitdauer nach der Transfektion stattfindet (ca. 30 Minuten) und dass 

dies unabhängig von Methylierungen der DNA geschieht. Die Effizienz der 

extrachromosomalen Rekombination ist dabei sehr viel höher als Rekombinations-

Prozesse zwischen extrachromosomaler und genomischer DNA bzw. 

intrachromosomale Rekombination (Puchta, 1999). Dies wird damit erklärt, dass 

extrachromosomale DNA in dieser kurzen Zeit nach der Transfektion nicht mit 

Chromatin assoziiert ist und die Chromatinstruktur eine bedeutende Rolle bei der 

Stabilität des hochrepetitiven Pflanzengenoms spielt (Puchta et al., 1992). Dies wird 

durch neuere Untersuchungen von Osakabe et al. (2006) an Arabidopsis-Mutanten 

des RAD54-Gens untermauert, welches unter anderem eine Funktion bei der 

Chromatin-Umstrukturierung hat (Shaked et al., 2006). 

 

1.4.1.2 Extrachromosomales NHEJ 

 Gorbunova & Levy (1997) konnten durch das Einbringen in vitro linearisierter 

Plasmide mit verschiedenen Enden in Tabak-Protoplasten zeigen, dass selten 

Verknüpfungen ohne Veränderungen der Sequenz (Ligation) stattfinden. Meistens 

wurden Deletionen an beiden Enden gefunden, wobei eine Verknüpfung häufig an 

Stellen mit kurzen Sequenzwiederholungen beobachtet wurde. Die Verknüpfung von 

Bruchenden über solche Mikrohomologien wird durch einen SSA-ähnlichen 

Mechanismus erklärt. Überraschend traten bei der extrachromosomalen Reparatur in 

etwa 30 % der untersuchten Fälle Insertionen („Filler-Sequenzen“) bis zu 1,2 kb 

Länge auf. Diese entstammten sowohl den verwendeten Plasmiden als auch der 

genomischen Tabak DNA, wobei auch Kombinationen von beiden gefunden wurden 

(Gorbunova & Levy, 1997). Für diese Insertionen wird ein dem SDSA-Modell (Nassif 

et al., 1994) vergleichbarer Mechanismus diskutiert (Abbildung 1.9; Gorbunova & 

Levy, 1997 & 1999; Rubin & Levy, 1997; Salomon & Puchta, 1998). Danach reichen 

schon sehr kurze Mikrohomologien von wenigen Basenpaaren zum Start einer DNA-

Synthese aus. Diese Beobachtungen decken sich mit in vitro-Daten, welche mit 

Extrakten aus Xenopus-Oocyten gewonnen wurden (Lehman et al., 1994). 

Vergleichbare Ergebnisse erzielten Bakkeren et al. (1989) bei der Analyse in vivo 

zirkularisierter extrachromosomalen T-DNAs.  
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1.4.2 Limitierende Faktoren bei der Untersuchung extrachromosomaler 

Rekombination 

 Bei allen Erkenntnissen, welche auf extrachromosomale Rekombination 

zurück zu führen sind, muss bedacht werden, dass die beschriebenen Reaktionen 

direkt nach der Transformation stattfinden, wenn die Plasmid-DNA im Gegensatz zur 

genomischen DNA nicht mit Chromatin assoziiert ist (Puchta et al., 1992). Außerdem 

werden mehrere hundert bis tausend DNA-Moleküle in eine einzige Zelle 

eingebracht, wodurch die DSB-Reparatur-Maschinerie mit einer nicht-

physiologischen Situation konfrontiert wird. Da eine artifizielle Situation immer den 

Ausgang des Experimentes beeinflussen kann, können auch die Reparaturprozesse 

selbst anders als unter physiologischen Bedingungen verlaufen (Puchta & Meyer, 

1994). Aus diesem Grunde ist die Untersuchung intrachromosomaler 

Rekombinations-Prozesse durch Induktion von DSBs im Pflanzengenom mit 

Sicherheit von höherer Aussagekraft. Voraussetzung für die Untersuchung von 

Mechanismen der DSB-Reparatur in vivo ist das Vorhandensein eines DSBs im 

Pflanzengenom zu einem bestimmten Zeitpunkt und vorzugsweise an einem 

definierten Locus. 

 

1.4.3 Erzeugung von Doppelstrangbrüchen im Pflanzengenom 

Eine Möglichkeit hierzu besteht darin, in vitro mit Restriktionsendonukleasen 

geschnittene Plasmid-DNA in Pflanzenzellen einzubringen (Gorbunova & Levy, 

1997). Des Weiteren können DSBs in vivo durch Strahlung, Chemikalien, während 

der Transposition mobiler genetischer Elemente (Transposons) oder durch 

Verwendung selten schneidender Restriktionsendonukleasen erzeugt werden (siehe 

Kapitel 1.4.4.1 und 1.4.4.2). Erste Untersuchungen der intrachromosomalen 

Rekombination wurden unter Verwendung von ionisierender Strahlung durchgeführt. 

 

1.4.4 Intrachromosomale Rekombination 

 Eine klassische Methode zur in vivo Induktion von DSBs und damit zur 

Untersuchung der intrachromosomalen Rekombination in Pflanzen ist die 

Anwendung von Röntgenstrahlung. Diese wurde zur Erzeugung von Mutationen im 

Genom von Arabidopsis von Rédei & Li (1969) und Shirley et al. (1992) angewandt. 

In Tabak mit entsprechenden Reportersystemen wurde gezeigt, dass eine 

Behandlung der Pflanzen mit Röntgenstrahlung zu einer starken Zunahme der HR 
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führt, welche auf eine DSB-Induktion zurück zu führen war (Tovar & Lichtenstein, 

1992). Diese Ergebnisse wurden von Lebel et al. (1993) bestätigt. Zudem konnte 

gezeigt werden, dass auch weitere abiotische Stressfaktoren wie Hitzeschock zu 

einer Steigerung der HR-Frequenz führen (Lebel et al., 1993). Ein Nachteil bei der 

Verwendung von Röntgenstrahlung ist jedoch die Tatsache, dass andere Arten von 

Schäden in den behandelten Zellen auftreten. Zwar kann durch die Strahlungsdosis 

die Anzahl der DSBs beeinflusst werden, nicht jedoch ihre Lokalisation. Daher treten 

DSBs nur bei einem Bruchteil aller behandelten Zellen an einer definierten Stelle auf. 

Folglich sind die gemessenen Rekombinationsfrequenzen erheblich niedriger als bei 

der Betrachtung eines definierten Locus. Aus diesem Grunde werden zur 

Untersuchung ortsspezifischer DSBs in Pflanzen verschiedene Methoden 

angewandt. 

 

1.4.4.1 Induktion ortsspezifischer DSBs im Pflanzengenom 

Eine Möglichkeit zur ortsspezifischen Induktion eines DSBs besteht in der 

Verwendung von Transposons (Athma & Peterson, 1991; Lowe et al., 1992; Shalev 

& Levy, 1997; Xiao & Peterson, 2000). Diese werden durch die Transposase aus 

dem Donor-Locus herausgeschnitten, bevor sie andernorts im Genom integrieren. 

Der bei der Exzision des Transposons entstehende DSB wird hauptsächlich durch 

NHEJ repariert (Rinehart et al., 1997). Eine Zunahme der HR konnte beobachtet 

werden, wenn nahe des Exzisionsortes homologe Sequenzen lokalisiert waren 

(Athman & Peterson, 1991; Lowe et al., 1992; Xiao & Peterson, 2002). Vergleichbare 

Ergebnisse wurden auch bei der Verwendung selten schneidender Endonukleasen 

(Perrin et al., 1993) anstelle von Transposons erzielt, womit der DSB als Ursache 

feststand (Chiurazzi et al., 1996; Siebert & Puchta, 2002; Orel et al., 2003). 

 Durch Regulation des Expressionszeitpunktes der Transposase bzw. der 

selten schneidenden Endonuklease kann der Zeitpunkt der DSB-Induktion kontrolliert 

werden. Die Expression kann transient (Puchta, 1999a), unter der Kontrolle 

induzierbarer Promotoren (Schmidt-Puchta et al., 2004) oder konstitutiv erfolgen.  

 

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde zur in vivo Erzeugung von DSBs im 

Pflanzengenom die Homing Endonuklease I-SceI verwendet. 
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1.4.4.2 Die Homing Endonuklease I-SceI 

 Homing Endonukleasen sind sehr selten schneidende Enzyme, welche 

meistens von Introns kodiert werden oder in Intein-enthaltenden Proteinen zu finden 

sind. Sie katalysieren eine Reaktion, bei welcher an einem präzise determinierten 

Locus ein Doppelstrangbruch induziert wird, für dessen Reparatur durch 

Genkonversion das die Endonuklease kodierende Intron dient. Dabei kommt es zu 

einer Insertion der Intron-Sequenz in die „Homing site“ (Jurica & Stoddard, 1999). 

 I-SceI ist das Translationsprodukt eines Gruppe I-Introns im mitochondrialen 

21S rRNA-Gen und war die erste entdeckte Homing-Endonuklease (Jacquier & 

Dujon, 1985; Perrin et al., 1993). Diese Endonuklease hat mit anderen Intron-

kodierten Proteinen die beiden Sequenz-Motive LAGLI-DADG gemeinsam 

(Hensgens et al., 1983). I-SceI erkennt eine asymmetrische DNA-Sequenz von 18 

Basenpaaren Länge und spaltet diese in Gegenwart von Mg2+ unter Bildung von 3´-

Überhängen von jeweils vier Nukleotiden Länge, welche direkt ligiert werden können 

(Colleaux et al., 1988; Monteilhet et al., 1990; Abbildung 1.8). Die katalytische 

Aktivität von I-SceI lässt sich auf zwei sukzessive Einzelstrangbrüche zurück führen, 

wobei die Aktivität dieses Enzyms relativ niedrig ist und durch das erste katalytische 

Intermediat gehemmt wird (Perrin et al., 1993). Im Jahre 2003 gelangen Moure et al. 

die Beschreibung der katalytischen Aktivität von I-SceI in atomarer Auflösung.  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 1.8: Die Homing Endonuklease I-SceI. (A) Die Darstellung des an dsDNA gebundenen I-
SceI-Proteins als Bestandteil dieser Abbildung wurde freundlicherweise von CELLECTIS SA 
(Romainville Cedex, Frankreich) genehmigt. (B) Erkennungssequenz von I-SceI. Die 18 Nukleotide 
umfassende Erkennungssequenz wird von I-SceI geschnitten, wobei 3´-Überhänge von 4 Nukleotiden 
Länge entstehen. Die Enden sind direkt ligierbar. 
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Auf Grund der hohen Spezifität von I-SceI und der Länge der Schnittstelle ist ein 

zufälliges Auftreten dieser Erkennungssequenz mit 1 : 418 sehr unwahrscheinlich. 

Statistisch tritt diese Erkennungssequenz in vier Tabak-Genomen bzw. 70 

Arabidopsis-Genomen zufällig einmal auf. In Wirklichkeit ist dieser Wert niedriger, da 

einige Austausche in der Erkennungssequenz durchaus toleriert werden (Colleaux et 

al., 1988). Zahlreiche Arbeiten belegen jedoch, dass auch die konstitutive Expression 

von I-SceI keinen detektierbaren Phänotyp bei Arabidopsis (Orel et al., 2003) oder 

Tabak (Salomon & Puchta, 1998) hervorruft. Das seltene Auftreten seiner 

Erkennungssequenz macht I-SceI besonders geeignet zur gezielten Induktion von 

Doppelstrangbrüchen in Genomen höherer Eukaryoten. Da die Homing 

Endonuklease jedoch ein mitochondriales Enzym ist und keinerlei Kern-

lokalisationssignal besitzt, war zunächst unklar, ob dieses Protein überhaupt in den 

Kern gelangen würde. Plessis et al. (1992) konnten zweifelsfrei belegen, dass I-SceI 

in den Zellkern von Hefe transloziert und funktionell aktiv ist.  

 Damit stand eine einzigartige Möglichkeit offen, in Genomen höherer 

Eukaryoten gezielt Doppelstrangbrüche zu induzieren und deren Reparatur zu 

untersuchen bzw. diese für biotechnologische Anwendungen zu nutzen. So wurde I-

SceI erstmals von Puchta et al. (1993) in Pflanzen zur in vivo-Induktion von DSBs 

verwendet. Hierbei wurde eine Zunahme der ortsspezifischen homologen 

Rekombination um zwei Größenordnungen gefunden. Choulika et al. (1994 & 1995) 

konnten nach dem Einbringen der I-SceI-Erkennungssequenz in das Mausgenom 

erstmals zeigen, dass durch Expression dieses Enzyms die ortsspezifische 

homologe Rekombination um mehr als das 1000-fache gesteigert wird. 

 

1.4.5 DSBR mittels homologer Rekombination in somatischen Pflanzenzellen 

Die allermeisten Untersuchungen zur DSB-Reparatur in Pflanzen 

konzentrieren sich auf die homologe Rekombination. Diese ist, wie eingangs 

diskutiert, in somatischen Zellen höherer Pflanzen von eher untergeordneter 

Bedeutung. Andererseits besteht ein erhebliches akademisches und wirtschaftliches 

Interesse an gezielten und präzise kontrollierbaren Veränderungen im 

Pflanzengenom – dem „Gene Targeting“. Dieses beruht auf der ortsspezifischen und 

gerichteten Transgen-Integration durch homologe Rekombination. Wie oben 

diskutiert, hängt die Effizienz der HR in erheblichem Maße von dem Vorhandensein 
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homologer Sequenzen und ihrer Lokalisation ab. Dabei können Sequenzen aus 

verschiedenen Bereichen des Genoms kopiert werden (Abbildung 1.2). 

 

1.4.5.1 Ektopische homologe Rekombination 

 Wie häufig werden ektopische Sequenzen für die DSB-Reparatur im 

Pflanzengenom verwendet? Diese Fragestellung wurde erstmals von Shalev & Levy 

(1997) in Tabak untersucht: hierbei wurde gezielt in einem transgenen Akzeptor-

Locus ein DSB durch Expression der Ac-Transposase aus Mais (McClintock, 1931; 

Übersicht zum Transpositionsmechanismus in: Saedler & Nevers, 1985) 

herbeigeführt. Sowohl der Donor- als auch der nicht damit gekoppelte Akzeptor-

Locus trugen ein nicht-funktionelles β-Glucuronidase-Reportergen mit 

Sequenzhomologien von 500 bzw. 1500 Nukleotiden beiderseits der Transposon-

Exzisionsstelle. Die Herstellung eines funktionierenden Reportergens konnte nur 

durch das Kopieren von Sequenz-Information vom ektopischen Donor-Locus in den 

Akzeptor-Locus zustande kommen. In dieser Studie wurde gefunden, dass etwa 

einer von 10.000 DSBs (Rekombinationsfrequenz: 10-5) durch ektopische homologe 

Rekombination repariert wird (Shalev & Levy, 1997). 

 

 Mit einem ähnlichen System unter Verwendung von I-SceI zur DSB-Induktion 

und mit nicht-funktionellen Teilen eines Kanamycin-Selektionsmarkers als 

Reportergen konnten diese Daten bestätigt werden (Puchta, 1999). Molekulare 

Analysen von Rekombinations-Ereignissen zeigten, dass die Reparatur trotz 

vorhandener Sequenz-Homologien zwischen Donor und Akzeptor-Sequenz 

beiderseits des erzeugten DSBs nicht notwendigerweise an beiden Bruchenden 

durch HR erfolgte. So wurde häufig eine Kombination von HR und NHEJ an den 

Enden eines DSBs gefunden (Puchta, 1999), wie dies bereits einige Jahre früher bei 

der Untersuchung des Rekombinationsverhaltens von durch Agrobacterium 

tumefaciens transferierten T-DNA-Molekülen mit einem I-SceI-vermittelten DSB 

beobachtet wurde (Puchta et al., 1996). Da in der Studie von Puchta et al. (1996) 

dieselben Donor- und Akzeptor-Sequenzen wie in der 1999 publizierten Studie 

verwendet wurden, konnte zudem ein Vergleich zwischen ektopischer Sequenz und 

T-DNA als Donor für die HR durchgeführt werden. Die Verwendung von T-DNA als 

homologe Donorsequenz führt hierbei zu einer deutlich höheren 

Rekombinationsfrequenz (10-3 im Gegensatz zu 10-5). Dies wird damit erklärt, dass 
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die T-DNA leichter zugänglich für die Proteine des Rekombinationsapparates sei 

(Puchta, 1999; siehe Kapitel 1.4.1.1). 

 

 Die Beobachtung, dass bei der Reparatur eines DSBs unterschiedliche 

Ausgänge durch HR und NHEJ auftreten, führte zu der Erkenntnis, dass das 

klassische DSBR-Modell von Szostak (1983, siehe Kapitel 1.2.1) für die DSB-

Reparatur in somatischen Pflanzenzellen nicht zutrifft, da nach diesem beide Enden 

grundsätzlich durch HR repariert werden (siehe Abbildung 1.3). Diese Ergebnisse 

lassen sich vielmehr unter Berücksichtigung anderer Modelle zur Beschreibung von 

Rekombinations-Prozessen verwenden. Sowohl das „One-sided Invasion“ (OSI)-

Modell (Belmaaza & Chartrand, 1994) als auch das SDSA-Modell (Formosa & 

Alberts, 1986; Nassif et al., 1994; Keeler & Gloor, 1997) können diese Ergebnisse 

erklären (Abbildung 1.4). Allerdings können nach dem OSI-Modell grundsätzlich nur 

Kombinationen aus HR und NHEJ bei der Reparatur eines DSBs auftreten, wogegen 

das SDSA-Modell sowohl diesen Fall als auch die Reparatur beider Enden durch HR 

berücksichtigt.  

 

 Um diese Interpretation zu verifizieren, wurden in einer weiteren Arbeit T-

DNAs als homologe Donor-Sequenz zur Reparatur eines I-SceI-induzierten DSBs 

verwendet, wobei in einem Falle die T-DNA Homologien zu beiden Bruchenden und 

im anderen Fall nur zu einem der beiden Enden trug. Dabei wurde gefunden, dass 

die DSB-Reparatur beim Vorhandensein einer einseitigen Sequenz-Homologie im 

Vergleich zur Reparatur in Gegenwart von Sequenzhomologien beiderseits des zu 

reparierenden Bruches etwa halb so effizient ist. Eine einseitige Sequenzhomologie 

ist offensichtlich ausreichend zur Reparatur von DSBs, daher lassen sich DSBR-

Ereignisse in somatischen Pflanzenzellen durch unabhängige Interaktion der beiden 

Enden zu erklären. Folglich ist das SDSA-Modell der HR am Besten zur Erklärung 

der gefundenen Daten geeignet (Puchta, 1998).  

 

 Das SDSA-Modell beschreibt die DSBR ohne das Auftreten von Holliday 

Junctions. Hierbei findet die Reparatur entweder an einem der beiden reparierten 

DSB-Enden durch NHEJ und am anderen durch HR statt oder aber durch HR an 

beiden Enden. Letzteres führt zur Genkonversion ohne das Auftreten von Crossover-

Ereignissen. Damit lassen sich die Genkonversions-Ereignisse in somatischem 
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Gewebe von denen in meiotischem grundsätzlich differenzieren. Während in 

Letzterem das Auftreten von doppelten Holliday Junctions (Schwacha & Kleckner, 

1995) und die in etwa der Hälfte der Fälle resultierenden Crossover-Ereignisse 

notwendig für die genetische Diversität sind, vermeidet das Vorherrschen der 

Genkonversion in somatischem Gewebe Crossover zwischen ektopischen 

Sequenzen (Richardson et al., 1998). Dies ist insbesondere bei den hochrepetitiven 

Pflanzengenomen von Bedeutung für die genetische Stabilität. Dennoch kann es 

auch zu Crossover-Ereignissen zwischen Schwesterchromatiden oder homologen 

Chromosomen in somatischen Zellen kommen. Um den relativen Beitrag dieser 

Rekombinationsvorgänge einschätzen zu können, wurden Experimente zur 

allelischen homologen Rekombination durchgeführt. 

 

1.4.5.2 Allelische homologe Rekombination 

Während der Meiose werden DSBs durch spezifische Enzyme hervorgerufen. 

Ihre Reparatur erfolgt unter Verwendung des homologen Chromosoms, wobei es zu 

Crossover oder Genkonversionen kommt. Zum Verständnis von Rekombinations-

Prozessen in somatischem Gewebe ist es erforderlich, den potentiellen Beitrag 

allelischer Rekombination in diesem Gewebe zu untersuchen.  

In der Tat konnten Gisler et al. (2002) unter Verwendung transgener 

heteroallelischer Tabak-Pflanzen das Auftreten DSB-induzierter allelischer 

Rekombination in somatischem Gewebe zeigen. Die Frequenz dieser Ereignisse 

wurde auf etwa 10-4 geschätzt und ist damit vergleichbar mit der Häufigkeit von 

ektopischen Rekombinations-Ereignissen (Shalev & Levy, 1997; Puchta, 1999). Da 

die natürliche HR-Frequenz im Bereich zwischen 10-6 und 10-7 liegt (Swoboda et al., 

1994), kann die allelische Rekombination in somatischen Zellen zwar durch einen 

gezielt eingeführten DSB um etwa drei Größenordnungen gesteigert werden, sie ist 

allerdings zu ineffizient, um in diesen Zellen von Bedeutung zu sein. Diese geringe 

Effizienz könnte eine Voraussetzung für die Fixierung von Genomveränderungen in 

somatischem Gewebe sein (Puchta, 2005).  

 

1.4.5.3 Intrachromosomale homologe Rekombination 

 Diverse Untersuchungen zur intrachromosomalen DSBR in Pflanzen wurden 

in früheren Arbeiten durchgeführt, wodurch ein besseres Verständnis der zu Grunde 

liegenden Reparaturwege und der Häufigkeit ihrer Verwendung erlangt wurde 
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(Athma & Peterson, 1991; Chiruazzi et al., 1996; Xiao & Peterson, 2000; Xiao et al., 

2000; Siebert & Puchta, 2002; Orel et al., 2003). Abhängig von der Sequenz des 

betrachteten Locus können zwei Mechanismen der DSBR unterschieden werden. In 

einem Falle kommt es zum Verlust von Sequenz-Information zwischen zwei 

identischen Sequenzen gleicher Orientierung (SSA-Modell; Lin et al., 1984 & 1990) 

und im anderen erfolgt eine Genkonversion (SDSA-Modell, Fishman-Lobell et al., 

1992). 

 Bereits 1991 beschrieben Athma & Peterson, dass die Transposition des Ac-

Elemtes im P Gen von Mais die intrachromosomale HR induziert und zu einer 

Destabilisierung flankierender identischer Sequenzen gleicher Orientierung durch 

Deletionen führt, was sich durch den oben diskutierten SSA-Mechanismus erklären 

lässt. Ebenfalls mit diesem Mechanismus lassen sich Ergebnisse der Studie von Xiao 

& Peterson (2000) erklären, die zeigten, dass die Ac-vermittelte Transposition des 

Ds-Elementes aus Mais aus einem transgenen Reporterkonstrukt zwischen zwei 

homologen Sequenzen identischer Orientierung die homologe Rekombination um 

drei Größenordnungen steigert. Xiao et al. (2000) untersuchten ebenfalls die 

intrachromosomale Rekombination mit Hilfe des Ac-Transposons am P1 Gen in 

Mais. Hierbei wurden sowohl Position als auch Orientierung des Ac-Elementes 

zwischen zwei 5,2 kb umfassenden Sequenz-Homologien identischer Orientierung 

verändert. In dieser Studie wurde gefunden, dass die HR-Frequenz signifikant höher 

ist, wenn Ac zwischen den beiden Sequenzwiederholungen liegt als bei einer 

Lokalisation innerhalb einer der beiden Sequenz-Homologien oder außerhalb der 

zueinander homologen Bereiche. Die Orientierung des Ac-Transposons hatte jedoch 

keinen Effekt auf die Zunahme der HR-Frequenz (Xiao et al., 2000). Auf Grund 

dieser Befunde ist davon auszugehen, dass die Transposon-induzierte 

Rekombination in hochrepetitiven Pflanzengenomen zu erheblichen Genom-

veränderungen in evolutionären Zeiträumen führt und damit eine Triebkraft für die 

Genomevolution darstellt. 

 

 Chiurazzi et al. (1996) konnten in Arabidopsis durch Expression der HO-

Endonuklease aus Hefe (Kostriken et al., 1983 & 1984; Nickoloff et al., 1986) in 

einem Transgenkonstrukt mit zwei invers zueinander orientierten Sequenz-

Homologien einen ortsspezifischen DSB induzieren und fanden eine Steigerung der 

HR-Frequenz um den Faktor 10. Auf Grund der inversen Orientierung der Sequenz-
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Homologien konnte eine DSB-Reparatur durch den SSA-Mechanismus 

ausgeschlossen werden und der Bruch musste durch den SDSA-Mechanismus der 

HR repariert worden sein.  

 

 Um die relative Effizienz dieser beiden DSBR-Wege abschätzen zu können, 

verwendeten Orel et al. (2003) in Arabidopsis transgene Rekombinationssubstrate 

mit nicht-funktionellen Reportergenen in verschiedener Orientierung zueinander, in 

welchen durch die Meganuklease I-SceI ortsspezifisch DSBs induziert werden 

konnten. Nach dem SDSA-Modell hat die Orientierung der Donorsequenz zum DSB 

keinerlei Einfluss auf die Genkonversion, wenn innerhalb einer Homologie-Region ein 

DSB auftritt. Im Gegensatz dazu sollte zur Untersuchung des SSA-Weges der DSB 

zwischen zwei in gleicher Orientierung zueinander liegenden Sequenzhomologien 

auftreten. Bei diesen Untersuchungen wurde gefunden, dass die DSB-Reparatur 

über den SSA-Weg etwa fünfmal effizienter abläuft als über den SDSA-Mechanismus 

(Orel et al., 2003). Diese Studie erlaubte damit erstmals einen quantitativen Vergleich 

der Verwendung dieser beiden Reparaturwege in vivo. 

 Das in der Studie von Orel et al. (2003) verwendete System war allerdings auf 

die Detektion von HR-Ereignissen limitiert. In einer weiteren Untersuchung, bei der 

neben HR-Ereignissen auch NHEJ-Ereignisse regeneriert und analysiert werden 

konnten, wurde daher getestet, wie ein DSB in vivo repariert wird, wenn nahe des 

Bruches zueinander homologe Sequenzen vorhanden sind. Hierzu wurde durch I-

SceI-Expression in vivo aus einem transgenen Rekombinationssubstrat ein negativer 

Selektionmarker herausgeschnitten. Angrenzend an die Bruchenden waren nicht-

funktionelle Teile des β-Glucuronidase-Reportergens mit einer 557 bp umfassenden 

Sequenzhomologie zueinander lokalisiert. Der resultierende DSB konnte entweder 

durch NHEJ (Verlust des negativen Selektionsmarkers) oder durch HR (Verlust des 

negativen Selektionsmarkers und Blaufärbung) detektiert werden. Dabei konnten 

Siebert & Puchta (2002) zeigen, dass einer von drei DSBs durch SSA repariert wird. 

Dies deckt sich mit Daten der oben diskutierten Arbeit von Xiao & Peterson (2000). 

Folglich ist der SSA-Mechanismus ein sehr effizienter Weg zur Reparatur von DSBs 

durch intrachromosomale HR.  

 

 Zusammengenommen ergeben die hier diskutierten Arbeiten ein recht 

detailliertes Bild vom Ablauf der Doppelstrangbruch-Reparatur über homologe 
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Rekombination in somatischen Pflanzenzellen. Sind Homologien nahe eines DSBs 

vorhanden, kann die Reparatur in bis zu 30 % der Fälle durch SSA erfolgen. In einem 

von 15 Fällen findet man hierbei auch SDSA-vermittelte DSB-Reparatur. Damit ist die 

intrachromosomale somatische HR um 100 bis 1000 mal effizienter als 

Genkonversionen mit ektopischen oder allelischen Sequenzen. Folglich können 

solche HR-vermittelten Rekombinations-Ereignisse in der genetischen Information 

somatischer Pflanzenzellen fixiert werden und auf Grund der erst spät determinierten 

Keimbahn zur Genom-Evolution in Pflanzen beitragen. Da sich somatische 

Genomveränderungen zunächst auf zellulärer Ebene bewähren müssen, um 

Eingang in die Keimbahn zu finden, besteht für Pflanzen eine zusätzliche Möglichkeit 

zur Evolution vorteilhafter Genomsequenzen (Walbot, 1985).  

 So kann die DSB-Reparatur zwischen Tandem-artig organisierten 

Genfamilien, wie z.B. Resistenzgen-Clustern, durch Rekombination zu neuen 

Resistenzen führen und damit zu einem Selektionsvorteil beitragen (Richter et al., 

1995; Parniske et al., 1997; Parniske & Jones, 1999; Ramakrishna et al., 2002; 

Leister, 2004; Wulff et al., 2004; Übersicht in: Friedman & Baker, 2007). Solche 

Ereignisse müssen also nicht notwendigerweise während der Meiose erfolgen, 

sondern können auch in somatischem Pflanzengewebe auftreten. Dass dies der Fall 

ist, konnten u. a. Lucht et al. (2002) zeigen. In diesem Zusammenhang erscheint es 

zudem sinnvoll, dass es in somatischen Pflanzenzellen zu einer Induktion der HR 

durch Konfrontation mit biotischen oder abiotischen Stressfaktoren kommt (Puchta et 

al., 1995, Kovalchuk et al., 1998, 1999, 2000; 2001a, b & 2003; Ries et al., 2000a, b). 

Molinier et al. (2006) konnten bei Arabidopsis sogar zeigen, dass selbst bei 

unbehandelten Nachkommen von Pflanzen, welche einer genotoxischen Stress-

Situation ausgesetzt wurden, die HR erheblich hochreguliert ist. Dieses Phänomen 

wurde als „Trans-Generationen-Gedächtnis für Stress“ beschrieben und in Hinblick 

auf ein gesteigertes Adaptations-Potenzial diskutiert (Molinier et al., 2006). 

  

 Die somatische homologe Rekombination muss also sehr stringent reguliert 

sein, um die Genomstabilität einerseits zu wahren und eine Anpassungsfähigkeit an 

sich ändernde Umweltbedingungen zu gewährleisten. Aus diesem Grunde 

überrascht es nicht, dass in Organismen mit großen Genomen und vielen repetitiven 

Sequenzen NHEJ der vorherrschende DSB-Reparaturweg ist.  
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1.4.6 DSB-Reparatur durch Non-Homologous End-Joining 

 In verschiedenen Untersuchungen zum NHEJ in Pflanzen wurden Sequenzen 

an Loci analysiert, aus welchen Transposons herausgeschnitten worden waren 

(Saedler & Nevers, 1985; Baran et al., 1992; Scott et al., 1996). Hierbei wurden 

neben kleineren Deletionen auch Sequenz-Insertionen und Inversionen gefunden. 

Allerdings werden diese Ergebnisse nicht als repräsentativ für NHEJ in Pflanzen 

erachtet, da möglicherweise Transpositions-spezifische Proteine beim Schutz des 

DSBs bzw. dessen Reparatur beteiligt sind. Insofern sind Daten, die auf Analysen 

von natürlich auftretenden Rekombinationen basieren, sicherlich aussagekräftiger. 

 

Wessler et al. (1990) fanden bei der Analyse fünf spontaner Mutationen im 

waxy Gen von Mais Deletionen zwischen 60 und 980 Nukleotiden Länge. Innerhalb 

dieser Deletionen wurden „Filler“-Sequenzen von einem bis 131 Nukleotiden 

detektiert. In drei Fällen konnte deren Herkunft auf nahe an die Deletionsstelle 

angrenzende Bereiche zurückgeführt werden. Auch im Falle einer von Ralston et al. 

(1988) untersuchten spontanen Deletion im bz-R Allel von Zea mays wurde ebenfalls 

„Filler-DNA“ gefunden. Diese Befunde werden durch Studien von induzierten 

Mutationen im Arabidopsis-Genom gestützt, welche durch ionisierende Strahlung 

hervorgerufen wurden (Shirley et al., 1992).  

 

Eine weitere Möglichkeit zur Analyse von NHEJ in planta ist die Untersuchung 

von T-DNA-Integrations-Ereignissen ins Pflanzengenom. In den meisten Fällen 

wurde hierbei das Auftreten von Mikrohomologien an den Verknüpfungsstellen, 

Deletionen sowie das Vorhandensein von „Filler-DNA“ zwischen den Border-

Sequenzen und den benachbarten genomischen Sequenzen beschrieben (Übersicht 

in: Tinland, 1996). 

 

Ebenfalls bei Arbeiten zum NHEJ in Pflanzen fanden Salomon & Puchta 

(1998) in Tabak nach I-SceI-vermittelter DSB-Induktion zahlreiche Insertionen 

genomischer Sequenzen in den Bruch. Es wurden zwei unterschiedliche Klassen von 

rekombinanten Ereignissen gefunden: in einem Fall traten einfache Deletionen 

unterschiedlicher Größe auf, welche teilweise von der Insertion kurzer Filler-

Sequenzen begleitet wurden. Daneben wurden auch Insertionen größerer 

Sequenzen – darunter auch vollständige T-DNAs – in den Bruch gefunden. Dies ist 
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insofern von Bedeutung, als dass damit eine Möglichkeit zur gerichteten Transgen-

Integration offen steht. Dies ist per se keine Überraschung, da generell bei stabilen 

genetischen Transformationen Transgen-Enden von fremden DNAs mit dem Genom 

verknüpft werden. So wurde bereits früher beschrieben, dass Röntgenstrahlung die 

Transformationsfrequenz bei Tabak signifikant erhöht (Köhler et al., 1989). 

 

Im Gegensatz zu den für Pflanzen gefundenen Ergebnissen wird bei Hefe nur 

cDNA oder mtDNA in den DSB kopiert (Moore & Haber, 1996; Teng et al., 1996; 

Ricchetti et al., 1999). Generell ist das Auftreten solcher großen „Filler“-Sequenzen 

bei der DSB-Reparatur durch NHEJ in Säugern oder Bakterien sehr selten und 

scheint ein Pflanzen-spezifisches Merkmal des NHEJ zu sein (Gorbunova & Levy, 

1999).  

 

Da in der oben beschriebenen Studie zwischen den in den Tabak-DSB 

inserierten Sequenzen (subtelomerische Sequenzen, retrotransposonähnliche 

Sequenzen, aber auch unikale aus anderen Genombereichen) und den DSB-Enden 

kurze Homologien auftraten, wurde ein SDSA-Mechanismus vorgeschlagen, durch 

welchen die ektopische Sequenz in den Bruch kopiert werden würde (Abbildung 1.9, 

siehe auch: Kapitel 1.4.1.1). In den meisten Fällen kam es dabei zur Invasion nur 

eines der beiden 3´-Enden (Salomon & Puchta, 1998). Sequenzen unterschiedlicher 

Herkunft (Gorbunova & Levy, 1997) können allerdings nur durch die unabhängige 

Invasion beider Enden erklärt werden. Diese Beobachtung könnte ebenfalls von 

Bedeutung für die Evolution von Pflanzengenomen sein.  

 

Auf diese Weise können Sequenz-Duplikationen und Insertionen das Genom 

vergrößern, während Deletionen es verkleinern. In diesem Zusammenhang wurde 

die Spezies-spezifische Verbreitung von Retro-Elementen als Hauptmechanismus 

der Genomvergrößerung in Pflanzen diskutiert (SanMiguel et al., 1996, 1998; 

Bennetzen & Kellog, 1997). Deletionen könnten hierbei das Gegengewicht darstellen 

(Petrov et al., 1996 & 2000; Petrov, 2001 & 2002; Oliver et al., 2007; Überblick in: 

Cavalier-Smith, 2005). Würden die durch Aktivität mobiler genetischer Elemente 

hervorgerufenen DSBs in bestimmten Pflanzen-Spezies vorzugsweise durch 

Deletionen einhergehend mit Sequenz-Insertionen repariert, würden entsprechende 

Genome wachsen, solange dies energetisch tolerierbar ist. Diese Vergrößerung von  
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Abbildung 1.9. Herkunft von „Filler“-DNA bei der DSB-Reparatur durch NHEJ. Nach diesem an 
das SDSA-Modell angelehnten Mechanismus invasiert ein überhängendes 3´-Ende über 
Mikrohomologien in einen nicht-homologen Donor-Duplex. Nach dem Kopieren eines Teils dieser 
Sequenz wird die DNA-Synthese beendet und die Bruchenden miteinander verknüpft. Mit diesem 
Modell lassen sich einfache „Filler“-Sequenzen erklären. Eine erneute Stranginvasion und DNA-
Synthese an anderer Stelle („Template Switching“) kann auch komplexere Muster von „Filler“-
Sequenzen erklären. Auch die unabhängige Interaktion beider DSB-Enden mit verschiedenen Donor-
Sequenzen kann zum Auftreten komplexer Sequenz-Insertionen in den Bruch führen (nach 
Gorbunova & Levy, 1997; verändert).  

 
 

Genomen böte außerdem die Möglichkeit zur Entstehung neuer Gene aus 

Duplikaten vorhandener Sequenzen (Ohno, 1970). Würden im gegenteiligen Falle 

bei einer Spezies DSB-Reparatur-Ereignisse durch NHEJ vorzugsweise mit 

Deletionen korreliert sein, würde im evolutionären Zeitmaßstab die Genomgröße 

abnehmen (Petrov, 1997). 

Um diese Hypothese zu überprüfen, führten Kirik et al. (2000) vergleichende 

Untersuchungen zur Prozessierung von DSBs durch NHEJ in somatischem Gewebe 

von Tabak und Arabidopsis durch. Die Genomgröße beider Pflanzen-Spezies 
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unterscheidet sich um den Faktor 20 (Bennett & Leitch, 1997). Für diese Studien 

wurde von Kirik et al. (2000) ein transgenes Rekombinationssubstrat verwendet, 

welches einen negativen Selektionsmarker und eine Erkennungssequenz für die 

Meganuklease I-SceI enthielt. Nach in vivo Induktion von DSBs konnten 

ausschließlich Ereignisse regeneriert und analysiert werden, bei denen die 

Prozessierung der Bruchenden zu einer Inaktivierung des negativen 

Selektionsmarkers geführt hatten. In der Tat wurden erhebliche Unterschiede bei der 

DSB-Reparatur in diesen beiden Spezies beschrieben – die Verknüpfungsarten 

zwischen den DSB-Enden unterschieden sich jedoch nicht. Bei Tabak traten bei etwa 

50 % der Deletionen gleichzeitig Insertionen auf, wogegen bei Arabidopsis keinerlei 

Insertionen beobachtet wurden. Generell waren dabei die Deletionen in Tabak um  

30 % kürzer als in Arabidopsis. Dies kann, wie Petrov (2002) es für Insekten 

postuliert hatte, als inverse Korrelation zwischen Genomgröße und mittlerer Länge 

der detektierten Deletionen verstanden werden.  

 

Da in Arabidopsis segmentale Duplikationen oder sogar eine vollständige 

Genomduplikation im Laufe der Evolution stattgefunden hat (Arabidopsis Genome 

Initiative, 2000), kann das sehr kleine Genom der heute bekannten Art nur durch den 

Beitrag erheblicher Deletionen über evolutionäre Zeiträume erklärt werden. 

Simulationen bezüglich des Verlustes von LTRs von Retroelementen bestätigen dies 

(Devos et al., 2002). 

 

Wie können diese Spezies-spezifischen Unterschiede zwischen Tabak und 

Arabidopsis erklärt werden? Werden die DSB-Enden nicht unmittelbar ligiert, kommt 

es zu einer Prozessierung der Enden. Abhängig von der Effizienz dieses Vorgangs 

werden Sequenzen unterschiedlicher Größe degradiert. Dies wurde von Orel & 

Puchta (2003) dadurch getestet, dass linearisierte Plasmide mit Hilfe einer 

Partikelkanone in Tabak und Arabidopsis eingebracht wurden. Diese Plasmide waren 

durch Restriktionsspaltung („in vitro DSB“) zwischen Promotor und Reportergen 

linearisiert worden. Eine Expression des Reportergens konnte also nur nach erfolgter 

Reparatur des DSBs auftreten. Als interne Kontrolle dienten hierbei Plasmide, bei 

denen der DSB mehr als 2 kb vom Reportergen entfernt lag. In Arabidopsis wurde 

die Expression des Reportergens nur in halb so vielen Fällen wie für Tabak 

gefunden, wogegen in den Kontroll-Experimenten gleiche Expressionsraten des 
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Reportergens für beide Spezies gefunden wurden. Eine unterschiedliche 

endonukleolytische Aktivität zwischen den Spezies konnte daher ausgeschlossen 

werden. Die gefundenen Daten ließen per se zunächst keine Unterscheidung 

zwischen unterschiedlichen exonukleolytischen Prozessierungen oder verschiedenen 

Ligations-Effizienzen zwischen den Spezies zu. Mit Hilfe von Southern Blot-Analysen 

konnten Orel & Puchta (2003) jedoch zeigen, dass diese Spezies-spezifischen 

Unterschiede auf verschiedene exonukleolytischen Prozessierungen der DSB-Enden 

zurück zu führen sind. Dies kann zum einen durch die unterschiedliche Aktivität der 

Exonukleasen aber auch durch Unterschiede im Schutz der DNA-Enden begründet 

sein (Liang et al., 1996). 

 

Die diskutierten Arbeiten zeigen, dass ein spezifisches Charakteristikum der 

DSB-Reparatur durch NHEJ in somatischen Pflanzenzellen die Insertion von „Filler“-

Sequenzen ist. Diese können am Besten mit Hilfe des in Abbildung 1.9 dargestellten 

SDSA-ähnlichen Mechanismus erklärt werden. Unter Berücksichtigung der 

Erkenntnis, dass die beiden Enden eines DSBs unabhängig voneinander in 

Reparaturprozesse involviert sein können (Puchta, 1998), lassen sich auch komplexe 

„Filler“-Sequenzen erklären (Übersicht in: Gorbunova & Levy, 1999). Dies zeigt, dass 

die Übergänge zwischen HR und NHEJ bisweilen fließend sind und im Falle von 

SDSA abhängig von der verwendeten Matrize bzw. bei einem SSA-ähnlichen 

Vorgang unter Verwendung von Mikro-Homologien Bruchenden über nicht-homologe 

Rekombination miteinander verknüpft werden können.  

Das Vorherrschen des NHEJ in somatischen Zellen schützt so vor 

möglicherweise fatalen Rekombinations-Ereignissen zwischen den häufigen 

hochrepetitiven Sequenzen des Pflanzengenoms einerseits und toleriert andererseits 

kleinere Sequenzveränderungen durch Deletionen und Insertionen, welche die 

Plastizität des Genoms erhöhen und ebenfalls eine Triebkraft zur Genomevolution 

darstellen können. 
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1.5 Ziele der vorliegenden Arbeit 

 Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte erstmals die Fragestellung 

beantwortet werden, wie zwei gleichzeitig auftretende nicht gekoppelte DSBs im 

Genom somatischer Pflanzenzellen repariert werden. Hierzu sollte ein 

experimentelles System in Tabak etabliert werden, bei welchem durch Expression 

der Meganuklease I-SceI in vivo zwei simultane Doppelstrangbrüche induziert 

werden können. Die Konzeption des experimentellen Systems sollte dabei die 

Selektion von Translokations-Ereignissen sowohl durch HR als auch durch NHEJ 

erlauben, um anschließend das Rekombinationsverhalten der Enden molekular-

genetisch untersuchen zu können. Beim Auftreten solcher Translokations-Ereignisse 

sollten rekombinante Pflanzen regeneriert und hinsichtlich reziproker Translokationen 

untersucht werden. Diese sollten einer detaillierten molekulargenetischen 

Charakterisierung unterzogen werden. Zudem sollte analysiert werden, ob auf solche 

Translokationen zurück zu führende Genomveränderungen über die Keimbahn an 

die folgenden Generationen weitergegeben und normal segregieren würden. 

 

Obwohl NHEJ in somatischen Pflanzenzellen den vorherrschenden 

Mechanismus zur Reparatur von DSBs darstellt, ist bis heute kein System 

beschrieben worden, welches eine Quantifizierung des NHEJ im somatischen 

Pflanzengewebe in vivo erlaubt. Ein weiteres Ziel der vorliegenden Dissertation war 

es daher, ein experimentelles System in Arabidopsis zu etablieren, welches eine in 

vivo Quantifizierung von NHEJ-Ereignissen ermöglicht. Das dafür erforderliche 

Rekombinationssubstrat sollte kloniert und stabil in Arabidopsis transformiert werden. 

Anschließend sollten für dieses System homozygote Linien etabliert und diese 

eingehend molekulargenetisch hinsichtlich eines vollständigen und funktionsfähig 

integrierten Reporterkonstruktes charakterisiert werden. Anschließend sollte eine 

Bestimmung der Insertions-Loci der Rekombinationssubstrate erfolgen, um für 

spätere Arbeiten eine PCR-basierte Genotypisierung zu ermöglichen. Schlussendlich 

sollte gezeigt werden, dass durch Expression von I-SceI in vivo DSBs in den 

transgenen Linien erzeugt und ihre Reparatur durch NHEJ quantitativ nachgewiesen 

werden kann. Abschließend sollten auf die induzierten DSBs zurück zu führende 

Rekombinations-Ereignisse sequenziert und analysiert werden.  
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2 Material und Methoden 

 

2.1 Chemikalien 

Alle Standard-Chemikalien wurden von den Firmen AppliChem GmbH 

(Darmstadt), Carl ROTH GmbH (Karlsruhe), DUCHEFA (Haarlem, Niederlande), 

Fluka AG (Buchs), GERBU Biotechnik GmbH (Gaiberg), Merck (Darmstadt), SERVA 

Electrophoresis GmbH (Heidelberg) in der Regel p.a. Qualität bezogen. Die 

Bezugsquellen für Antibiotika, Pflanzenhormone und Herbizide sind Tabelle 2.2 zu 

entnehmen. 

 

 

 

 

• α– 32P-dCTP (GE Healthcare, Freiburg) 

• Acetosyringon (Carl ROTH GmbH, Karlsruhe) 

• dNTP-Gemisch 10 mM (Fermentas Life Sciences, St. Leon-Rot) 

• GeneRulerTM 1kb DNA-Leiter (Fermentas Life Sciences, St. Leon-Rot) 

• Micro Agar (DUCHEFA, Haarlem, Niederlande) 

• Murashige & Skoog Medium mit Vitaminen und MES-Puffer (DUCHEFA, 

Haarlem, Niederlande, Best.-Nr.: 0225.0050) 

• Murashige & Skoog Medium mit Vitaminen (SERVA Electrophoresis GmbH, 

Heidelberg, Best.-Nr.: 47515.04) 

• Plant Agar (DUCHEFA, Haarlem, Niederlande) 

• Salmon – Sperm DNA (SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg) 

• Silwet L-77 (Lehle Seeds, Round Rock, Texas, USA) 

• Spermidin (AppliChem GmbH, Darmstadt) 

• X-GlcA, Cyclohexylammonium (DUCHEFA, Haarlem, Niederlande) 
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2.2 Lösungen und Puffer 

2.2.1 DNA-Isolierung 

● DNA-Extraktionspuffer:   

             63,76   g/l Sorbitol 

              12,11   g/l Tris 

              1,86   g/l EDTA 

        pH 7,5 (mit konzentrierter HCl) 

 

● Nuclei-Lysis-Puffer:    

             24,22  g/l Tris 

             18,61  g/l EDTA 

           116,88  g/l  NaCl 

              20      g/l  CTAB  

        pH 8,0 (mit HCl) 

 

● 5 % Sarkosyllösung:   

               50       g/l  Sarkosyl 

 

● Isolierungspuffer (40 ml):   

             333    mg Natriumdisulfit in 3,3 ml ddH2O 

     18     ml  DNA-Extraktionspuffer 

     18     ml  Nuclei-Lysis-Puffer 

     3,7    ml  5 % Sarkosyllösung 

      

 

● Shorty-Extraktionspuffer:     

               0,2    M Tris 

               0,4    M    LiCl 

              25   mM  EDTA 

               1       %       SDS 

        pH 9,0 (mit HCl) 
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● TE-Puffer:     

              10   mM Tris 

                1   mM    EDTA 

        pH 8,0 (mit HCl) 

 

2.2.2 Histochemische Färbung      

● 100 mM Phosphatpuffer:   

             17,8    g/l Na2HPO4 x 2 H2O 

       pH 7,0 (mit H3PO4) 

 

● 1 % X-GlcA: 

             100      mg X-GlcA in 10 ml DMF 

 

● 5 % Na-Azid: 

             500      mg   Na-Azid in 10 ml ddH2O 

 

● X-GlcA-Färbelösung (50 ml): 

              46,5    ml  100 mM Phosphatpuffer 

      2,5    ml  1 % X-GlcA-Lösung 

        1     ml  5 % Na-Azid-Lösung 

 

2.2.3 Southern Blotting      

● Na-Acetat 3 M:    pH 5,2 

 

● Spermidin-Lösung:         100      mM in 100 mM Tris, pH6,8 (mit HCl) 

  

 

● 20x SSC-Transferpuffer: 

          175,5     g/l  NaCl 

            88,2     g/l     Na-Citrat 

       pH 7,0 (mit HCl) 

 

● 2x SSC-Transferpuffer:  

             100      ml/l  20x SSC-Puffer 
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● Denaturierungspuffer: 

                  87,66   g/l  NaCl 

            20        g/l     NaOH 

      

● Hybridisierungspuffer: 

                100        ml/l  100 mM Phosphatpuffer (siehe 2.2.2) 

            62,9     g/l     SDS 

            10        g/l BSA 

              2        ml  denaturierte “Salmon-Sperm” DNA 

    

● Neutralisierungspuffer: 

                  60,56   g/l       Tris 

            87,66   g/l     NaCl 

               pH 7,0 (mit konzentrierter HCl) 

 

● 1 % SDS-Lösung: 

                  10        g/l       SDS 

 

● Waschlösung I: 

                100        ml/l  20x SSC-Transferpuffer 

              5        g/l       SDS 

 

● Waschlösung II: 

              5        ml/l  20x SSC-Transferpuffer 

          100        ml/l  1 % SDS-Lösung 

   

2.3 Enzyme 

2.3.1 DNA-Polymerasen 

Alle Polymerasen wurden mit dem mitgelieferten Puffer nach Hersteller-

angaben eingesetzt. 

• Taq DNA-Polymerase [5 U/µl]  (Biomaster GmbH, Windeck)  

• Ex-Taq™ DNA-Polymerase [5 U/µl] (TaKaRa Bio Inc., Saint-Germain-en-Laye,  

                                                           Frankreich) 

• Phusion-DNA-Polymerase [2 U/µl] (New England Biolabs, Frankfurt am Main) 
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• Klenow-Enzym [1 U/µl]   (GE Healthcare, Freiburg) 

 

2.3.2 Restriktionsenzyme 

 Alle Restriktionsenzyme wurden nach Herstellerangaben mit dem 

mitgelieferten Puffer eingesetzt.  

• EcoRI, EcoRV, HindIII, NotI (Fermentas Life Sciences, St. Leon-Rot) 

• BglII, BsaXI, I-SceI, KpnI (New England Biolabs, Frankfurt am Main)  

 

2.3.3 Nukleasen, Ligasen 

 Alle Enzyme wurden nach Herstellerangaben mit dem mitgelieferten Puffer 

eingesetzt.  

• RibonukleaseA, RNase [90 Kunitz-U / mg], Stammlösung: 2 mg/ml   

     (SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg) 

• Antarctic Phosphatase [5 U/µl] (New England Biolabs, Frankfurt am Main)  

• T4-Ligase [5 U/µl]    (Fermentas Life Sciences, St. Leon-Rot) 

 

2.4 Plasmide  

 
Tabelle 2.1: Plasmide. Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Plasmide sind in der Tabelle 
zusammengestellt. 

 

2.5 Primer  

 Alle im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Primer (siehe Tabelle 8.1 im 

Anhang) wurden von der Firma Metabion (metabion international AG, Martinsried) 

bezogen.  
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2.6  Medien 

 Alle Medien wurden durch Autoklavieren sterilisiert. Medien-Zusätze 

(Antibiotika, Herbizide, Hormone) wurden sterilfiltriert, sofern Wasser als 

Lösungsmittel diente (siehe Tabelle 2.2). 

 

2.6.1 Bakterienkultur 

● E.coli:    LB-Medium 

      10    g/l Trypton 

            5    g/l Hefe-Extrakt 

      10    g/l NaCl 

        pH 7,0 (mit NaOH) 

      17,5 g/l Micro-Agar (für Festmedien) 

 

● Agrobacterium:   YEB-Medium 

          5    g/l Beef-Extrakt 

          5    g/L Pepton 

            1    g/L Hefe-Extrakt 

          5    g/L Saccharose 

                      493 mg/L MgSO4 

      12    g/L Micro-Agar (für Festmedien) 

 

2.6.2 Pflanzen-Anzucht 

● Arabidopsis thaliana:  GM-Medium 

     4,9   g/l Murashige & Skoog-Medium (DUCHEFA) 

     10    g/l Saccharose 

       pH 5,7 (mit KOH) 

       8    g/l Plant Agar (für Festmedien) 

 

● Nicotiana tabacum:   MS-Medium 

     4,62 g/l Murashige & Skoog-Medium (SERVA) 

     30    g/l Saccharose 

       pH 5,7 (mit KOH) 

       8    g/l Plant Agar (für Festmedien) 
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MSH-Medium 

     4,62 g/l Murashige & Skoog-Medium (SERVA) 

     30    g/l Saccharose 

       pH 5,7 (mit KOH) 

       8    g/l Plant Agar (für Festmedien) 

       5 mg/l Benzylaminopurin (Tabelle 2.2) 

     0,5mg/l Naphtylessigsäure (Tabelle 2.2) 

 

MSH-Selektions-Medium 

     4,62 g/l Murashige & Skoog-Medium (SERVA) 

     30    g/l Saccharose 

       pH 5,7 (mit KOH) 

       8    g/l Plant Agar (für Festmedien) 

       5 mg/l Benzylaminopurin (Tabelle 2.2) 

              0,5 mg/l Naphtylessigsäure (Tabelle 2.2) 

             200 mg/l Ticarcillin (s. Tabelle 2.2) 

       bzw. statt Ticarcillin: 

             250 mg/l Cefotaxim (s. Tabelle 2.2) und 

             200 mg/l Vancomycin (s. Tabelle 2.2) 

 

 

Tabelle 2.2: Medienzusätze. LM: Lösungsmittel. Ticarcillin wird zur Selektion gegen Agrobakterien 
verwendet und kann durch eine Kombination aus Cefotaxim und Vancomycin ersetzt werden.  
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2.6.3 Pflanzen-Transformation 

● Arabidopsis thaliana:  Infiltrationsmedium-Medium (800 ml) 

  2   g  Murashige & Skoog-Medium (DUCHEFA) 

                                                     40 g/l  Saccharose 

   3,4 µl  Benzylaminopurin (Tabelle 2.2) 

 800 µl   Acetosyringon 

       pH 5,7 (mit KOH) 

 400 µl   Silwet L-77 

 

● Nicotiana tabacum:   Infiltrationsmedium-Medium (800 ml) 

     10   mM MgSO4 (autoklaviert) 

 

2.7 Kits und Verbrauchsmaterial 

● DNA-Aufreinigung / Gel-Extraktion: 

High Pure PCR Product Purification Kit (Roche Diagnostics GmbH, Grenzach 

Wyhlen) 

● Plasmid-Präparation: 

 QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen GmbH, Hilden) 

● Southern Blotting: 

 MegaprimeTM DNA Labelling Systems Kit RPN1607 (GE Healthcare, Freiburg) 

Nytran SPC TurboBlotter Kit 200 x 250 Katalog-Nr. 10416324 (Schleicher & 

Schuell GmbH, Dassel) 

 

2.8 Geräte und Apparaturen 

2.8.1 Southern Blotting 

● S&S TurboBlotter and Blotting Stack Assembly for Alkaline and Neutral 

Transfer (Schleicher & Schuell BioScience GmbH, Dassel) 

● Nylon-Transfermembran “Hybond N+” (GE Healthcare, Freiburg) 

● BAS-Cassetten 2040 (FUJIFILM, Tokyo, Japan) 

● Imaging Plate 20x40 (FUJIFILM, Tokyo, Japan) 

● Bio-Imaging-Analyser BAS-1500 (FUJIFILM, Tokyo, Japan) 

● Instant-Imager (Canberra-Packard GmbH, Dreieich) 
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2.8.2 Pflanzenanzucht 

● Anzuchtschrank PERCIVAL CU-36L (CLF Laborgeräte GmbH, Emersacker) 

 

2.9 Spezielle Software und Datenbanken 

● BLAST (Basic Local Alignment Search Tool, 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi)  

● DNASTAR 5.03 (DNASTAR Inc., Madison, USA) 

● GATCViewerTM (GATC Biotech AG, Konstanz) 

● NCBI – National Center for Biotechnology Information 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)  

● SIGnAL – SALK Institute Genome Analysis Laboratory 

(http://signal.salk.edu/cgi-bin/tdnaexpress) 

● TAIR – The Arabidopsis Information Resource (http://www.arabidopsis.org/) 

● TIGR – The Institute for Genomic Research (http://www.tigr.org) 

 

2.10 Versuchs-Organismen 

2.10.1 Pflanzen 

● Arabidopsis thaliana L. Heynhold, Ökotyp Columbia (Rédei, 1962) 

● Nicotiana tabacum L. cv. Petite Havana SRI (Maliga et al., 1973) 

 

2.10.2 Bakterienstämme 

● Escherichia coli DH5α (Grant et al., 1990) 

● Agrobacterium tumefaciens GV3101 (pMP90RK) (Koncz et al., 1984) 

● Agrobacterium tumefaciens AGL-1 (pTiBo542∆T-DNA) (Lazo et al., 1991) 

 

2.11 Mikrobiologische Arbeiten 

2.11.1 Transformation und Kultur von E. coli 

 Hitzekompetente E. coli-Zellen wurden auf Eis aufgetaut und anschließend mit  

1 – 10 µl Ligations-Ansatz oder Plasmid-DNA gemischt und für etwa 30 Minuten auf 

Eis inkubiert. Anschließend wurden die Zellen für 90 Sekunden bei 42 °C einem 

Hitzeschock unterzogen, gefolgt von einer erneuten Inkubation auf Eis für 2 Minuten. 

Danach wurden 400 µl LB-Medium zugegeben und die Zellsuspension bei 37 °C / 

750 rpm inkubiert (Eppendorf Thermomixer compact). Anschließend wurden 100 µl 

eines Transformations-Ansatzes auf LB-Platten mit dem erforderlichen Selektions-
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Antibiotikum ausplattiert und bei 37 °C über Nacht inkubiert. Zur weiteren Kultur 

wurde LB-Medium mit dem erforderlichen Selektions-Antibiotikum versetzt, mit einer 

Kolonie beeimpft und bei 37 °C / 200 rpm für 12 – 16 Stunden inkubiert.  

 

2.11.2 Transformation von Agrobacterium tumefaciens 

 Elektrokompetente Agrobakterien-Stämme wurden auf Eis aufgetaut und 

anschließend in eine ebenfalls auf Eis vorgekühlte Elektroporationsküvette (2 mm) 

überführt. Nach Zugabe von 1-5 µl des zu transformierenden Plasmids wurde die 

Küvette in das Elektroporationsgerät eingespannt. Die Elektroporation erfolgte mit 

folgenden Geräteeinstellungen (2,5 kV / 200 Ω / 5 ms). Anschließend wurden auf Eis 

500 µl YEB-Medium mit den Zellen gemischt und die Zellsuspension für eine Stunde 

bei 28 °C / 750 rpm (Eppendorf Thermomixer compact) inkubiert. 100 µl eines 

Transformations-Ansatzes auf YEB-Platten mit den erforderlichen Selektions-

Antibiotika ausplattiert und bei 28 °C über für 1-2 Tage inkubiert. Zur weiteren Kultur 

wurde YEB-Medium mit den erforderlichen Selektions-Antibiotika versetzt, mit einer 

Kolonie beeimpft und bei 28 °C / 200 rpm für 12 – 16 Stunden inkubiert.  

 

2.12 Pflanzen-Anzucht 

2.12.1 Lagerung von Saatgut 

 Generell wurde das Saatgut von Arabidopsis und Tabak bei Raumtemperatur 

im Dunkeln gelagert. 

 

2.12.2 Arabidopsis thaliana 

 Zur Pflanzen-Anzucht unter axenischen Bedingungen wurden Arabidopsis-

Samen in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt und einer Oberflächensterilisation 

unterzogen. Hierzu wurden die Samen zunächst in 70 %-igem unvergällten Ethanol 

aufgenommen, welches unverzüglich nach einer kurzen Zentrifugation (20 

Sekunden, 600 g) entfernt wurde. Anschließend wurden die Samen in einer 4 %-igen 

NaOCl-Lösung mit wenig Tween-20 für 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert 

(Eppendorf Thermomixer compact, 25 °C, 1400 rpm). Daraufhin wurden die Samen 

abzentrifugiert (30 Sekunden, 600 g) und die NaOCl-Lösung unter der Sterilbank 

entfernt. Anschließend wurden die Samen 6x für eine Minute mit sterilem ddH2O 

gewaschen und dann in 1 ml 0,1 %-iger steriler Agarose-Lösung aufgenommen. Bis 

zur Aussaat am folgenden Tag wurden die Samen zur Stratifikation bei 4 °C gelagert. 
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Sollten Samen in der F1-Generation auf das Vorhandensein eines Transgens 

getestet werden, wurden bis zu 3000 Samen in etwa 10 ml 0,1 %-iger steriler 

Agarose-Lösung aufgenommen und mit dieser auf große GM-Platten (15 cm 

Durchmesser) gegossen und durch Schwenken verteilt. Sollten Samen der F2- oder 

F3-Generation einer Segregationsanalyse unterzogen werden, erfolgte die Aussaat 

einzeln mit der Pipette unter axenischen Bedingungen. Die Petrischalen wurden für 2 

– 4 Wochen im Anzuchtsraum inkubiert (24 °C, Tag/Nacht-Rhythmus mit 16 h 

Lichtphase, Quantenflussdichte 100 µM Quanten * m-2s-1 PhAR). 

Für eine Erdanzucht von Arabidopsis-Pflanzen im Gewächshaus wurden die Samen 

lediglich in 1 ml Leitungswasser aufgenommen und über Nacht bei 4 °C gelagert. Die 

Aussaat erfolgte durch das Personal des Botanischen Gartens. Hierzu wurden 

Samen mit einer Pipette einzeln auf Erde (1:1-Mischung aus Floraton 3 und 

Vermiculite, Körnung 2-3 mm) in 5x5 cm Töpfe ausgesät.  

 

2.12.3 Nicotiana tabacum 

 Für eine Anzucht von Tabak unter keimfreien Bedingungen wurden Samen 2x 

in einer 6 %-igen NaOCl-Lösung mit etwas Tween-20 versetzt und für 20 Minuten bei 

Raumtemperatur inkubiert (Eppendorf Thermomixer compact, 25 °C, 1400 rpm). 

Diese Lösung wurde unter axenischen Bedingungen abpipettiert. Anschließend 

wurden die Samen in 1 - 2 ml 1 %-iger steriler Agarose-Lösung aufgenommen und 

konnten sofort ausgesät werden. Die Aussaat erfolgte mit der Pipette auf MS-

Medium in großen Petrischalen. Diese wurden für 2 – 4 Wochen im Anzuchtsraum 

inkubiert (24 °C, Tag/Nacht-Rhythmus mit 16 h Lichtphase, Quantenflussdichte 100 

µM Quanten * m-2s-1 PhAR). 

 Für eine Erdanzucht von Tabak-Pflanzen im Gewächshaus wurden die Samen 

vom Personal des Botanischen Gartens in Leitungswasser aufgenommen und mit 

einer Pipette einzeln auf Erde (1:1-Mischung aus Floraton 3 und Vermiculite, 

Körnung 2-3 mm) in 5x5 cm Töpfe ausgesät.  

 

2.12.4 Kreuzungen 

 Im Rahmen dieser Arbeit wurden sowohl Kreuzungen zwischen Tabak-Linien 

als auch zwischen Arabidopsis-Linien durchgeführt. Bei beiden Versuchsorganismen 

ist der Ablauf der Kreuzung der Gleiche. Alle geöffneten Blüten und zu junge 

Knospen wurden vom Blütenstand entfernt. Bei der Mutter-Pflanze wurden 
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geschlossene Knospen mit einer feinen Pinzette geöffnet und alle Blütenteile bis auf 

den Fruchtknoten behutsam entfernt. Von der Vater-Pflanze wurde eine geöffnete 

Blüte abgetrennt und deren Staubblätter vorsichtig über die Narbe des freigelegten 

Fruchtknotens der Mutter-Pflanze gestrichen. Somit wurde erreicht, dass nur die 

Pollen der Vater-Pflanze auf die Narbe der Mutter-Pflanze gelangten. Jeder auf diese 

Weise bestäubte Fruchtknoten wurde markiert und bis zur Samenreife stehen 

gelassen. Die Samen wurden geerntet, wenn die Schoten braun und trocken waren.  

 

2.13 Pflanzen-Transformation 

2.13.1 Arabidopsis-Transformation 

Die stabile genetische Transformation von Arabidopsis thaliana erfolgte durch 

eine modifizierte Variante des von Clough & Bent (1998) beschriebenen „Floral Dip“-

Protokolls. Hierzu wurden etwa 4 Wochen alte Arabidopsis-Pflanzen von geöffneten 

Blüten oder Schoten befreit und die Blütenstände für etwa 30 Sekunden in eine 

vorbereitete Agrobakterien-Suspension getaucht. Hierzu wurden zuvor 400 ml einer 

Agrobakterien-Übernachtkultur (OD600nm ca. 1,8) durch Zentrifugation (15 Minuten, 

4500rpm, 4 °C) pelletiert und anschließend in 800 ml Infiltrationsmedium 

(modifiziertes GM-Medium: 146 mM Saccharose) resuspendiert. Nach Zugabe des 

Cytokinins Benzylaminopurin (BAP, Endkonzentration: 18,9 nM) und des Induktors 

Acetosyringon (Endkonzentration: 0,51 µM) wurde der pH-Wert des Mediums mit 

KOH auf 5,7 eingestellt und es wurden 400 µl Silwet L-77 (chemisches Gemisch aus 

mit Polyalkylenoxid modifiziertem Heptamethyltrisiloxan [84 %] und Allyloxypoly-

ethylenglykolmethylether [16 %]) zugegeben. Die Agrobakterien-Supension wurde 

unter ständigem Rühren (Magnetrührer) für die Pflanzentransformation verwendet. 

Nach dem „Floral Dip“ wurden die Arabidopsis-Pflanzen horizontal in mit feuchtem 

Küchenpapier ausgelegte lichtundurchlässige Kisten gelegt und nach etwa 24 

Stunden mit Leitungswasser besprüht. Anschließend wurden die Pflanzen in einer 

Folieneinfassung zur Reife gebracht und die Samen durch das Personal des 

Botanischen Gartens geerntet. Das Saatgut wurde für die Anzucht unter axenischen 

Bedingungen wie in Kapitel 2.8.2 beschrieben weiter verwendet. 

 

2.13.2 Tabak-Transformation 

 Zur stabilen genetischen Transformation von Nicotiana tabacum wurden ca. 2 

Wochen alte auf MS-Medium unter axenischen Bedingungen angezogene Sämlinge 
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für 10 Minuten bei einem Druck von etwa 7 mbar im Exsikator in einer vorbereiteten 

Agrobakterien-Suspension inokuliert. Hierzu wurden 50 ml einer Agrobakterienkultur 

durch Zentrifugation (8 Minuten, 8000 g, RT) pelletiert und anschließend zweimal mit 

25 ml 10mM MgSO4-Lösung gewaschen (Zentrifugationsschritte: 8 Minuten,  

8000 g, 4 °C). Das Agrobakterien-Pellet wurde anschließend in 10 mL der MgSO4-

Lösung resuspendiert und mit dieser Lösung eine OD560nm eingestellt. Nach der 

Inokulation wurden die Tabak-Sämlinge auf sterilem Filterpapier zum Trocknen 

abgelegt und anschließend auf Petrischalen mit MSH-Medium ausgebracht und für 3 

Tage im Pflanzenanzuchtsschrank inkubiert. Danach wurden die Pflanzen auf Platten 

mit MSH-VC-Medium und dem erforderlichen Selektions-Antibiotikum bzw. Herbizid 

ausgebracht (V: Vancomycin, C: Cefotaxim – beide Antibiotika zusammen verhindern 

ein Überwachsen der Tabakpflanzen mit Agrobakterien – alternativ kann auch 

Ticarcillin [TIC] verwendet werden).  

 

2.14 Molekularbiologische Arbeiten 

2.14.1 PCR und Klonierungen 

 Klonierungsschritte und PCRs wurden, sofern nicht ausdrücklich erwähnt, 

entsprechend den gängigen Methoden durchgeführt (Sambrook & Russell, 2001). 

 

2.14.2 Klonierung des Vektors pNHEJ 

 Das Gentamycin-Resistenz verleihende Gen aacC1 wurde mittels PCR 

(Primerkombinationen aacC1-n-FW + aacC1-n-RV bzw. aacC1-n-FW + aacC1-i-RV) 

aus dem Vektor pPZP121 (Hajdukiewicz et al., 1994) amplifiziert. Über Adapter in 

diesen Primern wurden Schnittstellen für KpnI sowie I-SceI (n: I-SceI-Schnittstellen in 

gleicher Orientierung zueinander, i: I-SceI-Schnittstellen in inverser Orientierung 

zueinander) beiderseits eingefügt. Die PCR-Produkte (n bzw. i) wurden als KpnI-

Fragment in die entsprechende Schnittstelle des Plasmids pGUS23 (Puchta & Hohn, 

1991a) zwischen CaMV35S Promotor und uidA-Reportergen (GUS) kloniert. Aus den 

resultierenden Vektoren pMP1-n bzw. pMP1-i wurde der gesamte Bereich als EcoRI-

Fragment in den Vektor pPZP111 (Hajdukiewicz et al., 1994) kloniert, welcher als 

Selektionsmarker für transgene Pflanzen ein Kanamycin-Resistenzgen kodiert, 

welches zusätzlich zu der von I-SceI-Schnittstellen flankierten Gentamycin-Resistenz 

verwendet werden kann. Die entstandenen Konstrukte werden im Folgenden als 

pNHEJ-n bzw. pNHEJ-i bezeichnet. 
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2.14.3 Klonierung von PCR-Produkten in den pGEM®-T Vektor 

 Zur Vorbereitung der Sequenzierung verschiedener rekombinanter DNA-

Verknüpfungen beim Test des NHEJ-Systems (siehe Kapitel 3.2.4, Abbildung 3.14) 

wurden PCR-Produkte in den Vektor pGEM®-T (Promega GmbH, Mannheim) nach 

Vorschrift des Herstellers kloniert. 

 

2.14.4 Sequenzierungen 

 Alle im Rahmen dieser Arbeit erforderlichen DNA-Sequenzierungen wurden 

von der Firma GATC (GATC Biotech AG, Konstanz) durchgeführt. 

 

2.14.5 DNA-Schnellpräparation aus Pflanzen 

 Eine geringe Menge Blattmaterial wurde in einem 1,5 ml Reaktionsgefäß unter 

Zugabe von flüssigem Stickstoff mit einem Pistill zu feinem Pulver zermahlen. 

Daraufhin wurden 500 µl Shorty-Extraktionspuffer sowie 1,8 U RNase zugegeben. 

Nach 10 Minuten Inkubationszeit wurden die groben Zelltrümmer durch 

Zentrifugation (12.100 g, 5 Minuten) abzentrifugiert. Von dem wässrigen Überstand 

wurden 350 µl in ein Reaktionsgefäß überführt, in welches bereits 350 µl Isopropanol 

vorgelegt worden waren. Die Lösungen wurden durch vorsichtiges Invertieren 

gemischt und die ausgefallene DNA anschließend für 10 Minuten bei 12.100 g 

pelletiert. Nach dem Trocknen des Pellets bei Raumtemperatur wurden 200 µl TE-

Puffer zugegeben und die DNA gelöst (Eppendorf Thermomixer compact, 37 °C, 750 

rpm). DNA aus solchen Schnellpräparationen wurden für PCR-basierte Screenings 

verwendet. 

 

2.14.6 Isolierung von genomischer DNA aus Pflanzen 

 Etwa 2 g Blattmaterial wurde in einem vorgekühlten Mörser unter Zugabe von 

flüssigem Stickstoff zu feinem Pulver zermahlen und in 50 ml Zentrifugenröhrchen 

überführt. Es wurden 5 ml frisch zubereiteter Isolierungspuffer zugegeben und 

gründlich mit dem Pulver gemischt. Diese Suspension wurde für eine Stunde bei  

65 °C im Wasserbad inkubiert. Nach Zugabe von 5 ml Chloroform wurde bei 8000 g 

für 15 Minuten bei 4 °C zentrifugiert. Die wässrige Epiphase wurde in ein 15 ml 

Zentrifugenröhrchen überführt und mit 18 U RNAse bei Raumtemperatur für 20 

Minuten inkubiert. Durch Mischen mit 5 ml eiskaltem Isopropanol wurde nach einem 

weiteren Zentrifugationsschritt (8000 g, 10 Minuten, 4 °C) die genomische DNA 
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pelletiert. Das Pellet wurde mit 2 ml 70 %-igem Ethanol gewaschen (8000 g, 5 

Minuten, 4 °C) und bei Raumtemperatur getrocknet, Anschließend wurden 200 µl TE-

Puffer zugegeben und die DNA über Nacht bei 4 °C gelöst. Die Lagerung der DNA 

erfolgte bei –20 °C.  

 

2.14.7 Histochemische Färbung 

 Zum Nachweis der β-Glucuronidase-Aktivität im pflanzlichen Gewebe wurden 

Arabidopsis-Pflanzen auf GM-Medium angezogen und im Alter von 17 Tagen in 50 

ml Zentrifugenröhrchen überführt. Nach Zugabe von etwa 25 ml frisch hergestellter 

Färbelösung (Kapitel 2.2.2) wurden die Zentrifugenröhrchen für zwei Tage bei 37 °C 

inkubiert. Anschließend wurde die Färbelösung durch dieselbe Menge 70 %-iges 

Ethanol ersetzt und die Ansätze bei 65 °C für mindestens eine Stunde im Wasserbad 

inkubiert, um die Chlorophylle aus den Blättern herauszulösen. Die Lagerung der 

Proben erfolgte bei Raumtemperatur in 70 %-igem Ethanol. Die Auswertung erfolgte 

unter Verwendung eines Binokulars. 

 

2.14.7.1 Berechnung des Induktionsfaktors 

 Unter dem Binokular wurde die Anzahl apparenter Rekombinations-Ereignisse 

(blaue Spots) von Experimental-Kreuzungen (Kreuzung von NHEJ-Linien mit der I-

SceI-Expressionslinie) sowie Kontrollkreuzungen (Kreuzung von NHEJ-Linien mit 

Wildtyp-Pflanzen) bestimmt. Der Induktionsfaktor ergibt sich aus der Summe aller 

apparenten Rekombinations-Ereignisse (aRE) der Nachkommen der 

Experimentalkreuzung (Genotyp: NHEJ +/- I-SceI +/-) dividiert durch die Summe aller 

apparenten Rekombinations-Ereignisse (aRE) der Nachkommen der 

Kontrollkreuzung (Genotyp: NHEJ +/-) nach folgender Formel: 

 

                 IF: Induktionsfaktor (Σ aREI-SceI / Σ aREWT 

 

2.14.8 Southern Blot-Analysen 

2.14.8.1 Restriktionsspaltung 

 Genomische DNA von Tabak- bzw. Arabidopsis-Pflanzen wurde wie in Kapitel 

2.14.6 beschrieben isoliert. Die extrahierte DNA wurde mit auf die Fragestellung 

abgestimmten Restriktionsenzymen über Nacht bei 37 °C inkubiert. Hierbei kamen 

zum Einsatz: BsaXI, EcoRI, EcoRV, HindIII und I-SceI. Es wurden 100 µl 
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Volumen (in µl) = 10.000 ng / DNA-Gehalt ng / µl 

 DNA-Gehalt in ng/µl = OD260 * 50 / Verdünnungsfaktor 

genomische DNA (unterschiedliche Konzentrationen) mit 20 U Restriktionsenzym 

und dem erforderlichen Puffer nach Vorschrift des Herstellers gemischt. Zudem 

wurde Spermidin zugegeben (Endkonzentration 5 mM) und das Reaktionsvolumen 

auf 200 µl eingestellt. Im Falle von I-SceI-Restriktionsspaltungen wurde EcoRI-

behandelte genomische DNA zunächst wie unten beschrieben gereinigt und dann mit 

I-SceI über Nacht inkubiert.  

 Die Reinigung und Aufkonzentration der DNA-Restriktionsspaltungsansätze 

erfolgte mittels Präzipitation durch Zugabe von 2,5 Volumenanteilen 99,8 %-igem 

Ethanol und 1/30 Volumenanteil kalten Na-Acetats (3 M, pH 5,2). Das Gemisch 

wurde für 30 Minuten bei -80 °C gelagert und die ausgefallen DNA durch 

Zentrifugation (12.500 g, 30 Minuten, 0 °C) pelletiert. Der Überstand wurde entfernt 

und das Pellet dreimal mit 0,5 ml 70 %-igem Ethanol gewaschen 

(Zentrifugationsschritte: 12.500 g, 10 Minuten, 0 °C). Die gewaschen DNA wurde in 

50 µl TE-Puffer resuspendiert und die Konzentration photometrisch bestimmt.  

Die Berechnung der Ausgangskonzentration erfolgte nach folgender Formel: 

 

       

 Nach Möglichkeit wurden 10 µg geschnittene und gereinigte DNA 

elektrophoretisch aufgetrennt. Die Berechnung des Ansatz-Volumens, welches daher 

in die Geltaschen geladen werden muss, ergibt sich wie folgt: 

 

 

 

2.14.8.2 Blotting 

 Etwa 10 µg geschnittene und gereinigte DNA wurden in die Geltasche eines  

1 %-igen Agarosegels (EtBr-Konzentration 0,1 µg/l) geladen. Die elektrophoretische 

Auftrennung der DNA erfolgte zunächst für ca. zwei Stunden bei 80 V und 

anschließend über Nacht bei 50 V. Anschließend wurde das Gel jeweils 30 Minuten 

unter leichtem Schütteln in Denaturierungspuffer, Neutralisierungspuffer und in 20x 

SSC-Puffer inkubiert. Das Gel wurde daraufhin gemäß der Hersteller-Vorschrift zur 

Übertragung der DNA auf die Nylon-Transfermembran „Hybond N+“ in die S&S 

TurboBlotter-Apparatur gelegt. Nach dem 3-stündigen Blotting wurde die 

Nylonmembran für 5 Minuten in 2x SSC-Puffer gewaschen und anschließend 

zwischen zwei Glasscheiben gelegt. Zur irreversiblen Fixierung der DNA auf der 
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Membran wurde diese für zwei Stunden bei 80 °C gebacken. Bis zur Hybridisierung 

wurde die Membran in einer Kunststoffhülle bei 4 °C aufbewahrt.  

 

2.14.8.3 Herstellung und Markierung der DNA-Sonden 

 Im Rahmen dieser Arbeit kamen vier verschiedene Sonden zum Einsatz 

(Abbildung 2.1). Zwei der Sonden wurden als Restriktions-Fragmente aus Plasmiden 

erhalten, während die anderen beiden als PCR-Produkte erzeugt wurden. Alle 

Fragmente wurden aufgereinigt und anschließend die Konzentration photometrisch 

bestimmt (siehe auch Kapitel 2.14.8.1). Zur radioaktiven Markierung der DNA-

Fragmente mit α–32P-dCTP (GE Healthcare) wurde das MegaprimeTM DNA Labelling 

Kit (GE Healthcare) gemäß den Herstellerangaben verwendet. Die nominale 

spezifische Aktivität des in die Markierungs-Reaktion (Gesamtvolumen: 50 µl) 

eingesetzten α–32P-dCTPs betrug 1,85 MBq (50 µCi). Die Halbwertszeit wurde nicht 

berücksichtigt, da die 32P-dCTP-Lösung immer zeitnah zum Kalibrierungsdatum 

verwendet. Nach Abschluss der Reaktion wurde der Markierungsansatz mit 900 µl 

TE-Puffer gemischt und für 5 Minuten bei 95 °C denaturiert. Anschließend wurde die 

radioaktivmarkierte Sonde in die Hybridisierung-Reaktion eingesetzt. 

 

2.14.8.4 Hybridisierung 

 Die Nylonmembran wurde mit der DNA-tragenden Seite (s.o.) nach innen 

eingerollt und vorsichtig in eine Hybridisierungsröhre geschoben. Nach Zugabe von 

50 ml Hybridisierungspuffer wurde dieser durch leichtes Drehen der Röhre auf der 

Membran verteilt. Luftblasen wurden mit Hilfe einer stumpfen Pinzette entfernt. 

Anschließend wurde die Membran zwecks Prähybridisierung für zwei Stunden bei  

60 °C im Hybridisierungsofen rotierend inkubiert. Nach der Prähybridisierung wurde 

die radioaktiv markierte Sonde (950 µl) in die Hybridisierungsröhre pipettiert. Die 

Hybridisierung erfolgte für 18 Stunden bei 60 °C (unabhängig von der Länge der 

verwendeten Sonde). Danach wurde die Hybridisierung-Lösung entfernt und die 

Membran wurde zweimal für 5 Minuten mit auf 60 °C vorgewärmtem Waschpuffer I 

behandelt, um freies α–32P-dCTP bzw. ungebundene Sondenmoleküle zu entfernen. 

Im Anschluss daran wurde die Membran ebenfalls bei 60 °C zweimal für 15 Minuten 

mit Waschpuffer II gewaschen. Danach wurden die Membranen in Folie 

eingeschweißt, um eine Kontamination der Imaging Plates sowie BAS-Cassetten zu 

vermeiden. 
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Abbildung 2.1: Sonden für die Southern Blot Detektion. Als Kanamycin-Resistenzgen-spezifische 
Sonde wurde ein 1,9 kb großes HindIII-Restriktionsfragment aus dem Plasmid pCAH5 (Hrouda und 
Paszkowski, 1994) verwendet, bei welchem die beiden Exons (KA, NA) des Kanamycin-
Resistenzgens nptII durch eine Intronsequenz verbunden werden. Eine 552 bp große Sonde gegen 
das PPT-Resistenzgen BAR wurde durch Restriktionsspaltung des Vektors p(UC)PCBR mit BglII und 
anschließender Extraktion des Fragmentes aus einem Agarose-Gel erhalten. Eine 450 bp große 
Gentamycin-Resistenzgen-spezifische Sonde wurde mittels PCR (Primerkombination Gent FW + Gent 
A) aus dem Plasmid pPZP121 (Hajdukiewicz et al., 1994) amplifiziert. Ebenfalls als PCR-Produkt 
(Primerkombination GUS FW7 + GUS Rev) wurde eine 1,8 kb große GUS-spezifische Sonde aus dem 
Vektor pGUS23 (Puchta & Hohn, 1991a; Schultze et al., 1990) amplifiziert.  
 
 

 
2.14.8.5 Detektion 

 In BAS-Cassetten wurden über Nacht strahlungssensitive Imaging Plates auf 

den gewaschenen Membranen exponiert. Die Auswertung erfolgte im Bio-Imaging-

Analyser BAS-1500.  

 

2.14.9 Bestimmung von T-DNA-Insertions-Loci der NHEJ-Linien 

 Zur Bestimmung der T-DNA-Insertionsstellen der NHEJ-Linien wurde das 

SiteFinding-Protokoll (Abbildungen 2.2 und 2.3, Tan et al., 2005) angewandt. Die für 

dieses Protokoll erforderlichen Primer sind in Abbildung 2.2 dargestellt. Mit Hilfe 

dieser Methode wurden die an die LB angrenzenden Genombereiche sequenziert. 

Mit dieser Information und der in den Datenbanken zugänglichen Sequenz des 
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Arabidopsis-Genoms lassen sich Primer konzipieren, mit denen ein PCR-basiertes 

Screening auf hemi- bzw. homozygote NHEJ-Linien möglich ist. Außerdem können 

dadurch auch die an die RB angrenzenden Genombereiche problemlos amplifiziert 

und sequenziert werden. 

 
 

Abbildung 2.2: SiteFinder-Primer. Der SiteFinder-Primer ist 61 Nukleotide lang und bindet an 
Stellen im Genom, welche die Tetranukleotid-Sequenz GCCT (rot) aufweisen. Die 
Bindungseigenschaften dieses Oligonukleotids werden durch die sechs zufälligen Nukleotide (N) 
verbessert. Die NotI-Schnittstelle ist für die im weiteren Verlauf der Reaktion erforderliche Klonierung 
in den Vektor pBluescript SK+ erforderlich. Die 5´ davon lokalisierten 43 Nukleotide dienen als 
Bindungsstelle für die Primer SFP1 und SFP2 (siehe auch Abbildung 2.3). 
 

 

Je 2 µl der genomischen DNA (1:100 verdünnt) der NHEJ-Linien wurden für die 

SiteFinding-Reaktion nach folgendem Ansatz eingesetzt:  

 

 

 

 

 

 

 
 
Folgendes PCR-Protokoll wurde für die SiteFinding-Reaktion angewandt :  
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 Hierbei wird in Schritt 3 „Anstieg auf“ die Temperatur der Probe über einen 

Zeitraum von 10 Minuten in 0,1 °C / Sekunde-Intervallen angehoben, um 

unspezifische Bindungen des SiteFinder-Primers zu unterbinden. Anschließend 

wurde der SiteFinder-Reaktionsansatz mit 0,5 µl Ex-Taq-Puffer (10x), 2,25 µl SFP1 

(50 pmol, 5′-CACGACACGCTACTCAACAC-3′) und 2,25 µl des T-DNA-spezifischen 

Primers K4 (10 pmol, 5′-CTTGGGTGGAGAGGCTATTC-3′) versetzt und eine 

„primäre“ PCR nach folgendem Protokoll durchgeführt.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Im Anschluss an die primäre PCR wurde eine „sekundäre nested“ PCR 

durchgeführt, in welcher der SFP2-Primer (50pmol, 5′-ACTCAACACACCACCTCG 

CACAGC-3′), sowie die beiden T-DNA-spezifischen Primer K7 (50 pmol, 5′-CGAATA 

TCATGGTGGAAAATGG-3′) und UFW-TGIUS-LB1 (50 pmol, 5′-GGACCGCTATCAG 

GACATAG-3′) eingesetzt wurden. Das PCR-Protokoll entspricht dem der „primären“ 

PCR.  

Die Aufreinigung der PCR-Proben der „sekundären nested“ PCR (SFP2 und 

UFW-TGIUS-LB1) erfolgte mit Hilfe des High Pure PCR Product Purification Kits 

(Roche). Für die anschließende Klonierung wurden die aufgereinigten PCR-Proben 

mit NotI geschnitten und in die MCS des mit NotI und EcoRV geschnittenen Vektors 

pBluescript SK+ kloniert. Diese Klone wurden dann mit M13 Primern (M13 FW, M13 

Rev) sequenziert. 
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Abbildung 2.3: Prinzip der SiteFinder-Reaktion. Ausgangspunkt zur Bestimmung der T-DNA-
Insertionsstelle ist eine bekannte T-DNA-Sequenz, welche von einer unbekannten genomischen 
Sequenz flankiert wird (linke Seite). Zur Analyse der unbekannten Sequenz werden drei aufeinander 
folgende T-DNA-spezifische Primer (P1-P3) sowie drei SiteFinder-Primer (SiteFinder, SFP1, SFP2) 
benötigt. In der SiteFinder-Reaktion wird die genomische DNA denaturiert und der SiteFinder-Primer 
kann über ein häufig im Genom vorkommendes Tetranukleotid an die DNA binden (SiteFinder-
Bindungsstellen). Dann folgt eine „primäre“ PCR mit dem SFP1-Primer, der am Ende des SiteFinder-
Primers bindet und mit dem am weitesten innerhalb der T-DNA-gelegenen Primer (P1), wodurch der 
Bereich zwischen SiteFinder-Bindungsstelle und P1 amplifiziert wird. Zur Erhöhung der Spezifität wird 
das PCR-Produkt in einer „sekundären nested“ PCR eingesetzt, wobei SFP2, der versetzt zu SFP1 
weiter innerhalb des Amplicons bindet mit P2 bzw. P3 verwendet. Durch diese zweite PCR entstehen 
mit beiden Primerkombinationen verschieden große Fragmente, die nebeneinander auf ein 
Agarosegel aufgetragen auf Grund eines „shifts“ zu erkennen sind. Die amplifizierten Fragmente 
können anschließend mit NotI gespalten werden, da die Restriktionsschnittstelle über den SiteFinder-
Primer zu Beginn eingefügt wurde. Das geschnittene PCR-Fragment kann dann über die NotI-
Schnittstelle und über die entstandenen blunt-ends in den Vektor pBluescript SK+ kloniert und 
sequenziert werden. Die Amplifikation unspezifischer Produkte wird zum einen durch die Bildung 
zirkulärer Strukturen und zum anderen durch die einseitige blunt-end-Ligation unterbunden (rechte 
Seite). Abbildung aus Tan et al. (2005), verändert. 
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2.14.10 Bestimmung der RB-Flanke der NHEJ-Linien  

 Anhand der Kenntnis der Integrations-Loci der NHEJ-T-DNAs (siehe Kapitel 

2.14.9) können Genom-spezifische Primer konzipiert werden, welche 5´ bzw. 3´ der 

T-DNA liegen. Die Sequenz der die RB flankierenden genomischen DNA kann dann 

unter Verwendung eines der beiden Genom-spezifischen Primer und einem T-DNA-

spezifischen Primer nahe der RB amplifiziert und sequenziert werden. Die zur 

Bestimmung der RB-Flanken der NHEJ-Linien verwendeten Primer und PCR-

Protokolle sind Tabelle 2.3 zu entnehmen. Mit den Genom-spezifischen sowie einem 

der T-DNA-spezifischen Primer können wie in Abbildung 2.4 gezeigt hemi- und 

homozygote NHEJ-Linien mittels PCR voneinander unterschieden werden. 

 

Tabelle 2.3: Primerkombinationen und PCR-Protokolle zur Bestimmung der 
die RB flankierenden Genomsequenzen in den NHEJ-Linien. Die Genom-
spezifischen Primer sind blau hervorgehoben. 

 
 

 

 

 

 

 

2.14.11 Charakterisierung der T-DNA-Insertions-Loci der NHEJ-Linien 

 Die Kenntnis beider an die T-DNA angrenzenden genomischen Sequenzen 

erlaubt eine Aussage über Sequenz-Veränderungen am Integrations-Locus, welche 

auf die Insertion der T-DNA zurück zu führen sind. Die flankierenden Sequenzen 

wurden daher mittels PCR mit einer Kombination aus einem Genom-spezifischen 

und einem T-DNA-spezifischen Primer amplifiziert (siehe Abbildung 2.4) und die 

Sequenz analysiert. Hierfür wurden einfache DNA-Isolierungen verwendet (Kapitel 

2.14.5).  

 

2.14.12 PCR-basierte Genotypisierung von NHEJ-Linien 

 Zum Nachweis des Genotyps der NHEJ-Linien wurden zum Einen eine 

genspezifische Primerkombination und zum Anderen eine Kombination aus Genom- 

und T-DNA-spezifischen Primern in einer PCR-Reaktion eingesetzt (Abbildung 2.4), 

wobei die DNA-Menge einer einfachen DNA-Isolierung (Kapitel 2.14.5) ausreichend 

ist. Die Auswertung erfolgt wie in Tabelle 2.4 aufgeführt.  
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Abbildung 2.4: Prinzip des PCR-Screenings von NHEJ-Linien. Durch Verwendung eines Locus-
spezifischen FW-Primers (GSP FW) und eines T-DNA-spezifischen RV-Primers entsteht 
ausschließlich bei der T-DNA-Insertions-Linie ein PCR-Fragment. Mit dieser Primerkombination allein 
kann zwischen homozygot und hemizygot nicht unterschieden werden. Unter Verwendung von zwei 
Loci-spezifischen Primern (GSP FW, GSP RV), welche die T-DNA überspannen, entsteht beim 
Wildtyp und bei für die T-DNA hemizygoten Pflanzen ein Fragment. Durch die Wahl der 
Elongationszeit bei der PCR entsteht bei der homozygoten T-DNA-Insertions-Linie auf Grund der 
Größe der T-DNA-Insertion kein Produkt.  
 
 
 
 
 
Tabelle 2.4: Genotypisierung von T-DNA-Insertions-Linien. Durch den Vergleich der 
Bandenmuster der beiden Primerkombinationen kann zwischen homozygoten, hemizygoten und 
Wildtyp-Pflanzen unterschieden werden.  
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3 Ergebnisse 

 

3.1 Induktion reziproker Translokationen im Tabak-Genom 

3.1.1 Konzept des experimentellen Systems 

 Zur Charakterisierung von durch Doppelstrangbrüche induzierten 

Veränderungen im Pflanzengenom wurde im Rahmen dieser Arbeit ein 

experimentelles System entwickelt, welches in einem einzigen Ansatz die 

Bearbeitung verschiedener Fragestellungen ermöglicht. Das System basiert auf zwei 

voneinander unabhängigen transgenen Sequenzen (T-DNAs), welche beide neben 

einem spezifischen Selektionsmarkergen eine Erkennungssequenz für die 

Meganuklease I-SceI enthalten.  

Wird in einem Genom, welches beide T-DNAs enthält, I-SceI exprimiert, so 

sollten gleichzeitig zwei Doppelstrangbrüche auftreten. Diese können entweder 

dadurch repariert werden, dass die ursprünglich miteinander verbundenen Enden 

wieder miteinander verknüpft werden oder aber es kann zu einer Translokation 

kommen, durch welche andere Enden miteinander verbunden werden (Abbildung 

3.1). Zum Nachweis einer solchen Neuverknüpfung ehemals ungekoppelter Enden 

wurde ein Selektionsmarker eingesetzt: beide T-DNAs tragen nicht-funktionelle Teile 

eines Kanamycin-Resistenzgens (nptII). Dieser Marker wird durch eine artifizielle 

Intronsequenz in zwei Exons geteilt (Hrouda und Paszkowski, 1994; Puchta et al.,  

 

 

Abbildung 3.1: I-SceI-vermittelte Induktion einer reziproken Translokation im Genom von 
Nicotiana tabacum. Auf verschiedenen Chromosomen (weiß, grau) im Tabak-Genom sind zwei 
verschiedene Transgensequenzen (T-DNAs A—B und C—D) integriert. Beide T-DNAs enthalten eine 
Schnittstelle für die Meganuklease I-SceI (roter Balken). Kommt es durch Expression von I-SceI zu 
zwei simultanen Doppelstrangbrüchen in einem Genom und bei deren Reparatur zu einer reziproken 
Translokation, sollten zwei neue Kopplungen (A—D und C—B) auftreten. Zur Vereinfachung der 
Darstellung sind die Transgensequenzen jeweils nur auf einem der beiden Schwesterchromatiden 
eingezeichnet. Die Darstellung des an dsDNA gebundenen I-SceI-Proteins als Bestandteil dieser 
Abbildung wurde freundlicherweise von CELLECTIS SA (Romainville Cedex, Frankreich) genehmigt. 
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Abbildung 3.2: Experimentelles System zur Untersuchung I-SceI-induzierter reziproker 
Translokationen im Tabak-Genom. Gezeigt sind schematische Darstellungen der T-DNAs pTL und 
pTV sowie mögliche Produkte reziproker Translokations-Ereignisse. Die T-DNA pTL (Transgen A—B) 
enthält ein 266 Nukleotide großes 5´-Exon des Kanamycin-Resistenz verleihenden nptII-Gens unter 
der Kontrolle eine CaMV35S-19S-Hybrid-Promotors (Paszkowski et al., 1992). In der 3´-Region dieses 
Exons schließt sich eine 905 bp umfassende Intronsequenz an, die ursprünglich aus dem Genom von 
Phaseolus vulgaris stammt (Intron 3 des Phaseolin-Gens, zur Klonierung siehe Paszkowski et al. 
[1992]). Downstream dieses Introns ist eine 18 Nukleotide umfassende Erkennungssequenz der 
Meganuklease I-SceI lokalisiert. Dahinter befindet sich in inverser Orientierung ein PPT-Resistenzgen 
(BAR). Die T-DNA pTV (Transgen C—D) kodiert RB-seitig ein Hygromycin-Resistenzgen als 
Selektionsmarker, 3´ davon befindet sich eine I-SceI-Erkennungssequenz sowie ein 1004 bp großes 
Intron mit 100 %-iger Sequenzhomologie über 847 bp zu jenem in pTL. Hinter dem Intron ist das 3´-
Exon (615 nt) des Kanamycin-Resistenz verleihenden nptII-Gens lokalisiert. Kommt es durch 
Expression der Meganuklease I-SceI in einem Genom, welches beide Transgene enthält, zu zwei 
simultanen Doppelstrangbrüchen, so kann deren Reparatur unter anderem zu der dargestellten 
reziproken Translokation führen. Eine Kopplung der Transgenhälften A und D kann sowohl durch 
NHEJ als auch auf Grund der Sequenzhomologie im Intron durch homologe Rekombination zu Stande 
kommen. Diese Ereignisse können mittels PCR (Primerkombination KIH2 / KIR1) unterschieden 
werden. In beiden Fällen entsteht ein funktionelles Kanamycin-Resistenzgen, da die zwischen den 
Exons liegende Intronsequenz die für den Spleißapparat erforderlichen Donor- und  
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Abbildung 3.2: Fortsetzung. Akzeptor-Stellen enthält. Mit dem beschriebenen System ist eine 
Selektion auf die Kopplung der Transgen-Hälften C und B nicht möglich, deren Existenz kann jedoch 
mittels PCR (Primerkombination Hyg1 / BarS) nachgewiesen werden. Die unterbrochenen grauen 
Pfeile zeigen die Größe von PCR-Produkten an, während die durchgezogenen grauen Pfeile die 
Größe von Restriktions-Fragmenten bei der Detektion im Southern Blot wiedergeben. LB: Left Border, 
RB: Right Border, KA: 5´-Exon des nptII-Gens, BAR: PPT-Resistenzgen, Hygro: Hygromycin-
Selektionsmarkergen, NA: 3´-Exon des nptII-Gens. Die Intronsequenz wird durch den dicken blauen 
Balken repräsentiert. Primerbindungsstellen sind durch waagerechte Pfeile angezeigt, 
Restriktionsschnittstellen sind durch senkrechte Pfeile gekennzeichnet. 

 

 

1996). Die T-DNA pTL enthält einen Promotor, das 5´-Exon des nptII-Gens sowie 

das Intron (im Folgenden auch als Transgenteile A und B bezeichnet). Die zweite T-

DNA (pTS) enthält große Teile desselben Introns sowie das 3´-Exon des Kanamycin-

Resistenzgens gefolgt von einem Terminator (im Folgenden auch als Transgenteile 

bzw. -hälften C und D bezeichnet, siehe auch Abbildung 3.2).  

Kommt es nach einer I-SceI vermittelten Induktion zweier gleichzeitiger 

Doppelstrangbrüche zu einer Translokation, bei der die Transgenteile A und D 

miteinander verbunden werden, kann ein funktionelles Kanamycin-Resistenzgen 

restauriert werden. Diese Neuverknüpfung kann sowohl durch homologe 

Rekombination zwischen den beiden Intronsequenzen als auch durch nicht-

homologe Rekombination erfolgen. Geschieht die Verknüpfung durch NHEJ, entsteht 

ein Kanamycin-Selektionsmarkergen, bei dem die beiden Exons durch ein größeres 

Intron unterbrochen werden. Dieses kann abhängig von der Prozessierung der 

beiden Bruchenden unterschiedlich groß sein. Da dieses von pTS und pTL 

abgeleitete Intron sowohl eine Donor- als auch eine Akzeptorstelle für das 

Spleißosom aufweist, kann nach der Reifung der dadurch kodierten prä-mRNA ein 

funktionelles NPTII-Protein gebildet werden. Auf Grund der Konzeption des 

experimentellen Systems kann daher die Häufigkeit der Verwendung von HR bzw. 

NHEJ zur Restaurierung des Selektionsmarkers direkt miteinander verglichen 

werden. 

Während die Neuverknüpfung der beiden Transgenteile A und D durch das 

Auftreten eines selektierbaren Merkmals gekennzeichnet ist, können die anderen 

beiden Hälften (B und C) mit anderen zu diesem Zeitpunkt freien DNA-Enden 

verknüpft werden oder aber sie können durch eine reziproke Translokation 

miteinander verbunden werden. Da die beiden Transgenteile B und C keine 

Homologien zueinander aufweisen, kann eine Verknüpfung zwischen ihnen nur 

durch NHEJ erfolgen. Das Zustandekommen einer solchen Kopplung kann nicht, wie 
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für A—D beschrieben, durch einen Selektionsmarker detektiert werden. Da eine 

Kopplung von A und D und die damit einhergehende Kanamycinresistenz auf Grund 

der Konzeption des experimentellen Systems Voraussetzung für das 

Zustandekommen der Verbindung C—B sind, wurden nur Kanamycin-resistente 

Pflanzen hinsichtlich der C—B-Kopplung mittels PCR getestet. 

Im Rahmen früherer Untersuchungen zur Doppelstrangbruch-Reparatur durch 

HR wurde innerhalb der Arbeitsgruppe die transgene Tabak-Linie 1-12 verwendet, 

welche das Transgen pTS als Einzelkopie im Genom trägt. In diesen Studien wurde 

die Linie sehr genau charakterisiert und es konnte reproduzierbar gezeigt werden, 

dass die Induktion von Doppelstrangbrüchen in vivo durch die Expression von I-SceI 

in dieser Linie möglich ist. Hierbei wurde die Reparatur des in pTS induzierten 

Doppelstrangbruches durch zeitgleich zur Verfügung gestellte Sequenzhomologien 

innerhalb einer mit dem I-SceI-Expressionskonstrukt kotransformierten T-DNA 

(Puchta et al., 1996; Puchta, 1998; Reiss et al., 2000) bzw. auch durch homologe 

Sequenzen von transgenen Sequenzen in ektopischer Positionen (Puchta, 1999) 

gezeigt. Dies ermöglicht zudem, mittels des beschriebenen experimentellen Systems 

die Häufigkeit des Auftretens von Translokationsereignissen mit ektopischen 

Rekombinationsereignissen zu vergleichen. 

 

3.1.2 Etablierung des experimentellen Systems 

Zunächst wurden etwa 14 Tage alte Tabakkeimlinge der Linie 1-12 durch 

Inokulation mit Agrobakterien mit der T-DNA pTL transformiert. Nach drei Tagen auf 

Platten mit MSH-Medium wurden die Pflanzen zur Induktion einer Kalluskultur auf 

MSH-Tic-PPT-Medium überführt. Aus den Kalli wurden für pTL transgene Pflanzen 

(T1-Generation) regeneriert. Durch Segregations-Analysen und durch Southern Blots 

der Nachkommen (F2-Generation, Daten nicht gezeigt) wurden Linien etabliert, 

welche pTL an einem Locus tragen. Drei Linien wurden für die weiteren Experimente 

ausgewählt und als IRC1, IRC7 und IRC10 bezeichnet. Diese sind homozygot für 

pTS und spalteten für pTL auf (unter Verwendung von PPT als Selektions-Herbizid 

sind 1/3 der Pflanzen homozygot für pTL, 2/3 sind hemizygot).  

 

3.1.3 Induktion der Doppelstrangbrüche durch I-SceI 

Zur transienten Expression der Meganuklease I-SceI wurden ca. 1000 – 2000 

Pflanzen der F2-Generation aller drei Linien mit Agrobakterien inokuliert, welche auf  
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Abbildung 3.3: Induktion der Doppelstrangbrüche durch I-SceI. Etwa zwei Wochen alte transgene 
Pflänzchen der Linien IRC1, 7 und 10 wurden mit einer Agrobakterienkultur inokuliert, welche auf der 
T-DNA den I-SceI-ORF unter der Kontrolle des CaMV35S–Promotors trug. Der Pflanzentrans-
formationsvektor kodierte keinen Marker zur Selektion transgener Pflanzen, da nur eine transiente 
Expression der Meganuklease beabsichtigt war. Nach der Inokulation wurden die Tabakkeimlinge 
zunächst für zwei Tage auf MSH-Platten inkubiert (nicht gezeigt), bevor sie auf MSH+TIC+KAN-
Platten umgesetzt wurden. Ticarcillin unterbindet hierbei das Wachstum der an den Pflänzchen 
anhaftenden Agrobakterien. Die Tabak-Pflänzchen wurden über mehrere Monate wöchentlich auf 
frische MSH+TIC+KAN-Platten umgesetzt, wobei aus Kanamycin-resistenten Zellen Kalli entstanden. 
Aus diesen wuchsen kleine Sprosse aus, welche zur Regeneration rekombinanter Tabak-Pflanzen auf 
Hormon-freiem Selektionsmedium bewurzelt wurden (nicht gezeigt). Die Linien IRC1, 7 und 10 waren 
homozygot für das Transgen pTS und spalteten bezüglich pTL auf.  

 
 

der T-DNA ihres binären Vektorsystems das offene Leseraster für I-SceI unter der 

Kontrolle des CaMV35S-Promotors enthielten (Abbildung 3.3). Nach drei Tagen auf 

Platten mit MSH-Medium wurden die Pflanzen zur Induktion einer Kalluskultur auf 

MSH-Tic-KAN-Medium überführt, welches Kanamycin zur Selektion von Zellen 

enthielt, bei denen nach I-SceI-induzierten Doppelstrangbrüchen in den Transgenen 

pTS und pTL die Teile A und D durch eine Translokation miteinander gekoppelt 

wurden. Als Kontrolle dienten jeweils etwa 400 – 500 junge Pflanzen derselben 

Linien, welche mit einem Agrobakterien-Stamm ohne T-DNA enthaltendes Plasmid 

inokuliert wurden (Tabelle 3.1).  
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3.1.4 Selektion auf chromosomale Translokationen 

Wie Tabelle 3.1 zu entnehmen ist, wurden auf dem Kanamycin-haltigen 

Kallus-Kulturmedium lediglich für die mit I-SceI induzierte Linie IRC1 84 Kalli 

erhalten. Bei allen Kontrollen sowie den beiden Ansätzen mit I-SceI 

transformierenden Agrobakterien starben die jungen Pflänzchen im Verlaufe der 

Zellkultur. Aus den Kanamycin-resistenten Kalli wurde zum Einen genomische DNA 

für PCR-Analysen isoliert, zum Anderen wurden aus den Kalli Pflanzen regeneriert 

und vermehrt. 

 

3.1.5 PCR-Analyse der rekombinanten Kopplungen 

Von allen 84 Kanamycin-resistenten Kalli wurde die DNA in PCR-Reaktionen 

mit der Primerkombination KIH2 und KIR1 eingesetzt (Abbildung 3.4), um die 

Kopplung der beiden Transgenteile A und D auf molekularer Ebene nachweisen zu 

können. Wie oben beschrieben, kann die Rekombination zwischen A und D sowohl 

durch HR als auch durch NHEJ erfolgen. Für HR-vermittelte Kopplungen wurde eine 

1,2 kb große Bande und für NHEJ-vermittelte Ereignisse ein etwa 2 kb großes PCR-

Produkt erwartet. In 33 Fällen wurde die 1,2 kb Bande nachgewiesen und in 51 

Fällen konnte die für NHEJ-Ereignisse typische 2 kb Bande erhalten werden (Tabelle 

3.1). Damit wurde gezeigt, dass in etwa 40 % aller Fälle die A—D-Verknüpfung durch 

homologe Rekombination zustande gekommen war. Sechs der 33 kleineren PCR-

Produkte wurden sequenziert: für alle wurde dieselbe Sequenz erhalten und diese 

entsprach exakt der für HR-Ereignisse zwischen A und D vorhergesagten  

 

 

Abbildung 3.4: Nachweis der rekombinanten Kopplung A—D. Aus Kanamycin-resistenten Kalli 
wurde genomische DNA extrahiert und mittels PCR (Primerkombination: KIH2 / KIR1) hinsichtlich der 
Verknüpfung der Transgen-Hälften A und D überprüft. Ein Zustandekommen der rekombinanten 
Kopplung A—D durch NHEJ wird durch ein 2 kb großes PCR-Produkt angezeigt, während eine 1,2 kb 
große Bande für Ereignisse erhalten wird, bei denen A und D durch homologe Rekombination 
gekoppelt wurden.  
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Tabelle 3.1: Nachweis der rekombinanten Kopplung A—D. Tabak-Keimlinge der parentalen Linien 
IRC1, IRC7 und IRC10 wurden mit Agrobakterien inokuliert, welche eine transiente Expression der 
Meganuklease im Pflanzengewebe herbeiführen sollten (Pflanzentransformations-Vektor pI-SceI). Als 
Kontrollansatz wurden Keimlinge derselben parentalen Linien mit Agrobakterien inokuliert, welche 
keinen Pflanzentransformations-Vektor enthielten. Die jungen Pflänzchen (T0-Generation) wurden 
zwei Tage nach der Inokulation auf MSH+TIC+KAN-Platten überführt. Insgesamt wurden 84 
Kanamycin-resistente Kalli für die Linie IRC1 erhalten, während bei der entsprechenden 
Negativkontrolle keine Kalli gewonnen wurden. Für die Linien IRC7 und IRC10 wurden auch nach der 
transienten I-SceI-Expression keine Kalli erhalten. Aus Kanamycin-resistenten Kalli der Linie IRC1 
wurde genomische DNA extrahiert und mittels PCR hinsichtlich der rekombinanten Kopplung A—D 
untersucht. Ein 2 kb großes PCR-Produkt ist repräsentativ für NHEJ-vermittelte Kopplungen zwischen 
den Transgen-Hälften A und D, während eine 1,2 kb große Bande für Ereignisse erhalten wird, bei 
denen A und D durch homologe Rekombination gekoppelt wurden.  

 

Nukleotidabfolge. 

Des Weiteren wurden sieben der 2 kb großen Banden sequenziert: in drei 

Fällen konnte gezeigt werden, dass eine intakte I-SceI-Schnittstelle beide Introns 

verband. In diesen Fällen wurde die Kopplung zwischen A und D also ohne eine 

Prozessierung der Enden durch einfache Ligation erreicht (Daten nicht gezeigt). In 

vier Fällen wurden kleine Deletionen von 2, 8, 12 und 28 Nukleotiden gefunden, die 

alle die I-SceI-Schnittstelle und teilweise benachbarte Sequenzen betrafen (Daten 

nicht gezeigt).  

Wie oben beschrieben stellt in diesem experimentellen System die 

Rekombination der beiden Transgenteile A und D die Vorraussetzung für das 

Zustandekommen der Verbindung C—B dar. Aus diesem Grund wurden aus den 

Kanamycin-resistenten Kalli Pflanzen regeneriert und diese mittels PCR hinsichtlich 

der C—B-Kopplung getestet (Abbildung 3.5). Insgesamt wurde aus 19 der 

regenerierten Pflanzen DNA isoliert und mittels PCR mit der Primerkombination Hyg1 

und BarS getestet (Abbildung 3.5). In 16 Fällen wurden PCR-Produkte einer Größe 

von 1,8 kb erhalten und sequenziert. Die Auswertung der Sequenz-Analysen ist in 

Abbildung 3.6 zusammengefasst.  
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Abbildung 3.5: Nachweis der rekombinanten Kopplung C—B. Aus Kanamycin-resistenten Kalli 
wurden für die rekombinante Kopplung transgene Pflanzen regeneriert (F1-Generation) und durch 
Selbstung vermehrt. Die F2-Generation wurde auf MS-Kanamycin-Platten angezogen und aus 
resistenten Pflanzen genomische DNA extrahiert. Mittels PCR (Primerkombination: Hyg1 / BarS) 
wurden diese Linien hinsichtlich der Verknüpfung der Transgen-Hälften C und B überprüft. Ein 
Zustandekommen der rekombinanten Kopplung C—B durch NHEJ kann durch ein etwa 1,8 kb großes 
PCR-Produkt nachgewiesen werden.  

 

 

Für die drei Linien IRC1 #7, IRC1 #9 und IRC1 #12 konnte gezeigt werden, 

dass die Kopplung der Transgenteile B und C durch einfache Ligation stattgefunden 

haben muss, da sie alle eine intakte I-SceI-Schnittstelle aufwiesen. Bei allen anderen 

untersuchten Linien muss die neue Kopplung durch NHEJ entstanden sein.  

Wie oben beschrieben wurde nach der Inokulation der Linien IRC1, IRC7 und 

IRC10 mit dem die I-SceI-Expressionskassette übertragenden Agrobakterienstamm 

keine Selektion hinsichtlich einer stabilen Integration der die Meganuklease 

kodierenden Sequenz vorgenommen. Trotz der vorgesehenen transienten 

Transformation ist eine stabile Integration der Expressionskassette per se nicht 

auszuschließen. Daher wurden alle 16 Linien, für welche wie oben beschrieben die 

Kopplung der Transgenteile B und C nachgewiesen werden konnte, durch PCR mit 

der Primerkombination I-SceI FW und I-SceI RV getestet. Bei 11 der 16 überprüften 

Linien konnte tatsächlich die Existenz des I-SceI-ORFs gezeigt werden (Daten nicht 

gezeigt). Die permanente Expression der Meganuklease könnte den Nachweis 

einfacher Ligationsereignisse zwischen den Transgenteilen B und C verhindern, da 

eine hierbei entstehende intakte I-SceI-Schnittstelle kontinuierlich als Substrat des 

Enzyms dienen würde. In der Tat wurde für die beiden Linien IRC1 #9 und IRC1 #12, 

welche eine funktionelle I-SceI-Schnittstelle zwischen den gekoppelten 

Transgenhälften B und C aufweisen, keine stabile Integration der I-SceI-

Expressionskassette nachgewiesen.  

Bei 10 der molekular charakterisierten C—B-Kopplungen wurden kleine 

Deletionen zwischen zwei und 38 bp Umfang in und um die I-SceI-Schnittstelle 

gefunden (Abbildung 3.6). Für mehrere Kopplungsereignisse wurden kleine Mikro- 
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 IRC1 #4 

IRC1 #11 

IRC1 #21 

IRC1 #40 

IRC1 #43 

 IRC1 #1 

IRC1 #16 

IRC1 #25 

IRC1 #73 

 IRC1 #2 

IRC1 #47 

 

 

 

 

 

Abbildung 3.6: Sequenz-Analyse der rekombinanten Kopplungen C—B. Dargestellt sind 
rekombinante Kopplungen der Transgene B und C, welche durch NHEJ zwischen den beiden I-SceI-
Schnittstellen aufgetreten sind. Zur Erleichterung der Interpretation wird angenommen, beide Enden 
seien über eine einfache Ligation gekoppelt worden, was zur Restaurierung einer funktionellen I-SceI-
Schnittstelle führen würde (Mastersequenz oben, die Schnittstelle ist grau umrahmt). Es wurden drei 
unterschiedliche Klassen von rekombinanten Kopplungen gefunden: in fünf Fällen wurde die I-SceI-
Schnittstelle durch kleine Deletionen von 2 – 16 bp Umfang partiell zerstört. Für vier andere Linien 
wurde gefunden, dass verschiedene Deletionen bis zu 38 bp auftraten und Mikrohomologien (blaue 
Buchstaben) für die Reparatur verwendet wurden. Eine dritte Klasse von Rekombinationsereignissen 
wird durch die Linien IRC1 #2 and IRC1 #47 repräsentiert, bei welchen neben Deletionen von 8 bp 
bzw. 1 bp Insertionen (rot eingerahmt) von 61 bp bzw. 28 bp auftraten. Anhand von Sequenz-
Analysen konnte gezeigt werden, dass 54 Nukleotide der 61 bp umfassenden Insertion von einem 
Stück Transgen-Sequenz 38 Nukleotide 3´ der I-SceI-Schnittstelle in gleicher Orientierung inkorporiert 
wurden (siehe Skizze oben). Die Herkunft der 28 Nukleotide umfassenden Insertion bei der Linie IRC1 
#47 konnte nicht aufgeklärt werden. 

 

 

homologien von einem bis fünf Nukleotiden gefunden, welche die Verknüpfung der 

Bruchenden begünstigt haben können. Bei zwei der sequenzierten C—B-

Kopplungen wurden neben Deletionen innerhalb der I-SceI-Schnittstelle auch 
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Insertionen von 28 bzw. 61 bp gefunden. Die Herkunft der größeren inserierten 

Sequenz konnte identifiziert werden: es handelt sich hierbei um einen Teil des 

CaMV35S Terminators am 3´-Ende des BAR-Gens, welcher 42 bp von der I-SceI-

Schnittstelle entfernt liegt. Diese Sequenz wurde bei der Rekombination in gleicher 

Orientierung zwischen die Bruchenden kopiert (Abbildung 3.6). Die Herkunft der 28 

bp umfassenden Insertion konnte nicht geklärt werden, da in der Genbank keinerlei 

homologe Sequenzen gefunden werden konnten. Für die Linien IRC1 #14, IRC1 #52 

und IRC1 #65 konnte die C—B-Kopplung mittels PCR nicht nachgewiesen werden. 

 

3.1.6 Vererbung der neuen Kopplungen 

In weiteren Experimenten sollte geklärt werden, ob die durch Rekombination 

entstandenen neuen Kopplungen den Mendel´schen Regeln gehorchend vererbt 

werden. Hierzu wurde Saatgut von 19 regenerierten rekombinanten Pflanzen auf MS-

Kanamycin Medium ausgesät und hinsichtlich des Segregationsverhaltens getestet. 

In 13 Fällen wurde das neu entstandene Merkmal „Kanamycin-Resistenz“ gemäß 

den Mendel´schen Regeln vererbt (Tabelle 3.2). Dies bedeutet, dass die 

untersuchten Nachkommen jeweils eine Kopie des durch Translokation 

entstandenen Resistenzgens erhalten haben. Bei zwei untersuchten Linien (IRC1 #7 

und IRC1 #14) waren alle Nachkommen resistent gegen Kanamycin, was auf zwei 

unabhängige Translokationen in den entsprechenden Genomen hindeutet. Solche 

Ereignisse können auftreten, da wie oben beschrieben etwa 30 % der für das 

Experiment eingesetzten Pflanzen homozygot für pTL waren. In diesen Linien lagen 

daher die Transgene A—B und C—D jeweils homozygot vor. Kommt es zwischen 

beiden unabhängig voneinander zu reziproken Translokationsereignissen, so kann 

eine 100 %-ige Kanamycinresistenz der Nachkommen erklärt werden. In weiteren 

vier Fällen waren wenige bzw. etwa die Hälfte aller Nachkommen resistent gegen 

Kanamycin (Linien IRC1 #18, IRC1 #27, IRC1 #47 und IRC1 #65). Saatgut dieser 

vier Linien wurde daher unter selektionsfreien Bedingungen auf MS-Medium 

angezogen. Aus jeweils 20 Pflanzen wurde von diesen Linien genomische DNA 

isoliert und einer PCR mit der Primerkombination KIH2 und KIR1 unterzogen. Für 

jede Linie konnte bei 75 % der untersuchten Pflanzen die Kanamycin-Resistenzgen- 

spezifische Bande nachgewiesen werden (χ2-Test, P = 0,05). Da das von den 

Mendel´schen Regeln abweichende Segregationsverhalten dieser Linien nur 

phänotypisch, nicht jedoch genotypisch auftritt, kann angenommen werden, dass ein  
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Tabelle 3.2: Segregation des rekombinanten Phänotyps Kanamycin-Resistenz. Tabak-Samen 
der F2-Generation von 19 rekombinanten IRC1-Linien wurden auf MS-Medium mit 50 µg/l Kanamycin 
ausgesät. Etwa drei Wochen später wurde die Anzahl resistenter bzw. sensitiver Pflanzen bestimmt. 

Anhand des χ
2
-Tests (P = 0,05) wurde überprüft, ob das rekombinante Merkmal Kanamycin-Resistenz 

einer den Mendel´schen Regeln gehorchenden 3:1-Aufspaltung folgt. Bei 13 von 19 Linien wurde eine 
solche Segregation gefunden. Bei den Linien IRC1 #7 und #14 waren 100 % der Pflanzen resistent 
gegen Kanamycin. Auffällig wenige resistente Pflanzen wurden bei den Linien IRC1 #18, #27, #47 und 
#65 gefunden. Zur Erläuterung dieser sechs Fälle siehe Kapitel 3.1.6. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Silencing-Phänomen die Expression des rekombinanten Resistenzgens bei einem 

Teil der Pflanzen unterbindet.  

Die Vererbung der zweiten rekombinanten Kopplung (C—B) wurde ebenfalls 

mittels Segregations-Analyse überprüft. Hierzu wurde aus jeweils 20 Kanamycin-

resistenten Pflanzen der Linien IRC1 #2, #4, #16, #21, #43, #47 und #73 DNA isoliert 

und durch PCR mit der Primerkombination Hyg1 und BarS auf das Vorhandensein 

der C—B-Kopplung getestet. Unter der Annahme, dass die beiden neuen 

rekombinanten Transgene nicht gekoppelt miteinander vererbt werden, wurde eine 

3:1-Aufspaltung bezüglich der C—B-Verknüpfung gemäß den Mendel´schen Regeln 

erwartet. Dies konnte für alle untersuchten Linien gezeigt werden (χ2-Test). Unter der 

Voraussetzung, dass für alle Linien dieselbe reziproke Translokation stattgefunden 

hat, lassen sich die gewonnenen Daten zusammenfassen: insgesamt konnte von 
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140 getesteten Pflanzen bei 107 das C—B-typische PCR-Signal gefunden werden. 

Damit konnte gezeigt werden, dass die beiden rekombinanten Verknüpfungen in der 

Tat nicht gekoppelt vererbt werden und dass die C—B-Kopplung mit einer sehr 

hohen Wahrscheinlichkeit einer 3:1-Aufspaltung gehorcht (χ2 = 0,152381). 

 

3.1.7 Southern Blot-Analyse 

Für eine genauere Untersuchung der rekombinanten Linien wurden Southern 

Blots durchgeführt (Kapitel 2.14.8). Hierzu wurde genomische DNA aus 

Einzelpflanzen isoliert, welche geselbstete Nachkommen der rekombinanten Linien 

waren. Daher können in diesen Einzelpflanzen teilweise die ursprünglichen 

parentalen Merkmale (Transgenteile A—B und C—D) nicht mehr nachgewiesen 

werden.  

Zur Überprüfung der rekombinanten A—D-Kopplung wurde die isolierte DNA 

mit HindIII gespalten und nach dem Blotten mit einer Kanamycin-Resistenzgen-

spezifischen radioaktiven Sonde hybridisiert (Abbildungen 2.1 und 3.2). Durch diese 

Strategie lassen sich durch HR bzw. NHEJ zustande gekommene A—D-Kopplungen 

leicht unterscheiden. Für HR-vermittelte Kopplungen kann ein 1,9 kb großes 

KanamycinResistenzgen-spezifisches Signal gefunden werden, wogegen NHEJ-

Ereignisse ein 2,7 kb großes HindIII-Fragment ergeben. Für die Linie 1-12, welche 

zur Etablierung des vorliegenden experimentellen Systems verwendet worden war, 

wird bei diesem Vorgehen ein für das Transgen pTS spezifisches 3,4 kb großes 

HindIII-Fragment nachgewiesen. Dieses wird ebenfalls für die parentale Linie IRC1 

gefunden, bei welcher jedoch zusätzlich ein für das Transgen pTL spezifisches 1,1 

kb großes HindIII-Fragment auftritt (Abbildungen 3.2 und 3.7).  

Für die untersuchten Pflanzen der beiden rekombinanten Linien IRC1 #7 (1) 

und IRC1 #12 (2) wurde ausschließlich das 2,7 kb große HindIII-Fragment gefunden. 

In beiden Linien muss daher die Rekombination zwischen den Transgenteilen A und 

D durch NHEJ erfolgt sein. Außerdem kann die zweite parentale C—D-Kopplung 

nicht nachgewiesen werden. Dies ist wie oben beschrieben darauf zurück zu führen, 

dass es sich bei den untersuchten Pflanzen um geselbstete Nachkommen der 

rekombinanten Pflanzen handelt, bei denen die parentalen bzw. rekombinanten 

Merkmale segregieren. So wurden für eine weitere untersuchte Nachkommen- 

Pflanze der Linie IRC1 #12 [Bezeichnung IRC1 #12 (1)] sowohl die parentalen  
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Abbildung 3.7: Southern Blot Analyse zum Nachweis der rekombinanten Kopplungen.  
(A) HindIII-gespaltene genomische DNA wurde mit einer Kanamycin-spezifischen Sonde hybridisiert. 
Wildtyp-Tabak (WT) diente als Negativkontrolle, während die Linien 1.12c und 1-12 homo als 
Positivkontrollen eingesetzt wurden (siehe Puchta et al., 1996). Sowohl für die ursprüngliche Linie 1-
12 homo (homozygot für pTS) und die parentale Linie IRC1 kann ein 3,4 kb großes Kanamycin-
spezifisches Fragment nachgewiesen werden. Für IRC1 wird zusätzlich ein 1,1 kb großes Fragment 
detektiert, welches dem HindIII-Fragment von pTL entspricht (Abbildung 3.1). Die für die parentalen 
Transgene typischen Banden können auch in der rekombinanten Linie IRC1 #12 (1) gefunden 
werden, wobei das zusätzliche bei 2,7 kb detektierte Signal die über NHEJ erfolgte Kopplung 
zwischen den Transgen-Hälften A und D nachweist (Abbildung 3.2). Für die anderen rekombinanten 
Linien werden ausschließlich die neuen Kopplungen zwischen A und D nachgewiesen, wobei die 2,7 
kb großen Banden bei den Linien IRC1 #7 (1) und IRC1 #12 (6) repräsentativ für NHEJ-vermittelte 
Verknüpfungen der Transgenteile A und D sind. Bei den anderen beiden rekombinanten Linien IRC1 
#25 (1) und IRC1 #52 (1) wird ausschließlich ein 1,9 kb großes Fragment detektiert, welches zeigt, 
dass in diesen beiden Fällen die rekombinante Kopplung durch homologe Rekombination zustande 
gekommen ist (Abbildung 3.2). (B) EcoRV-gespaltene genomische DNA wurde mit einer BAR-
spezifischen Sonde hybridisiert. Als Kontrollen dienten wie in (A) beschrieben WT, Linie 1.12c sowie 
1-12 homo. Für die parentale Linie IRC1 ist ein 2,4 kb Fragment detektierbar, welches dem EcoRV-
Fragment aus pTL entspricht (Abbildung 3.2). Dieses Fragment wird auch in der rekombinanten Linie 
IRC1 #12 (1) gefunden, welche zusätzlich eine neue 4,9 kb große Bande aufweist. Diese ist 
repräsentativ für die Kopplung der Transgenteile C und B (Abbildung 3.2). Alle anderen 
rekombinanten Linien weisen ausschließlich diese 4,9 kb Bande auf, welche nur für die durch NHEJ 
zustande gekommene Kopplung der Transgenhälften C und B detektiert werden kann. 
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Banden als auch die rekombinante Bande nachgewiesen. Im Falle der Linien IRC1 

#25 und IRC1 #52 wurden jeweils 1,9 kb große HindIII-Fragmente detektiert. Dies 

zeigt, dass bei beiden Linien die A—D-Kopplung durch homologe Rekombination zu 

Stande gekommen ist. Diese Bande wurde auch für die Linie 1.12c nachgewiesen, 

bei welcher das Kanamycin-Resistenzgen nach I-SceI-Expression in der Linie 1-12 

durch Gene Targeting restauriert wurde (Puchta et al., 1996). Beide untersuchten 

Pflanzen [IRC1 #25 (1) und IRC1 #52 (1)] weisen zudem keine parentalen Banden 

mehr auf.  

Zusätzlich zur Bestätigung der rekombinanten Kopplung zwischen den 

Transgenteilen A und D sollten auch die PCR-Daten hinsichtlich der neuen Kopplung 

zwischen B und C mittels Southern Blot-Analyse untermauert werden. Innerhalb der 

Transgensequenz pTL befinden sich zwei EcoRV-Schnittstellen (Abbildung 3.2). Eine 

davon liegt nahe der Right Border (Transgenteil A) und die andere ist innerhalb des 

BAR-Gens lokalisiert (Transgenteil B). Genomische DNA der rekombinanten 

Pflanzen, welche bereits für den mit der Kanamycin-Resistenzgen-spezifischen 

Sonde hybridisierten Blot verwendet worden waren, wurde mit EcoRV gespalten und 

mit einer BAR-spezifischen Sonde hybridisiert. Hierbei lässt sich das wie oben 

beschrieben für pTL typische 2,4 kb große EcoRV-Fragment in der parentalen Linie 

IRC1 nachweisen. Nahe des Integrationsortes des T-DNA pTS im Tabakgenom 

befindet sich 5´ der Right Border (Transgenteil C) eine weitere EcoRV-Schnittstelle. 

Kommt es zu einer Kopplung der zwischen B und C, sollte ein 4,9 kb großes EcoRV-

Fragment mit der BAR-Sonde nachweisbar sein. Dieses konnte in der Tat für die 

Pflanzen IRC1 #7 (1), IRC1 #12 (2) und IRC1 #25 (1) nachgewiesen werden. Im 

Falle von IRC1 #12 (1) konnten zusätzlich zu der für die rekombinante Kopplung C—

B typischen 4,9 kb Bande das auf die parentale Linie IRC1 zurück zu führende 2,4 kb 

Fragment nachgewiesen werden. Dies stimmt mit dem oben beschriebenen Ergebnis 

des HindIII-Kanamycin-Blots überein. Im Falle der untersuchten Linien IRC1 #52 (1) 

konnte kein BAR-spezifisches Signal detektiert werden. Für diese Linie war bereits 

der PCR-Nachweis der C—B-Kopplung negativ. Dies wäre auch durch eine 

Rekombination des Transgenteils B mit einem anderen Substrat im Tabakgenom zu 

erklären. In diesem Falle müsste jedoch ein BAR-spezifisches EcoRV-Fragment 

unbekannter Größe detektiert werden. Das Fehlen dieser Bande lässt sich nur durch 

eine mit der Prozessierung des Doppelstrangbruches verbundene Deletion größeren 

Umfangs erklären, bei der erhebliche Teile des Resistenzgens oder auch ein Teil des 
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betroffenen Chromosoms verloren gegangen sind. Insgesamt wurden in dem 

beschriebenen EcoRV-BAR-Blot neun Linien untersucht, welche bei der C—B-

spezifischen PCR ein Signal ergeben hatten. In allen Fällen konnte dies auch mittels 

Southern Blot verifiziert werden (Daten nicht gezeigt).  

 

 

3.2 Etablierung eines neuartigen Systems zur in vivo 

Quantifizierung NHEJ-vermittelter DSBR in Arabidopsis 

3.2.1 Konzept des experimentellen Systems 

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein neuartiges experimentelles System in 

Arabidopsis thaliana etabliert, welches die Quantifizierung von induzierten DSB-

Reparaturereignissen durch NHEJ in vivo erlaubt (Abbildung 3.8). Das System 

basiert auf einer T-DNA, welche das GUS-Reportergen (uidA) enthält. Dieses ist 

durch einen von zwei direkt oder invers zueinander orientierten 

Erkennungssequenzen für die Meganuklease I-SceI flankierten Bereich von seinem 

Promotor separiert, wodurch eine Expression der β-Glucuronidase unterbunden wird. 

Der durch die I-SceI-Schnittstellen flankierte Bereich kodiert als Selektionsmarker ein 

Gentamycin-Resistenzgen (aacC1).  

Durch die Expression der Meganuklease I-SceI kann in einem Genom, 

welches diese T-DNA enthält, das Gentamycin-Resistenzgen in vivo ausgeschnitten 

werden. Der dadurch entstehende Doppelstrangbruch kann mangels homologer 

Sequenzen ausschließlich durch NHEJ repariert werden. Kommt es dabei zu keinen 

großen Deletionen oder Insertionen, gelangt der Promotor in unmittelbare Nähe des 

uidA-ORFs, was eine Expression der β-Glucuronidase zur Folge hat. Dies kann 

durch eine einfache histochemische Färbung nachgewiesen werden (Abbildung 3.8). 

Die inverse Orientierung der beiden I-SceI-Schnittstellen zueinander verhindert, dass 

einfache Ligationsereignisse zwischen den Bruchenden detektiert werden (Kapitel 

2.14.2). Um ggf. in weiter führenden Arbeiten den Beitrag von Ligationsereignissen 

zur DSB-Reparatur quantifizieren zu können, wurde zudem auch ein Konstrukt 

kloniert, bei welchem die beiden I-SceI-Schnittstellen in gleicher Orientierung 

zueinander das Gentamycin-Resistenzgen flankieren. Zur Unterscheidung der beiden 

Konstrukte werden im Folgenden die Vektoren bzw. Linien mit „n“ oder „i“ für gleiche 

bzw. inverse Orientierung der I-SceI-Schnittstellen zueinander gekennzeichnet. 
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Abbildung 3.8: Konzept des experimentellen Systems zur in vivo Quantifizierung von NHEJ-
Ereignissen. Die T-DNA enthält als Selektionsmarker ein Gentamycin-Resistenzgen unter der 
Kontrolle des CaMV35S-Promotors (P). Der ORF des Selektionsmarkers zusammen mit dem 
Terminator (T) werden von Erkennungssequenzen der Meganuklease I-SceI flankiert. Downstream 
davon ist der ORF des GUS-Reportergens uidA lokalisiert. In der dargestellten Ausgangssituation wird 
das Reportergen nicht exprimiert, da der Promotor zu weit entfernt ist und zudem der Terminator des 
Selektionsmarkers vor dem GUS-Startcodon liegt. Durch Expression der Meganuklease I-SceI kann 
das 1,6 kb große Gentamycin-Terminator-Fragment in vivo aus dem Transgen ausgeschnitten 
werden. Eine Reparatur des resultierenden Doppelstrangbruchs kann mangels Sequenz-Homologien 
ausschließlich über NHEJ erfolgen. Dadurch kann der 35S-Promotor in unmittelbare Nähe des GUS-
Reportergens gelangen und dessen Expression herbeiführen. Die Präsenz der β-Glucuronidase kann 
mittels histochemischer Färbung durch das Auftreten blauer Sektoren gezeigt werden. Dies erlaubt 
eine einfache Quantifizierung apparenter NHEJ-Ereignisse. Die Darstellung des an dsDNA 
gebundenen I-SceI-Proteins als Bestandteil dieser Abbildung wurde freundlicherweise von 
CELLECTIS SA (Romainville Cedex, Frankreich) genehmigt. 

 

 

3.2.2 Etablierung des experimentellen Systems 

Zunächst wurden die Pflanzentransformationsvektoren wie in Kapitel 2.14.2 

detailliert beschrieben assembliert. Hierzu wurde in das Plasmid pGUS23 (Puchta & 

Hohn, 1991a) zwischen CaMV35S Promotor und uidA-Reportergen der von I-SceI-

Schnittstellen flankierte Gentamycin-Selektionsmarker kloniert. Aus den resul-

tierenden Vektoren pMP1-n bzw. pMP1-i wurde der gesamte Bereich als EcoRI-

Fragment in den Vektor pPZP111 (Hajdukiewicz et al., 1994) kloniert, welcher als 
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Selektionsmarker für transgene Pflanzen ein Kanamycin-Resistenzgen kodiert, 

welches zusätzlich verwendet werden kann. Das entstandene Konstrukt wird im 

Folgenden als pNHEJ-n bzw. pNHEJ-i bezeichnet. Mit Hilfe des 

Agrobakterienstammes GV3101 wurde die T-DNA von pNHEJ in Arabidopsis 

thaliana transformiert. Durch Selektion mittels Gentamycin wurden 56 für das 

Konstrukt NHEJ-n bzw. 55 für das Konstrukt NHEJ-i transgene Pflanzen (T1-

Generation) gefunden. Diese wurden einzeln vermehrt und ihre Nachkommen (T2-

Generation) einer Segregationsanalyse auf GM-Medium mit 20 mg/l Gentamycin 

unterzogen. Hierdurch sollten jene Linien identifiziert werden, welche die T-DNA an 

einem einzelnen Locus im Genom integriert haben. Für 19 NHEJ-n bzw. 11 NHEJ-i 

Linien wurde eine den Mendel´schen Regeln gehorchende 3:1-Aufspaltung 

gefunden. Von jeder dieser Linien wurden 10 Pflanzen durch Selbstung vermehrt und 

das Saatgut einer Pflanze (T3-Generation) jeweils einzeln geerntet. Die Samen aller 

19 bzw. 11 Linien wurden auf GM-Gentamycin-Medium ausgebracht, um für das 

NHEJ-Konstrukt homozygote Nachkommen zu finden. Nach der Etablierung 

homozygoter NHEJ-Linien (im Folgenden als NHEJ n-1 bis NHEJ n-19 bzw. NHEJ i-

1 bis NHEJ i-11 bezeichnet) sollten diese mittels Southern Blot-Analysen 

eingehender charakterisiert werden. 

 

3.2.3 Charakterisierung des Assay-Systems 

Eine Voraussetzung für die zweifelsfreie Interpretation von Rekombinations-

Ereignissen ist das Vorliegen einer einzelnen und vollständigen Kopie der T-DNA im 

Genom der Versuchspflanze. Daher wurde aus Pflanzen aller homozygoten NHEJ-

Linien genomische DNA extrahiert und nach einer auf die Fragestellung angepassten 

Restriktionsspaltung in Southern Blots mit spezifischen radioaktiven Sonden 

hybridisiert (Abbildung 3.9). In einem ersten Ansatz wurde die DNA nahe der Left 

Border mit BsaXI gespalten und mit einer Gentamycin-Resistenzgen-spezifischen 

Sonde hybridisiert. In einem weiteren Ansatz wurde die DNA mit HindIII gespalten 

und mit drei verschiedenen Sonden (Kanamycin-, GUS-, Gentamycin-spezifisch) 

hybridisiert. Von den untersuchten 19 NHEJ-n Linien erfüllten nur vier bzw. von den 

11 NHEJ-i Linien drei die beschriebenen Kriterien. Einige repräsentative Ergebnisse 

sind in Abbildung 3.10 zusammengefasst. Für die Linien NHEJ n-15, n-17 sowie 

NHEJ i-1, i-2 und i-7 konnte gezeigt werden, dass die T-DNA als Einzelkopie („single 

copy“) und vollständig im Genom der Pflanzen vorliegt (Abbildung 3.10).  
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Abbildung 3.9: Identifizierung von Linien mit einer vollständigen Kopie der NHEJ-T-DNA. 
Genomische DNA von 3:1 aufspaltenden Linien wurde (A) mit BsaXI bzw. (B) mit HindIII geschnitten 
und nach dem Southern Blotting mit verschiedenen radioaktiv markierten Sonden hybridisiert. Durch 
die Hybridisierung der BsaXI-geschnittenen DNA mit einer Gentamycin-Resistenzgen-spezifischen 
Sonde (A) sowie durch Hybridisierung der HindIII-geschnittenen DNA mit einer Kanamycin-
Resistenzgen-spezifischen Sonde (B) können Linien identifiziert werden, welche eindeutig nur eine 
Kopie der T-DNA tragen. Diese Strategie (Schnitt LB-seitig, Sonde RB-seitig und vice versa) erlaubt 
es, auch Tandem-artig in gleicher oder inverser Orientierung zueinander ins Genom integrierte 
Konstrukte zu erkennen. Die weitere Hybridisierung der HindIII-geschnittenen DNA mit einer GUS- 
bzw. Gentamycin-Resistenzgen-spezifischen Sonde ermöglicht zudem eine Kontrolle auf die 
Vollständigkeit der T-DNA. Hierbei werden unabhängig von der verwendeten Sonde eine für jede Linie 
charakteristische Bande (HindIII-Fragment) detektiert. P: CaMV35S-Promotor, T: CaMV35S-
Terminator, KANA: Kanamycin-Resistenzgen nptII, GUS: β-Glucuronidase-Reportergen uidA, 
Gentamycin: aacC1-Resistenzgen. 

 

 

In einem weiteren Ansatz wurde die Funktionalität der I-SceI-Schnittstellen in 

den „single copy“ Linien überprüft. Hierzu wurde extrahierte DNA der fünf 

verbliebenen Linien mit EcoRI alleine oder mit EcoRI und I-SceI gespalten und nach 

erfolgtem Southern Blotting mit einer „Gentamycin-spezifischen“ Sonde hybridisiert 

(Abbildung 3.11). Im Falle der EcoRI-Restriktionsspaltung hybridisiert die 

„Gentamycin-Sonde“ mit einem etwa 4,5 kb großen T-DNA internen Fragment. Wird 

wie beschrieben die extrahierte DNA mit EcoRI und I-SceI gespalten, kann mit der 

„Gentamycin-Sonde“ das 1,6 kb große I-SceI-Fragment detektiert werden. In der Tat 

konnte für alle fünf NHEJ-Linien die Funktionalität beider I-SceI-Schnittstellen 

nachgewiesen werden (Abbildung 3.11). Zusätzlich zu den vorhergesagten Banden  
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Abbildung 3.10: Southern Blot-Analyse zur Identifizierung von „single copy“ NHEJ-Linien. Etwa 
10 µg genomische DNA verschiedener NHEJ-Linien sowie von Arabidopsis-Wildtyppflanzen (Ökotyp 
Col-0, Negativkontrolle) wurde mit BsaXI bzw. HindIII geschnitten und nach erfolgtem Southern 
Blotting wie in Abbildung 3.9 beschrieben mit verschiedenen radioaktiv markierten Sonden hybridisiert.  
(A) BsaXI-geschnittene genomische DNA wurde mit einer Gentamycin-Resistenzgen-spezifischen 
Sonde hybridisiert. Bis auf die Linie NHEJ n-5 (zwei Banden) zeigen alle anderen Linien eine deutliche 
Bande unterschiedlicher Größe. (B-D) HindIII-geschnitte DNA wurde (B) mit einer Kanamycin-
Resistenzgen-spezifischen Sonde hybridisiert. Alle untersuchten Linien weisen ein einziges Signal 
unterschiedlicher Größe auf. Dieselben HindIII-spezifischen Banden werden auch unter Verwendung 
einer (C) GUS-spezifischen bzw. (D) einer Gentamycin-Resistenzgen-spezifischen Sonde gefunden. 
Dies zeigt, dass die T-DNA in allen sieben Linien zumindest einmal vollständig integriert ist. Ein 
zusätzliches HindIII-spezifisches Fragment tritt bei der Linie NHEJ n-5 nach Hybridisierung mit der 
GUS-spezifischen Sonde auf (C). Für diese Linie werden in dem mit einer Gentamycin-Resistenzgen-
spezifischen Sonde hybridisierten Blot (D) zwei zusätzliche Banden gefunden. Zudem tritt auch für 
NHEJ n-4 ein ca. 3,3 kb großes HindIII-spezifisches Fragment auf. Die zusätzlich gefundenen Banden 
(NHEJ n-4 und n-5) zeigen, dass Teile der T-DNA zwei- bzw. dreifach vorliegen.  
 

 

wurden auch Fragmente von ca. 2,2 kb und 3,9 kb detektiert. Diese lassen sich 

darauf zurückführen, dass die enzymatische Aktivität von I-SceI nicht ausreicht, um 

alle im Restriktionsspaltungsansatz präsente Schnittstellen zu spalten. Wird nur 

jeweils eine der beiden Erkennungssequenzen durch die Meganuklease prozessiert, 

lassen sich die beiden zusätzlichen Banden folgendermaßen erklären (Abbildung 

3.11): schneidet I-SceI nur die RB-seitige Erkennungssequenz, wird mit der  
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Abbildung 3.11: Nachweis der Funktionalität der I-SceI-Schnittstellen. NHEJ-Linien, welche eine 
vollständige Einzelkopie der T-DNA tragen, wurden hinsichtlich der Funktionalität der I-SceI-
Schnittstellen getestet. Hierzu wurde genomische DNA dieser Linien sowie von Arabidopsis-
Wildtyppflanzen (Ökotyp Col-0, Negativkontrolle) mit EcoRI bzw. mit EcoRI und I-SceI geschnitten (A) 
und nach erfolgtem Southern Blotting mit einer Gentamycin-Resistenzgen-spezifischen radioaktiv 
markierten Sonde hybridisiert (B). Für alle fünf Linien kann im Falle einer Restriktionsspaltung mit 
EcoRI ein charakteristisches 4,5 kb großes Fragment mit der Gentamycin-Resistenzgen-spezifischen 
Sonde nachgewiesen werden. Wird die DNA dieser Linien zusätzlich mit I-SceI geschnitten, lassen 
sich neben der ursprünglichen 4,5 kb Bande drei weitere bei 3,9 kb, 2,2 kb und 1,6 kb detektieren. 
Letztere repräsentiert das von den I-SceI-Erkennungssequenzen flankierte Gentamycin-Resistenzgen 
(A). Schneidet I-SceI nur eine der beiden Erkennungssequenzen, werden mit der verwendeten Sonde 
die beiden 2,2 kb bzw. 3,9 kb großen Banden gefunden. 
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Gentamycin-Resistenzgen-spezifischen Sonde ein 3,9 kb Fragment detektiert, 

während bei einer Spaltung nur der vor dem Reportergen lokalisierten 

Erkennungssequenz mit der gleichen Sonde ein 2,2 kb Bande nachgewiesen wird.  

Ein weiteres Kriterium, welches für die Einsatzfähigkeit eines experimentellen 

Systems wie dem Beschriebenen erfüllt sein muss, ist die Kenntnis des 

Insertionsortes der T-DNA. Nur mit dieser Information ist es möglich, in der späteren 

Anwendung bezüglich des NHEJ-Konstruktes homo- und hemizygote Pflanzen zu 

unterscheiden. Die Integrations-Loci der T-DNA konnten unter Verwendung des 

SiteFinder-Methode (Kapitel 2.14.9, Tan et al., 2005) bei den Linien NHEJ n-15 

sowie NHEJ i-1, i-2 und i-7 zweifelsfrei bestimmt werden. Die erhaltenen Daten sind 

in Abbildung 3.12 zusammengefasst.  

 

 
Abbildung 3.12: Bestimmung der T-DNA-Insertions-Loci der NHEJ-Linien. Die Insertions-Loci der 
Linien NHEJ n-15, i-1, i-2 und i-7 konnten mittels SiteFinder PCR eindeutig bestimmt werden. Die T-
DNA wird durch eine blaue Box repräsentiert, wobei die äußeren jeweils 10 Nukleotide LB-seitig (rot) 
und RB-seitig angegeben sind. Die den Integrationsort 5´ und 3´ flankierenden Genomsequenzen 
sowie deren Position auf dem jeweiligen Chromosom sind ebenfalls angegeben. Mit Ausnahme von 
NHEJ n-15 wurden bei den anderen drei Linien Sequenzveränderungen im Arabidopsis-Genom am 
Integrationsort gefunden (∆ Genom). Bei allen vier Linien wurden beide Enden der T-DNA während 
der Integration trunkiert: die Größe der Deletionen ist oberhalb der blauen Box angegeben. Bei der 
Linie NHEJ i-2 wurden 43 Nukleotide der an die RB angrenzenden Sequenz dupliziert und in gleicher 
Orientierung RB-seitig integriert (grün, unterstrichen). Bei NHEJ i-7 wurde neben einer 6 bp 
umfassenden Deletion am Integrationsort RB-seitig eine 34 bp große „Filler“-Sequenz unbekannter 
Herkunft gefunden (braun).  
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Die Bestimmung des T-DNA-Integrationsortes bei der Linie NHEJ n-17 gelang bisher 

nicht.  

Im Rahmen der Charakterisierung des beschriebenen experimentellen 

Systems sollte gezeigt werden, ob tatsächlich eine Zunahme detektierbarer 

Rekombinations-Ereignisse durch die Expression der Meganuklease I-SceI 

nachgewiesen werden kann. Hierzu wurden homozygote Pflanzen der Linien NHEJ 

n-15, n-17 sowie NHEJ i-1, i-2 und i-7 mit Pflanzen gekreuzt, welche homozygot für 

ein I-SceI-Expressionskonstrukt sind (Abbildung 3.13). Letztere wurden bereits vor 

mehreren Jahren am IPK Gatersleben etabliert. Die verwendete Linie (AR-I-SceI) 

enthält mehr als eine Kopie des Expressionskonstruktes und der Integrationsort der 

T-DNA ist nicht bekannt. Durch verschiedene Experimente, welche innerhalb der 

Arbeitsgruppe durchgeführt wurden, konnte jedoch zweifelsfrei gezeigt werden, dass 

die Meganuklease in den Pflanzen der Linie AR-I-SceI exprimiert wird und in vivo 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 3.13: Kreuzungen zur Charakterisierung der NHEJ-Linien. Homozygote NHEJ-Linien 
(n-15, n-17, i-1, i-2 und i-7) wurden mit einer für das I-SceI-Expressionskonstrukt AR-I-SceI 
homozygoten Linie bzw. mit Wildtyp-Pflanzen als Kontrolle gekreuzt. Die Nachkommen (hemizygot für 
die NHEJ-T-DNA) wurden für 17 Tage auf GM-Medium angezogen und anschließend histochemisch 
gefärbt.  
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Tabelle 3.3: Auswertung der histochemischen Färbung. In der Tabelle sind die Ergebnisse von 
drei unabhängigen Experimenten zusammengefasst. F1-Pflanzen aus der Kreuzung homozygoter 
NHEJ-Linien mit dem Wildtyp bzw. mit der homozygoten I-SceI-Expressionslinie wurden 
histochemisch gefärbt und die Anzahl apparenter Rekombinations-Ereignisse bestimmt. nWT: Anzahl 
untersuchter Pflanzen der Kontroll-Population (Genotyp NHEJ 

+/-
), Σ aREWT: mittlere Summe 

apparenter Rekombinations-Ereignisse pro Pflanze (Genotyp NHEJ 
+/-

), nI-SceI: Anzahl untersuchter 
Pflanzen der Population mit dem Genotyp NHEJ 

+/-
 I-SceI 

+/-
, Σ aREI-SceI: mittlere Summe apparenter 

Rekombinations-Ereignisse pro Pflanze (Genotyp NHEJ 
+/-

 I-SceI 
+/-

), IF: Induktionsfaktor (Σ aREI-SceI / 
Σ aREWT), MW: Mittelwert der drei (zwei IFs), SD: Standardabweichung. 

 

 

I-SceI-Erkennungssequenzen schneiden kann (nicht publizierte Daten). Die 

Nachkommen aus der oben beschriebenen Kreuzung wurden auf GM-Medium 

angezogen und nach 17 Tagen einer histochemischen Färbung unterzogen. Als 

Kontrolle dienten hierbei Nachkommen einer Kreuzung der jeweiligen NHEJ-Linie mit 

dem Arabidopsis-Wildtyp (Col-0). Für alle fünf Linien konnte eine signifikante 

Zunahme apparenter NHEJ-Rekombinations-Ereignisse in Gegenwart des I-SceI-

Expressions-Konstruktes gezeigt werden (Tabelle 3.3). Diese Zunahme wird durch 

den so genannten Induktionsfaktor wiedergegeben, welcher wie in Kapitel 2.14.7.1 

beschrieben berechnet wird.  

 

3.2.4 Analyse von rekombinanten Verknüpfungen  

Nachdem eindeutig gezeigt werden konnte, dass die neu etablierten Assay-

Linien nach I-SceI-vermittelter Induktion von DSBs eine quantifizierbare Zunahme 

apparenter Rekombinations-Ereignisse aufweisen, sollten exemplarisch einige 

rekombinante Verknüpfungen innerhalb der T-DNA nachgewiesen werden.  
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Hierzu wurde genomische DNA aus Pflanzen mit den Genotypen [NHEJ n-

17+/- I-SceI+/-] bzw. [NHEJ i-2+/- I-SceI+/-] isoliert. Mittels PCR und den Primern 

GUS23 FW2 und GUS23 RV1, welche jeweils 200 Nukleotide 5´ bzw. 3´ des 

induzierten DSBs binden, wurde der rekombinante Bereich amplifiziert. Da in jedem 

Genom einer Zelle, in welcher die Gentamycin-Resistenzkassette aus der T-DNA 

herausgeschnitten wurde, unterschiedliche Verknüpfungen der freien DSB-Enden 

durch NHEJ zustande kommen können, werden durch die PCR verschiedene 

Produkte angereichert. Um diese einzeln untersuchen zu können, wurden die 

erhaltenen Fragmente in den Vektor pGEM®-T kloniert (siehe Kapitel 2.14.3). Von 

den erhaltenen Klonen wurden 14 sequenziert und analysiert. Die Ergebnisse sind in 

Abbildung 3.14 zusammengefasst.  

Es wurden insgesamt 10 Klone für den Genotyp [NHEJ n-17+/- I-SceI+/-] 

sequenziert (Abbildung 3.14 A). In fünf Fällen wurden identische Klone gefunden, bei 

welchen die kompatiblen I-SceI-Schnittstellen durch einfache Ligation miteinander 

verknüpft wurden (Abbildung 3.14 [A1]). In zwei weiteren Fällen (Abbildung 3.14 [A2 

und A3]) wurden Deletionen von 25 bzw. 101 Nukleotiden gefunden. In beiden Fällen 

waren beide geschnittenen I-SceI-Schnittstellen vollständig verloren gegangen. Im 

Falle von Klon [A3] reicht die Deletion bis 10 Nukleotide vor das Start-Codon des 

GUS-Gens. Zusätzlich konnten bei einer genaueren Analyse der rekombinanten 

Sequenz Hinweise darauf gefunden werden, dass die Reparatur des induzierten 

DSBs in diesem Falle durch einen SSA-ähnlichen Mechanismus unter Verwendung 

von Mikrohomologien stattgefunden hat (zur Erklärung: siehe Abbildung 4.1). Im 

Falle des Klons [A4] wurde eine intakte I-SceI-Schnittstelle sowie eine Insertion von 

sieben Nukleotiden 5´ davon gefunden, die auf eine Sequenzduplikation zurück zu 

führen ist. Zusätzlich wurde eine Einzel-Nukleotid-Insertion gefunden. In zwei 

weiteren Klonen [A5 und A6] wurden Deletionen von 76 bzw. 80 Nukleotiden 

gefunden, welche von einer Sequenz-Insertion von 10 bzw. 164 Nukleotiden 

begleitet waren. Im Falle von [A5] wurde DSB-Ende auf Seite des GUS-Reportergens 

erheblich nukleolytisch prozessiert, wogegen anhand der Sequenz des anderen 

Endes noch zwei Nukleotide aus der ursprünglichen Promotor-seitigen I-SceI-

Schnitstelle zu identifizieren waren. Außerdem fand möglicherweise eine partielle 

Sequenz-Duplikation statt, da ein Teil der inserierten Sequenz identisch mit einer 

Nukleotid-Abfolge 5´ des prozessierten DSBs ist. Bei Klon [A6] wurde eine 80  
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Abbildung 3.14: Sequenz-Analyse von NHEJ-vermittelten Rekombinations-Ereignissen. 
Dargestellt sind Sequenzen von Rekombinations-Ereignissen, welche nach in vivo Exzision der 
Gentamycin-Resistenzkassette (siehe Abbildungen 3.8 und 3.13) aus den Linien NHEJ n-17 (A) bzw. 
NHEJ i-2 amplifiziert wurden. Die hierfür verwendeten Primer liegen ca. 200 Nukleotide von den I-
SceI-Schnittstellen entfernt (nicht eingezeichnet). Es sind jeweils 30 an die geschnittenen I-SceI-
Erkennungssequenzen (in rot) angrenzenden Nukleotide gezeigt. Sind auf Grund von Deletionen 
Sequenzen dargestellt, welche 5´- bzw. 3´ dieses Bereiches liegen, sind diese in grün dargestellt. Das 
Start-Codon des GUS-Gens ist 57 Nukleotide 5´-der linken Schnittstelle lokalisiert. Inserierte 
Nukleotide sind in blau dargestellt. (A) Aus Pflanzen mit dem Genotyp NHEJ n-17 

+/-
 I-SceI 

+/-
 konnten 

vier verschiedenen Klassen von Rekombinations-Ereignissen amplifiziert werden. Hierbei wurden fünf 
identische Ereignisse sequenziert, bei denen die DSB-Enden durch einfache Ligation miteinander 
verknüpft wurden (A1). In zwei weiteren Fällen wurden Deletionen von 25 bp (A2) bzw. 101 bp (A3) 
Länge gefunden. Bei der 25 bp Deletion (A2) wurde die gesamte I-SceI-Schnittstelle zerstört und es 
wurden 6 Nukleotide aus dem angrenzenden 5´-Bereich sowie ein Nukleotid aus dem 3´-Bereich 
deletiert. Bei der 101 bp Deletion (A3) gingen zusätzlich zu der I-SceI-Schnittstelle 46 Nukleotide aus 
dem angrenzenden 5´-Bereich und 37 Nukleotide aus dem 3´-Bereich verloren. Die Position des GUS-
Startcodons ist durch ein Sternchen gekennzeichnet. Die kursiv geschriebenen Nukleotide sind Reste 
von direkten Sequenzwiederholungen, wobei eine nicht-perfekte Mikrohomologie (unterstrichen) 
wahrscheinlich durch einen SSA-ähnlichen Mechanismus zur DSB-Reparatur beigetragen hat (zur 
Erklärung: siehe Abbildung 4.1). Im Falle von (A4) liegt eine intakte I-SceI-Schnittstelle vor. Davor 
befindet sich eine 7 Nukleotide umfassende Insertion, die in gleicher Orientierung im 
Ausgangskonstrukt (pNHEJ-n) vor der Promotor-seitigen-I-SceI-Schnittstelle liegt (CCCGAATTT-[I-
SceI-Schnittstelle], der unterstrichene Bereich wurde dupliziert). Ausserdem wurde eine 
Einzelnukleotid-Insertion (A, fett kursiv) gefunden. Eine weitere Klasse von Rekombinations-
Ereignissen weist neben Deletionen auch Insertionen verschiedener Größe auf (A5 und A6). Im Falle 
von (A5) wurden die geschnittenen I-SceI-Erkennungssequenzen 5´ vollständig und 3´ bis auf zwei 
Nukleotide abgebaut. Zudem gingen in der 5´-Region weitere 58 Nukleotide verloren (insgesamt 
wurden 76 bp deletiert). Es wurden 10 Nukleotide inseriert, wobei die unterstrichelten Nukleotide 
(CGGGGA) möglicherweise dupliziert wurden. (A6) Die gesamte I-SceI-Schnittstelle sowie 60 
Nukleotide im angrenzenden 5´ bzw. 2 Nukleotide im 3´-Bereich wurden deletiert. 
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Abbildung 3.14: Fortsetzung. Die 164 bp umfassende inserierte Sequenz (A6) entstammt Teilen der 
T-DNA (Kanamycin-Resistenzgen) und wurde in inverser Orientierung zur ursprünglichen Sequenz in 
den Bruch kopiert. (B) Aus Pflanzen mit dem Genotyp NHEJ i-2 

+/-
 I-SceI 

+/-
 konnten zwei 

verschiedenen Klassen von Rekombinations-Ereignissen amplifiziert und sequenziert werden. Auf 
Grund der inversen Orientierung der I-SceI-Schnittstellen kann eine direkte Ligation nicht stattfinden. 
In einem Fall (B1) wurde ein einzelnes Nukleotid inseriert. In den anderen drei Fällen traten 
Deletionen in Kombination mit Sequenz-Insertionen auf. (B2) Eine zwei Nukleotide umfassende 
Deletion wurde von der Insertion dreier Nukleotide begleitet. (B3) Ein Nukleotid (A) wurde deletiert und 
durch ein anderes (T) ersetzt. (B4) Die geschnittenen I-SceI-Erkennungssequenzen wurden 
vollständig abgebaut. Zusätzlich wurden 38 Nukleotide aus dem angrenzenden 5´-Bereich sowie 101 
Nukleotide aus dem 3´-Bereich deletiert (Gesamt-Deletion: 157 bp). Die 60 Nukleotide umfassende 
Insertion ist Teilen eines CaMV35S-Promotors aus der T-DNA zuzuordnen.  
 
 

Nukleotide umfassende Deletion gefunden, wobei die inserierten 164 Nukleotide aus 

Teilen der Konstrukt-T-DNA in den Bruch kopiert wurden.  

Für den Genotyp [NHEJ i-2+/- I-SceI+/-] wurden insgesamt vier Klone 

sequenziert (Abbildung 3.14 B). In einem Fall [B1] wurde ein einziges Nukleotid 

zwischen die beiden nicht kompatiblen geschnittenen I-SceI-Schnittstellen eingefügt. 

In den anderen drei Fällen wurden neben Deletionen auch Insertionen gefunden. Bei 

Klon [B2] wurden drei Nukleotide in den DSB eingebaut, wobei die zwei Nukleotide 

umfassende Deletion nur die Reportergen-seitige Schnittstelle betraf. Im Falle von 

[B3] wurde ebenfalls an demselben Überhang ein Nukleotid deletiert und eines 

inseriert. Bei Klon [B4] wurden größere Sequenzveränderungen gefunden. Beide 

Bruchenden wurden weit über die I-SceI-Erkennungssequenz hinaus abgebaut. Bei 

der folgenden Reparatur wurden 60 Nukleotide eingefügt, die identisch zu der 

Sequenz der CaMV35S-Promotors ist. Da mehr als ein Promotor Bestandteil des 
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Assay-Konstruktes ist, kann die Herkunft dieser Insertion nicht abschließend geklärt 

werden. 
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4 Diskussion 

 

4.1 Reparatur von zwei simultanen DSBs im Genom somatischer 

Zellen von Tabak 

 Im Rahmen dieser Arbeit wurde erstmals ein experimentelles System in planta 

etabliert, welches es erlaubt, die Fragestellung zu untersuchen, wie zwei nicht 

gekoppelte simultane Doppelstrangbrüche in somatischen Pflanzenzellen repariert 

werden. Diese Untersuchung wurde bewusst in Tabak durchgeführt, da diese 

Spezies amphidiploid ist und angenommen werden kann, dass Genom-

Veränderungen daher eher toleriert werden, als bei diploiden Pflanzen-Spezies. 

Nicotiana tabacum besitzt ein 48 Chromosomen umfassendes Genom (2n) und ist 

wahrscheinlich auf eine Kreuzung zwischen Nicotiana sylvestris (2n = 24) und 

Nicotiana tomentosiformis (2n = 24) (Goodspeed, 1954; Gerstel, 1960 & 1963) bzw. 

einem Hybriden aus Nicotiana otophora (2n = 24) und N. tomentosiformis (Ren & 

Timko, 2001) zurückzuführen. Die Genomgröße beträgt 4500 Mbp (Tobacco 

Genome Initiative, NC State University).  

 

4.1.1 Analyse von Translokations-Ereignissen  

 Auf Grund der Konzeption des experimentellen Systems (Abbildung 3.2) 

wurde hinsichtlich einer einfachen Translokation zwischen zwei nicht miteinander 

gekoppelten Transgenen selektiert und zusätzlich untersucht, ob es zu einer 

Kopplung zwischen den verbleibenden Bruchenden kommt. 

  Es konnte in der Tat gezeigt werden, dass nach in vivo Induktion zweier 

gleichzeitiger DSBs Translokationen im Genom von Tabak stattfinden können. Die 

Verwendung eines Introns in den beiden Transgen-Hälften, auf deren Kopplung 

selektiert werden kann, ermöglichte es dabei, die Häufigkeit verschiedener 

Reparatur-Ereignisse miteinander zu vergleichen (siehe Abbildung 3.2). Auf Grund 

dieser experimentellen Voraussetzungen konnte im selben Ansatz die relative 

Verwendung von NHEJ und HR zur Verknüpfung der Transgen-Hälften A und D 

verglichen werden.  

 Etwa 40 % der rekombinanten Kopplungen zwischen den Transgen-Hälften A 

und D wurden durch homologe Rekombination erzeugt, während etwa 60 % durch 

NHEJ verknüpft wurden (Tabelle 3.1). Diese Werte werden durch die von Siebert & 
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Puchta (2002) bei einer vergleichenden Untersuchung von HR und NHEJ in Tabak 

gefundenen Daten gestützt (Kapitel 1.4.5). In dieser Studie wurde gezeigt, dass im 

Falle unmittelbar an den DSB angrenzender Sequenz-Homologien etwa 30 % der 

induzierten Brüche durch HR repariert werden können. Die experimentelle Situation 

sowohl in der vorliegenden Arbeit als auch in der Studie von Siebert & Puchta (2002) 

ist vergleichbar: in beiden Fällen lagen unmittelbar an den induzierten DSBs 

angrenzend Sequenz-Homologien. Im Falle der früheren Studie betrug die Länge 

des homologen Bereiches 557 Nukleotide und war als „direct repeat“ in cis 

positioniert. In der vorliegenden Arbeit umfasste die Sequenzhomologie zwischen 

den Transgen-Hälften A und D 847 Nukleotide, welche allerdings in trans zueinander 

lokalisiert waren. Offensichtlich ist dennoch eine sehr effiziente Verknüpfung mittels 

HR durch den SSA-Mechanismus möglich (Li et al., 1984 & 1990; Kapitel 1.2.1 und 

Abbildung 1.5).  

 Die Länge der Sequenz-Homologie und der Grad der Sequenz-Identität ist 

hierbei ebenfalls von Bedeutung. So konnten Elliott et al. (2005) bei Untersuchungen 

zu Chromosomen-Translokationen intronischer Alu-Elemente in Säugerzellen zeigen, 

dass abhängig von der Anzahl nicht übereinstimmender Nukleotide die Art der DSB-

Verknüpfung beeinflusst werden kann. Im Falle einer Sequenz-Divergenz von 20 % 

wurden die mittels I-SceI induzierten Brüche ausschließlich durch NHEJ repariert, 

wogegen perfekte Homologien nahezu ausschließlich durch SSA repariert wurden. In 

diesem Zusammenhang konnten Opperman et al. (2004) in Arabidopsis zeigen, dass 

bereits eine einzige Fehlpaarung („Mismatch“) unabhängig von ihrer Position 

innerhalb einer von zwei identischen Sequenzwiederholungen von 618 bp Länge die 

HR durch SSA zu mehr als 66 % inhibiert. Diese Ergebnisse wurden von Li et al. 

(2004) bestätigt. Emmanuel et al. (2006) konnten zeigen, dass solche 

Fehlpaarungen, welche normalerweise sehr effizient zum Abbruch der HR führen, 

durch Mutation des MSH2-Gens von Arabidopsis toleriert werden können. Dies zeigt, 

dass auch die Mismatch-Reparatur (MMR) in die homologe Rekombination bei der 

Ausbildung der Heteroduplex-Struktur involviert ist (Übersicht in: Schofield & Hsieh, 

2003). Eine Beteiligung der MMR-Maschinerie an der HR wurde bislang für 

verschiedene Organismen beschrieben (AtMLH1: Dion et al., 2007; AtMSH2: 

Emmanuel et al., 2006; Li et al., 2006; Lafleuriel et al., 2007; MSH2 in Physcomitrella 

patens: Trouiller et al., 2006; S. cerevisiae: Sugawara et al., 2004; Harrington & 

Kolodner, 2007; MutL in E. coli: Elez et al., 2007). 
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 Die hohe Effizienz der HR bei der rekombinanten Kopplung der Transgen-

Hälften A und D ist sehr wahrscheinlich auf die Aktivität des SSA-Mechanismus (Li et 

al., 1984 & 1990; Kapitel 1.2.1 und Abbildung 1.5) zurück zu führen. Wie in Kapitel 

1.4 diskutiert, ist SSA in Pflanzen sehr effizient bei der extrachromosomalen 

Rekombination zwischen identischen Sequenzen (Puchta & Hohn, 1991a, b; Bilang 

et al., 1992; De Groot et al., 1993; Übersicht in Puchta & Meyer, 1994). Auch die 

Reparatur von DSBs durch NHEJ wird häufig durch einen SSA-ähnlichen 

Mechanismus katalysiert, bei welchem kurze Sequenz-Homologien zwischen den 

Rekombinationspartnern verknüpft werden (Lehman et al., 1994; Nicolas et al., 1995; 

Mason et al., 1996; Gorbunova & Levy, 1997; Salomon & Puchta, 1998; 

Decottignies, 2007; Überblick in: Gorbunova & Levy, 1999; siehe auch Kapitel 

1.4.5.3). SSA und SSA-ähnliche Mechanismen könnten daher die vorherrschenden 

Wege zur Reparatur von DSBs in höheren Eukaryoten sein – unabhängig davon, ob 

dabei zwei nahe beieinander liegende Bruchenden verbunden werden oder zwei 

nicht-gekoppelte, wie in der vorliegenden Studie.  

 

 Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen zudem, dass zwei gleichzeitig in einem 

Genom auftretende DSBs sowohl durch HR als auch durch NHEJ repariert werden 

können. Dies deutet darauf hin, dass in einer Zelle zum selben Zeitpunkt beide Arten 

der DSB-Reparatur ablaufen können. Daher kann angenommen werden, dass 

sowohl HR- als auch NHEJ katalysierende Proteine an den Bruch rekrutiert werden. 

Dieser Befund deckt sich mit neueren Publikationen, nach denen die Reparatur-

Proteine um die DSB-Enden konkurrieren und abhängig von der Struktur der 

Bruchenden, benachbarter Sequenzen, weiteren vorhandenen Faktoren und 

übergeordneten Regulations-Mechanismen (Zellzyklus, Entwicklungsstadium, 

Umwelt-Einflüsse) zu einer Reparatur des DSBs führen (Preston et al., 2006a, b; 

Johnson-Schlitz & Engels, 2006a, b & 2007; Engels et al., 2007; Übersicht in: 

Wyman & Kanaar, 2006; siehe auch Kapitel 1.1 und 4.2.2) 

 

4.1.2 Reziproke Translokationen im Tabak-Genom 

 Auf Grund der Konzeption des in dieser Arbeit verwendeten experimentellen 

Systems konnte auf die Verknüpfung der zuvor nicht-gekoppelten Enden A und D 

selektioniert werden (Abbildung 3.2). Eine Selektion auf eine Kopplung der anderen 

beiden Transgen-Hälften war jedoch nicht möglich. Dennoch wurden in 16 von 19 
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untersuchten rekombinanten Linien, bei denen die Kopplung A—D zustande 

gekommen war, mittels PCR auch eine Verknüpfung der Transgen-Hälften C und B 

miteinander gefunden (Kapitel 3.1.5, Abbildung 3.5). Die Verknüpfung dieser Enden 

konnte mangels Sequenz-Homologien ausschließlich durch NHEJ ablaufen und zwar 

unabhängig davon, auf welche Weise die Kopplung A—D zu Stande kam. Hierbei 

wurden neben Ligations-Ereignissen, kleineren Deletionen auch Mikrohomologien 

identifiziert, welche zur Reparatur beigetragen haben dürften (Abbildung 3.6). Des 

Weiteren wurde in zwei der untersuchten Sequenzen „Filler“-DNA gefunden. Die 

untersuchten rekombinanten Verknüpfungen sind somit repräsentativ für die in 

Kapitel 1.4 beschriebenen Eigenschaften des NHEJ in planta.  

 

 Neun der 16 Linien wurden mit Hilfe von Southern-Blot-Analysen detailliert 

untersucht (Abbildung 3.7). Während die Kopplung A—D durch das Auftreten 

Kanamycin-Resistenzgen-spezifischer Banden von 1,9 kb (HR) bzw. 2,7 kb (NHEJ) 

nachgewiesen werden konnte (Abbildung 3.7 A), zeigt eine 4,9 kb große BAR- 

Resistenzgen-spezifische Bande (Abbildung 3.7 B) die Kopplung der Transgen-

Hälften C—B und folglich die reziproke Translokation an. Damit konnte für die so 

untersuchten Linien bewiesen werden, dass es sich um echte reziproke 

Translokationen handelt. Im Falle der Linie IRC1 #52 (1) konnte weder mittels PCR 

eine Kopplung zwischen C—B gezeigt werden, noch trat eine BAR-Resistenzgen-

spezifische Bande im Southern Blot auf (Abbildung 3.7 B). Da in einem weiteren Blot 

(Daten nicht gezeigt) mit einer Hygromycin-Resistenzgen-spezifischen Sonde ein 

Signal bei dieser Linie detektiert wurde, kann das Fehlen des BAR-spezifischen 

Signals dadurch erklärt werden, dass das detektierbare Ende der Transgen-Hälfte B 

durch exonukleolytische Prozessierung verloren gegangen ist.  

 

 Unabhängig davon, wie die Reparatur der beiden simultan induzierten DSBs 

abläuft, sind nur solche Ereignisse für die Genom-Evolution von Bedeutung, welche 

erfolgreich die Meiose durchlaufen können (Kapitel 4.1.5). Das hier vorgestellte 

System zeigt eindeutig, dass reziproke Translokationen im Genom fixiert und über 

die Keimbahn an Nachkommen weitergegeben werden können. Mittels 

Segregationsanalysen (Kapitel 3.1.6) konnte zweifelsfrei gezeigt werden, dass bei 

den meisten analysierten Linien beide rekombinanten Kopplungen unabhängig 

voneinander und gemäß den Mendel´schen Regeln vererbt werden. Die 100 %-ige 
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Kanamycin-Resistenz der beiden rekombinanten Linien IRC1 #7 und IRC1 #14 

(Tabelle 3.2) kann durch unabhängige Translokations-Ereignisse erklärt werden, da 

ein Teil der für diese Studie verwendeten Pflanzen homozygot für beide Transgene 

waren. In vier weiteren Fällen konnte eine signifikant reduzierte Kanamycin-

Resistenz der rekombinanten Linien gefunden (Tabelle 3.2) und auf ein Silencing-

Phänomen zurück geführt werden. In der Tat werden solche Ereignisse in der 

Literatur für Resistenzgene kodierende Selektionsmarker in planta beschrieben 

(Meza et al., 2001).  

  

 Auch wenn die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass eine Reparatur zweier 

simultaner DSBs mit hoher Effizienz durch reziproke Translokation ablaufen kann, so 

müssen bestimmte Limitierungen des verwendeten experimentellen Systems 

bedacht werden.  

  

4.1.3 Limitierungen des experimentellen Systems 

 Mit Hilfe des hier vorgestellten Systems können nur Ereignisse nachgewiesen 

werden, bei welchen die resultierenden genomischen Rearrangements erfolgreich 

die mitotische Teilung durchlaufen können. Daher ist es sehr gut möglich, dass 

weitere nicht-reziproke Ereignisse nach der Induktion der beiden DSBs aufgetreten 

sind, die resultierenden Genome während der Mitose jedoch nicht auf Tochterzellen 

aufgeteilt werden konnten und damit eine Regeneration von Pflanzen mit 

rekombinanten Ereignissen durch Kanamycin-Selektion nicht möglich war.  

 Auf diese Weise lassen sich die Ergebnisse bei den Linien IRC7 und IRC10 

verstehen. Nach Inokulation von jeweils nahezu 2000 Tabak-Sämlingen beider Linien 

mit dem die I-SceI-Expressionskassette transferierenden Agrobakterienstamm wurde 

nicht ein einziges rekombinantes Ereignis gefunden (Tabelle 3.1). Auf Grund der 

Ergebnisse für die Linie IRC1 (84 rekombinante Ereignisse bei 1140 inokulierten 

Tabak-Sämlingen) ist es allerdings sehr viel wahrscheinlicher, dass auch in den 

Linien IRC7 und IRC10 reziproke Translokationen stattgefunden haben. Allerdings 

kann abhängig von der Orientierung der Transgene pTS und pTL in Bezug auf das 

Centromer eine Kopplung der selektierbaren Verknüpfung A—D zu azentrischen 

oder dizentrischen Chromosomen führen und das resultierende Genom aus diesem 

Grunde während der Mitose nicht korrekt aufgeteilt werden. 
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 Eine weitere Limitierung des im Rahmen dieser Arbeit etablierten und 

getesteten Systems ist die Tatsache, dass das Tabakgenom bislang nicht 

sequenziert ist. Daher konnten die Insertions-Loci der verwendeten Transgene pTL 

und pTS nicht determiniert werden. Eine weitere Charakterisierung der induzierten 

Translokationen ist somit nicht möglich. Anhand der Segregations-Analysen (Kapitel 

3.1.6) konnte jedoch eindeutig gezeigt werden, dass die rekombinanten Kopplungen 

unabhängig voneinander vererbt werden. Dies kann entweder durch Integration der 

beiden Transgene auf verschiedenen Chromosomen oder aber auf demselben 

Chromosom in großem Abstand zueinander erklärt werden. In letzterem Falle würde 

eine reziproke Translokation eine Inversion innerhalb eines Chromosoms zur Folge 

haben. Da das Genom von Nicotiana tabacum aus 48 Chromosomen besteht, ist es 

jedoch viel wahrscheinlicher, dass beide Transgene auf verschiedenen 

Chromosomen integriert sind. In diesem Falle würde eine reziproke Translokation zu 

einem Austausch von Chromosomenarmen führen. 

 Ein weiterer die Analyse der Translokations-Ereignisse limitierender Faktor ist 

die Tatsache, dass alle 48 Tabak-Chromosomen etwa gleich groß sind und es keine 

Chromosomen-spezifischen Sonden gibt. Daher ist eine cytologische Untersuchung 

von Translokations-Ereignissen mittels FISH wie von Richardson & Jasin (2000) für 

ES-Zellen von Maus beschrieben (siehe Kapitel 4.1.5) nicht möglich.  

 

 Ein ebenfalls nicht zu vernachlässigender Faktor liegt in den inhärenten 

Eigenschaften des experimentellen Systems begründet. Charakteristika, wie die Art 

des DSBs (präzise Enden mit 3´-Überhängen, die direkt ligierbar sind; siehe Kapitel 

1.4.4.2), die Integrations-Loci der Transgene im Genom, die Position der Sequenz-

Homologien bezüglich der induzierten Brüche sowie die Länge und Sequenz-Identität 

der homologen Bereiche beeinflussen sehr wahrscheinlich den DSBR-Ausgang 

(Sugawara et al., 2000; Preston et al., 2002). Mit dem in dieser Arbeit vorgestellten 

System konnte für definierte Bedingungen gezeigt werden, dass reziproke 

Translokationen in somatischen Zellen von Tabak sehr effizient stattfinden (siehe 

Kapitel 4.1.4). Die vorgenannten Faktoren beeinflussen jedoch die Reparatur zufällig 

simultan auftretender DSBs im Genom somatischer Pflanzenzellen. Zudem können 

Spezies-spezifische Unterschiede in der Prozessierung von DSB-Enden (Kirik et al., 

2000; Orel et al., 2003) oder der Auflösung von Rekombinations-Intermediaten 

ebenfalls die Frequenz reziproker Translokationen bei simultan auftretenden DSBs 
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beeinflussen. Aus den vorliegenden Daten dieser Arbeit und Sequenzanalysen 

(Arabidopsis: Blanc et al., 2000; Brassica: Udall et al., 2005) kann jedoch 

geschlossen werden, dass reziproke Translokationen eine Triebkraft zur Evolution 

von Pflanzengenomen darstellen. 

 

4.1.4 Bedeutung von Translokations-Ereignissen für die Genom-Evolution 

 Das in dieser Arbeit verwendete Transgen-Konstrukt pTS (Abbildung 3.2) war 

bereits von Puchta (1999) zur Untersuchung ektopischer Rekombination in 

somatischen Pflanzenzellen in Tabak verwendet worden (siehe Kapitel 1.4.5.1). In 

dieser Studie wurde gefunden, dass etwa einer von 1000 durch I-SceI induzierten 

DSBs durch ektopische HR repariert werden konnte (HR-Frequenz: 10-3, siehe auch: 

Shalev & Levy, 1997). In der vorliegenden Arbeit wurden in weniger als 1200 Tabak-

Sämlingen der Linie IRC1 durch I-SceI-Expression DSBs induziert und 84 

unabhängige rekombinante Ereignisse erhalten (siehe Tabelle 3.1). Folglich finden 

zumindest in Kombination mit dem verwendeten zweiten Rekombinationssubstrat 

pTL (Abbildung 3.2) in der transgenen Linie IRC1 Translokationen etwa um zwei 

Größenordnungen häufiger statt als Genkonversionen durch ektopische HR. Dies 

bedeutet, dass im Falle zweier simultaner DSBs bei etwa 1 % der Fälle die 

verkehrten Enden miteinander gekoppelt werden können.  

 Solche Translokationen können zur Entstehung dizentrischer oder 

azentrischer Chromosomen führen und folglich die mitotische Zellteilung nicht 

durchlaufen. Diese Ereignisse würden demnach nicht fixiert und können nicht in die 

Keimbahn eingehen. Je nach Position der Bruchenden und der Art der 

Neuverknüpfung können aber auch Inversionen innerhalb eines Chromosoms oder 

reziproke Translokationen die Folge sein. In beiden Fällen entsteht ein neuer 

Genotyp, der abhängig von der Position der DSBs für die betroffene Zelle nicht 

notwendigerweise einen Nachteil darstellen muss. Kann die Mitose ungestört 

ablaufen, würden solche neuen Genotypen in somatischen Zellen fixiert werden 

(Walbot et al., 1985). Ist ein erfolgreicher Ablauf der Meiose ebenfalls möglich, 

können diese Genom-Veränderungen in der Keimbahn fixiert und an die 

Nachkommen weitergegeben werden. Eventuell ist dabei die Möglichkeit zur 

Selbstung (Selbstkreuzung) ein weiterer Vorteil: treten diese Genom-Veränderungen 

in somatischen Zellen auf, müssen diese zunächst die erste „Hürde“ – die Mitose – 

überstehen, um im Genom somatischer Zellen fixiert zu werden. 
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Genomveränderungen, die diese „Vorselektion“ auf somatischer Ebene überstanden 

haben, können unter Umständen in die Keimbahn eingehen, die – wie eingangs 

diskutiert – bei Pflanzen erst spät determiniert wird (Walbot et al., 1985). Läuft auch 

die Meiose ordnungsgemäß ab, entstehen Gameten, die diese Genomveränderung 

tragen. Eine Kreuzung mit einem anderen Genotyp kann möglicherweise dadurch 

erschwert bzw. eine Selbstung begünstigt werden. Auf diese Weise könnten auf 

Translokationen beruhende Genomveränderungen zur Spezifizierung beitragen. So 

zeigen Analysen des sequenzierten Arabidopsis-Genoms (Arabidopsis Genome 

Initiative, 2000), dass in der Tat Translokationen im Laufe der Genom-Evolution 

stattgefunden haben (Blanc et al., 2000; für Brassica napus: Udall et al., 2005).  

 

 Reziproke Translokationen treten häufig im Zusammenhang mit Leukämien, 

Lymphomen und Sarkomen beim Menschen auf und werden als kausales Ereignis 

für die Tumorigenese diskutiert (Tycko & Sklar, 1990; Rabbitts, 1994; Mitelman et al., 

1997a, b; Deininger & Batzer, 1999; Finette, 2006; Weinstock et al., 2006). Aus 

diesem Grund wurden in den vergangenen Jahren experimentelle Studien mit 

Translokations-Modellen in verschiedenen Organismen durchgeführt. 

 

4.1.5 Vergleich mit Untersuchungen bei anderen Spezies 

Auch Untersuchungen in anderen Spezies zeigen, dass das gleichzeitige 

Auftreten von DSBs in Folge von Reparatur-Ereignissen zu reziproken 

Translokationen führen kann (Übersicht in: Weinstock et al., 2006). 

 So konnten Richardson & Jasin (2000) in embryonalen Stammzellen von 

Maus durch I-SceI-Expression an definierten Loci auf den Chromosomen 14 und 17 

zeigen, dass die Reparatur zweier simultan auftretender DSBs häufig zu reziproken 

Translokationen führt. In dieser Studie konnte die basale reziproke Translokations-

Frequenz experimentalbedingt auf < 10-7 eingeordnet werden, wogegen in einem 

Kontroll-Experiment (hier wurde bei ansonsten gleichen Bedingungen nur auf 

Chromosom 17 ein DSB induziert) bei einem DSB eine Translokations-Frequenz von 

5 x 10-5 gefunden wurde, was einer mindestens 50-fachen Steigerung gegenüber 

spontan auftretenden Ereignissen entspricht. Bei gleichzeitiger Induktion von zwei 

DSBs wurde eine Frequenz von 4 x 10-4 gefunden. Dies ist mindestens 4000 mal 

höher als das spontane Auftreten solcher Ereignisse und etwa 80 mal effizienter als 

bei nur einem DSB. Daher konnte eindeutig ein synergistischer Effekt von zwei 
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simultanen DSBs gefunden werden (Richardson & Jasin, 2000). Mit Hilfe von FISH 

konnten die reziproken Transkokationen auch visuell dargestellt werden.  

Egli et al. (2004) zeigten durch I-SceI-induzierte DSBs in zwei verschiedenen 

P-Elementen in unterschiedlichen Loci im Genom von Drosophila, dass 

Translokationen in bis zu 1,8 % der Fälle auftraten. Maggert & Golic (2005) konnten 

ebenfalls in Drosophila durch Expression der Homing Endonuklease I-CreI aus 

Chlamydomonas reinhardtii reziproke Austausche zwischen X und Y Chromosomen 

induzieren. Die in dieser Arbeit beschriebene Austausch-Effizienz wird mit 5 % 

angegeben (Egli et al., 2004).  

Yu & Gabriel (2004) etablierten ein Assay-System zur Untersuchung 

reziproker Translokationen in Abwesenheit von Sequenz-Homologien in S. 

cerevisiae. Die DSB-Induktion auf zwei verschiedenen Chromosomen wurde mittels 

HO-Endonuklease erreicht. NHEJ-vermittelte reziproke Translokationen wurden bei 

einer von 30 überlebenden Zellen gefunden.  

Elliott et al. (2005) fanden in mammalischen Zellen mittels I-SceI induzierten 

simultanen DSBs in Intron-Sequenzen nahe identischer Alu-Elemente, dass die 

meisten Brüche durch SSA repariert wurden (Frequenzen zwischen 3-5 x 10-5). Bei 

divergierenden Sequenzen zwischen den Alu-Elementen wurde die DSB-Reparatur 

weitestgehend durch NHEJ katalysiert. Dies ist für die Stabilität des Humangenoms 

insofern relevant, als dass dieses zu 45 % aus repetitiven Sequenzen – davon 11 % 

Alu-Elementen (Lander et al., 2001) – besteht. Daher existieren viele Möglichkeiten 

für Genomveränderungen, welche unterschiedliche Krankheitsbilder hervorrufen 

können (Onno et al., 1992; Strout et al., 1998; Deininger & Batzer, 1999; Kolomietz 

et al., 2002; Deininger et al., 2003; Greaves & Wiemels, 2003; Hess, 2004). 

Koshinsky et al. (2000) versuchten unter Verwendung des Cre-lox-System des 

Bakteriophagen P1 in fusionierten Protoplasten, Translokationen zwischen 

Arabidopsis- und Tabak-Chromosomen zu erzeugen. Diese Ereignisse konnten 

transient nachgewiesen werden. 

 

4.1.6 Mögliche biotechnologische Anwendung 

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen eindeutig, dass es möglich ist, 

durch simultane Induktion zweier nicht gekoppelter DSBs reziproke Translokationen 

im Pflanzengenom herbeizuführen. Diese Methode kann mit Sicherheit in Zukunft 

auch biotechnologisch vielfältig genutzt werden.  
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Bei der Herstellung genetisch veränderter Pflanzen ist es die derzeit gängige 

Praxis, Selektionsmarkergene (Antibiotika- bzw. Herbizid-Resistenzen) zur Identifi-

zierung transgener Individuen einzusetzen, welche meistens auf derselben T-DNA 

lokalisiert sind.  

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass reziproke 

Translokationen durch Induktion zweier ortsspezifischer DSBs sehr effizient in 

somatischen Pflanzenzellen induziert werden können (siehe Kapitel 4.1.4). Eine sich 

daraus ableitende biotechnologisch bedeutende Anwendung besteht in der gezielten 

Entkopplung von Selektions-Markergen und dem zu exprimierenden „Wunschgen“ 

(engl. „gene of interest“, GOI). Anschließend könnten GOI und Markergen sehr leicht 

durch Auskreuzung separiert werden. Damit stellt diese Technik eine Alternative zur 

Markergen-Eliminierung durch in vivo Exzision dar (Siebert & Puchta, 2002).  

 

Der gezielte Austausch von Chromosomenarmen birgt ein biotechnologisches 

Potenzial, welches weit über die Entkopplung von GOIs und Markergenen hinaus 

reicht. So könnten mit Hilfe der hier vorgestellten Technik Hybrid-Chromosomen wie 

von Koshinsky et al. (2000) beschrieben (siehe Kapitel 4.1.5) erzeugt werden. Solche 

Arbeiten wurden für fusionierte Zellen aus Ratte und Mensch bereits publiziert 

(Migeon & Miller, 1968; Weiss & Green, 1967). Hierdurch ist z.B. die klonale 

Vermehrung von Chromosomen bzw. Chromosomen-Teilen möglich. Viel 

bedeutender für die biotechnologische Anwendung ist jedoch die Erzeugung neuer 

Gen-Kombinationen mit Hilfe der vorgestellten Technik. Pionierarbeiten zur 

somatischen Hybidisierung von Pflanzenzellen wurden von Constabel (1976) 

beschrieben. Durch Protoplasten-Fusion zwischen den nahe verwandten Spezies 

Arabidopsis thaliana und Brassica napus konnte gezeigt werden, dass Hybride 

entstehen, welche Teilgenome von beiden Eltern-Spezies enthalten (Gleba & 

Hoffmann, 1978; Forsberg et al., 1994; Yamagishi et al., 2002; für Nicotiana: 

Piastuch & Bates, 1990; für verschiedene Brassica-Spezies: Liu et al., 2007; für 

Hybride aus Nicotiana und Lycopersicon: Wolters et al., 1993; für Hybride aus 

Brassica oleracea and Matthiola incana: Sheng et al., 2008; Übersichten in: Negrutiu 

et al., 1992; Davey et al., 2005; Loyola-Vargas & Vázquez-Flota, 2006). Die Fusion 

zwischen Protoplasten phylogenetisch nicht nahe verwandter Spezies führt in der 

Regel zu Hybriden mit einer asymmetrischen Genom-Kombination. Dabei gehen 

Teile des einen oder auch Teile von beiden Genomen auf nicht vorhersehbare Weise 
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verloren (Hinnisdaels et al., 1988) und selten kommt es zu einer stabilen Integration 

eines Donor-Genoms in ein Rezipienten-Genom (Hinnisdaels et al., 1991 & 1992). 

Diese seltenen Ereignisse lassen ebenfalls keine Vorhersage über die 

Zusammensetzung der entstehenden Genome zu. Für die moderne 

Züchtungsforschung sind jedoch vielmehr Methoden zur kontrollierten Modifikation 

von Genomen von Bedeutung. 

 

Qin et al. (1994) konnten zeigen, dass es mit Hilfe des Cre-lox-System 

möglich ist, reziproke Austausche von Tabak-Chromosomen herbeizuführen. Das 

von ihnen beschriebene System hat jedoch den entscheidenden Nachteil, dass bei 

der Verwendung von ortsspezifischen Rekombinasen immer Erkennungssequenzen 

(„Fingerabdrücke“) zurückbleiben. Folglich müssten für mehrfache Genom-

Veränderungen verschiedene ortsspezifische Rekombinasen eingesetzt werden. 

Alternativ hierzu könnten in Zukunft sequenzoptimierte Meganukleasen oder 

Zinkfinger-Nukleasen zum Einsatz kommen.  

 

So ist es vor Kurzem gelungen, durch die Verwendung von Zinkfinger-

Nukleasen die Integration transgener Sequenzen an unterschiedlichen Stellen ins 

Pflanzen-Genom zu erreichen (Lloyd et al., 2005; Wright et al., 2005). Die 

Erkennungssequenz der Nuklease wird hierbei durch die entsprechenden DNA-

bindenden "Zinkfinger" Domänen definiert. Diese Domänen können jeweils durch 

Vorexperimente für unterschiedliche Sequenzmotive konzipiert werden (Carroll et al., 

2006; Übersichten in: Durai et al., 2005; Papworth et al., 2005). So ist es im Prinzip 

möglich, an verschiedenen präderminierten Stellen im Genom Brüche zu erzeugen. 

Trotz Fortschritten auf diesem Gebiet besteht nach wie vor jedoch das Problem, dass 

diese Nukleasen auch unspezifisch im Genom schneiden, was neben Mutationen 

auch zu Letalität führen kann (Szczepek et al., 2007). 

Als Alternative zu diesen sequenzspezifischen Zinkfinger-Nukleasen wird seit 

einigen Jahren ebenfalls intensiv und mit ersten Erfolgen an der Herstellung und 

Anwendung maßgeschneiderter sequenzspezifischer Meganukleasen gearbeitet, um 

ortsspezifische Rekombinations-Ereignisse zu induzieren (Bibikova et al., 2003; 

Chames et al., 2005; Chen & Zhao, 2005; Arnould et al., 2006 & 2007; Smith et al., 

2006).  
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Durch eine Kombination der im Rahmen dieser Arbeit vorgestellten Technik 

zum kontrollierten Austausch von Chromosomenarmen mit den oben diskutierten 

Techniken zur Induktion von ortsspezifischen DSBs ergeben sich völlig neue 

Möglichkeiten für die angewandte Züchtungsforschung. Die in dieser Arbeit 

vorgestellte Technik erlaubt es, Chromosomen-Teile eines Genoms oder aber auch 

Chromosomenstücke zwischen Genomen verschiedener Spezies spezifisch neu zu 

kombinieren. Hiermit könnten auch phylogenetische Barrieren überwunden werden, 

welche die Kombination von Genomen zwischen Spezies natürlicherweise 

verhindern. Die daraus resultierenden neuen Genkombinationen könnten im 

Gegensatz zur klassischen Züchtungsforschung sehr schnell und vor allem 

zielgerichtet erhalten und hinsichtlich verbesserter Eigenschaften untersucht werden. 

Damit birgt die hier vorgestellte Technik ein erhebliches biotechnologisches 

Potenzial. 

 

4.2 Etablierung eines neuartigen Systems zur in vivo 

Quantifizierung von NHEJ-Ereignissen in Arabidopsis 

Non-Homologous End-Joining ist in somatischen Pflanzenzellen der weitaus 

häufigste Mechanismus zur Reparatur von Doppelstrangbrüchen. Dennoch wurde 

der Erforschung dieses Reparaturweges in Pflanzen lange Zeit nicht die 

entsprechende Bedeutung beigemessen. Dies ist partiell darauf zurück zu führen, 

dass die häufig anwendungsorientierte Grundlagenforschung seit geraumer Zeit 

versucht, eine Technik zur effizienten und ortsspezifischen Transgen-Integration 

basierend auf homologer Rekombination ins Pflanzengenom zu etablieren 

(Übersichten in: Reiss, 2003; Puchta, 2005).  

So wurde erstmals in planta ein experimentelles System zur Analyse von 

genomischen NHEJ-Ereignissen von Salomon & Puchta (1998) etabliert (Kapitel 

1.4.6). Mit diesem System konnten nach gezielter DSB-Induktion Tabak-Pflanzen 

regeneriert und Reparatur-Ereignisse sequenziert werden. Später wurde eine 

vergleichende Untersuchung der DSB-Reparatur durch SSA und NHEJ durch Siebert 

& Puchta (2002) publiziert. Mit dem in dieser Studie beschriebenen System ließen 

sich sowohl HR- als auch NHEJ-Ereignisse nachweisen (Kapitel 1.4.5). Während 

erstere relativ einfach histochemisch detektierbar waren, erfolgte die Analyse von 

NHR anhand zweier Parameter (Verlust des negativen Selektionsmarkers und keine 

Blaufärbung im histochemischen Test).  
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Bereits Gorbunova & Levy (1999) wiesen in ihrem Übersichtsartikel darauf hin, 

dass ein umfassendes Verständnis der DSB-Reparatur in somatischen 

Pflanzenzellen erst mit Systemen möglich ist, die eine quantitative Aussage über die 

Verwendung definierter Reparaturmechanismen unter präzise kontrollierbaren 

Variablen (Mutation in einem in die DSBR involvierten Gen) erlauben. 

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war es daher, die bestehende Lücke zu füllen 

und ein solches System zur in vivo Quantifizierung der DNA-Doppelstrangbruch-

Reparatur durch NHEJ in Arabidopsis bereit zu stellen.  

 

4.2.1 Ein neuer Ansatz zur Analyse der DSB-Reparatur in planta 

 Das im Rahmen dieser Arbeit etablierte experimentelle System basiert 

konzeptionell auf dem von Siebert & Puchta (2002) verwendeten Konstrukt (Kapitel 

1.4.5 und 3.2.1). In der damaligen Studie wurde durch Expression der Meganuklease 

I-SceI ein negativer Selektionsmarker in vivo aus der in das Pflanzengenom 

integrierten T-DNA herausgeschnitten und Reparaturereignisse durch homologe 

Rekombination (SSA) konnten histochemisch nachgewiesen werden. Das in der 

vorliegenden Arbeit konstruierte System basiert ebenfalls auf der in vivo Exzision 

eines Teils der T-DNA durch I-SceI (Abbildung 3.8). Der entstehende DSB kann auf 

Grund fehlender Sequenzhomologien jedoch nur durch NHEJ repariert werden. 

Dadurch wird ein Promotor direkt mit dem Reportergen verknüpft, was histochemisch 

nachgewiesen und quantifiziert werden kann. 

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde dieses experimentelle System 

kloniert, in Arabidopsis eintransformiert und mit Hilfe von Segregations-Analysen 

hinsichtlich einer Integration an einem Locus charakterisiert. In der Folge wurden 

homozygote Linien etabliert und anhand einer äußerst stringenten Southern Blot-

Analyse (Abbildungen 3.9 – 3.11) auf das Vorliegen einer vollständigen und 

funktionellen Einzelkopie des Transgenkonstruktes hin untersucht. Durch 

Bestimmung der Integrations-Loci der T-DNAs wurde die Voraussetzung für spätere 

PCR-basierte Genotypisierungen geschaffen (siehe Abbildung 2.4 und Tabelle 2.4). 

 Eine Validierung der erhaltenen Assay-Linien erfolgte durch Kreuzung mit 

einer konstitutiv die Meganuklease I-SceI exprimierenden Arabidopsis-Linie 

(Abbildung 3.13 und Tabelle 3.3). In allen fünf analysierten Linien konnte dabei eine 

signifikante Zunahme apparenter Rekombinations-Ereignisse gefunden werden. 

Bezogen auf die für jede Linie durchgeführte Kontroll-Kreuzung mit Wildtyp-Pflanzen 
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kann hierdurch ein Induktionsfaktor ermittelt werden. Die absoluten Werte zwischen 

den Experimenten variieren, so dass Schwankungen zwischen den Induktions-

Faktoren gefunden wurden. Trotz aller Versuche, die experimentellen Bedingungen 

konstant zu halten, können z.B. Temperatur-Schwankungen während des 

Wachstums oder geringfügige Unterschiede bei der Oberflächensterilisation der 

Samen Ursachen für die in den drei unabhängig voneinander durchgeführten 

Experimenten gefundenen Variationen sein. Bei einem biologischen Messsystem wie 

diesem ist dies durchaus zu erwarten und stellt für künftige Analysen von DSBR-

Mutanten keinerlei Hindernis dar, da mit dem etablierten experimentellen System 

keine absoluten, sondern nur relative Veränderungen der Reparaturweg-

Verwendung in Mutanten detektiert werden sollen (siehe Kapitel 4.2.4 und Abbildung 

4.3). 

Auch die inhärenten Eigenschaften des in dieser Arbeit etablierten 

Reporterkonstruktes können die Effizienz der Reparatur der I-SceI-induzierten DSBs 

beeinflussen. Durch in vivo Expression der Meganuklease I-SceI werden zwei DSBs 

induziert, wobei der Abstand zwischen den Bruchenden 1,8 kb beträgt. 

Untersuchungen in Drosophila zeigen, dass bis zu 11 kb umfassende Lücken in 

solchen Fällen sehr effizient repariert werden, wogegen bei Abständen von 44 kb nur 

noch wenige und bei 210 kb keine Reparaturereignisse mehr detektiert werden 

konnten (Johnson-Schlitz et al., 2006a). Ricchetti et al. (2003) fanden in S. cerevisiae 

bei simultanen DSBs in cis mit einem Abstand von 1,2 kb NHEJ-Frequenzen von 1-2 

x 10-2. Guirouilh-Barbat et al. (2004) wiesen in CHO-Zellen bei einer Distanz von 3 kb 

zwischen zwei in cis induzierten DSBs unabhängig von deren Sequenz NHEJ-

Ereignisse mit einer Frequenz von 3 x 10-2 nach. Zarrin et al. (2007) konnten in von 

ES derivatisierten B-Zellen eine effiziente Reparatur von DSBs in hochrepetitiven 

Immunglobulin-Genregionen sogar in einem Abstand 100 kbp zueinander 

detektieren. Im Gegensatz dazu fanden Boubakour-Azzouz & Ricchetti (2008) in ES-

Zellen von Maus, dass DSBs in einem Abstand von 9 kb nur mit geringer Effizienz 

repariert werden.  

 

Die signifikante Zunahme apparenter Rekombinations-Ereignisse in dem neu 

etablierten NHEJ-Assay-System (Tabelle 3.3) weist darauf hin, dass Lücken 

zwischen DSBs mit einem Abstand von 1,8 kb in Arabidopsis effizient repariert 

werden können.  
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Abbildung 4.1: DSB-Reparatur durch einen SSA-ähnlichen Mechanismus. Dargestellt ist eine 
mechanistische Analyse des in Abbildung 3.14 gezeigten Rekombinations-Ereignisses A3. (A) Durch 
die katalytische Aktivität der Meganuklease I-SceI wurde in vivo aus der T-DNA der Rekombinations-
Assay-Linie NHEJ n-17 ein lineares DNA-Fragment herausgeschnitten (nicht dargestellt, siehe 
Abbildung 3.8). Die Abbildung zeigt die Reparatur der beiden Bruchenden über einen SSA-ähnlichen 
Mechanismus (siehe Kapitel 1.4.5.3). Zunächst erfolgt eine exonukleolytische Prozessierung der 
Bruchenden über die geschnittene I-SceI-Erkennungssequenz hinaus. Das in (B) dargestellte 
Intermediat weist nicht-perfekte Sequenzhomologien in identischer Orientierung zueinander auf. Die 
identischen Nukleotide sind in blau (oberer Strang) und orange (unterer Strang) hervorgehoben. 
Durch eine weitere Prozessierung der Enden entstehen die in (C) gezeigten DSB-Enden. Über eine 
nicht perfekte Mikrohomologie von 8 Nukleotiden (ein Mismatch, markiert durch einen roten Stern) 
können die Enden durch einen SSA-ähnlichen Mechanismus aneinander angelagert werden (D). Die 
überstehenden Enden (Flaps) werden durch Nukleasen abgebaut und die Lücken ligiert (E). Durch die 
Aktivität der Mismatch-Reparatur-Maschinerie (siehe auch Kapitel 4.1.1) wird die Reparatur-bedingte 
Fehlpaarung beseitigt, wodurch die gezeigte Sequenz entsteht. Bei der DSB-Reparatur im 
dargestellten Fall gingen am 5´-Ende (GUS-seitig) 46 Nukleotide und 3´-Ende (Promotor-seitig) 37 
Nukleotide verloren (siehe auch Abbildung 3.14). 
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Aus zwei der Kreuzungs-Populationen (NHEJ x I-SceI; siehe Kapitel 3.2.4 und 

Abbildung 3.14) wurden exemplarisch rekombinante Verknüpfungen zwischen den 

Bruchenden amplifiziert und sequenziert. Hierbei wurden die für NHEJ in Pflanzen 

typischen Sequenz-Modifikationen einschließlich „Filler“ DNA gefunden, welche auf 

die Aktivität eines SDSA-ähnlichen Mechanismus zurück zu führen sind (Gorbunova 

& Levy, 1997; siehe auch Kapitel 1.4.6 und Abbildung 1.9). In einem der 

sequenzierten Rekombinations-Ereignisse konnte durch Analyse der Sequenzen 

eindeutig ein SSA-ähnlicher Mechanismus für die DSB-Reparatur nachgewiesen 

werden (Abbildung 4.1). Während für die Linie NHEJ-n mit den kompatiblen I-SceI-

Restriktionsfragmenten auch Ligations-Ereignisse gefunden wurden, konnten 

erwartungsgemäß für NHEJ-i ausschließlich Sequenz-Modifikationen gezeigt werden 

(Abbildung 3.14). Für spätere Mutanten-Analysen sind die Unterschiede zwischen 

den NHEJ-n und NHEJ-i Assay-Linien insofern relevant, als dass sehr wahrscheinlich 

verschiedene enzymatische Reaktionen zur Verknüpfung der unterschiedlichen 

Bruchenden erforderlich sind. So ist z.B. bei der DSB-Reparatur über den SSA-

Mechanismus (siehe Kapitel 1.2) keine Strang-Invasion erforderlich und dieser 

Reparaturweg ist daher unabhängig von Faktoren, welche die Stranginvasion oder 

die Auflösung von Holliday Junctions vermitteln (Ivanov et al., 1996; Übersicht in: 

Symington, 2002). Ma et al. (2003) konnten zudem zeigen, dass in Saccharomyces 

cerevisiae die DSB-Reparatur durch einen SSA-ähnlichen Mechanismus unabhängig 

von dem NHEJ-Schlüsselfaktor Ku ist, dafür jedoch die Aktivität von Mre11, Rad50 

und Rad1 erfordert. Außer der Möglichkeit, zwischen den zur Reparatur von DSBs in 

diesen beiden verschiedenen transgenen Reportersubstraten erforderlichen Faktoren 

zu diskriminieren, sollte die NHEJ-n-Linie zusätzlich Auskunft über den quantitativen 

Beitrag von Ligations-Ereignissen bei kompatiblen Bruchenden liefern. 

 

Insgesamt konnte eindeutig gezeigt werden, dass das im Rahmen dieser 

Arbeit konzipierte System zur quantitativen Analyse der DSB-Reparatur durch NHEJ 

in vivo in Arabidopsis geeignet ist. Zusammen mit den von Orel et al. (2003) 

beschriebenen Assay-Linien zur quantitativen Analyse der HR durch SDSA und SSA 

(Kapitel 1.4.5) steht mit dem neu etablierten System nun erstmals ein die wichtigsten 

DSBR-Mechanismen abdeckendes Werkzeug zur umfassenden Analyse der 

Doppelstrangbruch-Reparaturmechanismen in planta zur Verfügung. 
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In den vergangenen Jahren wurde in anderen Organismen ebenfalls mit der 

umfassenden Analyse der DSB-Reparaturwege begonnen, um die Relevanz 

einzelner Faktoren besser verstehen und mit biochemischen und genetischen Daten 

in Einklang bringen zu können (in Maus ES-Zellen: Stark et al., 2004; Drosophila: 

Johnson-Schlitz et al., 2006 & 2007; Preston et al., 2006a, b; Wei & Rong, 2007). 

 

4.2.2 Ansätze zur Untersuchung der DSBR-Wege in anderen Organismen 

Stark et al. (2004) untersuchten mit zwei verschiedenen 

Rekombinationssubstraten unter Verwendung von GFP als Reportergen und I-SceI 

zur Erzeugung ortsspezifischer DSBs in ES-Zellen von Maus die Konsequenzen 

verschiedener Mutationen in Loci, welche DSBR-Gene kodieren. Diese 

Untersuchung war allerdings auf die Analyse von SSA und SDSA limitiert. Anhand 

der Ergebnisse konnten Stark et al. (2004) ein Modell entwickeln, welches einen 

Überblick über die Regulation der DSBR durch HR in mammalischen Zellen gibt.  

 

 Preston et al. (2006a) entwickelten ein System („Repair reporter 3, Rr3“), 

welches die vergleichende Analyse von NHEJ, SSA und Genkonversion durch SDSA 

in Drosophila erlaubt. Auch in diesem System wird ein ortsspezifischer DSB durch 

konstitutive Expression der Meganuklease I-SceI erzeugt. Abhängig von der 

Reparatur dieses Bruches kann ein funktionelles DsRed-Reportergen restauriert 

werden, dessen Expression in vivo leicht zu detektieren ist. Mit Hilfe dieses Systems 

konnten Preston et al. (2006b) entwicklungsabhängige Unterschiede in der 

Verwendung der DSBR-Wege in Drosophila zeigen. Eine genaue Analyse der Daten 

zeigte, dass die relative Verwendung der Reparaturwege auf einer gegenseitigen 

Kompensation beruht. Diese negative Korrelation wird von Preston et al. (2006a, b) 

in Hinblick auf eine Konkurrenz der Reparaturwege um DSBs interpretiert.  

 Ebenfalls unter Verwendung von Rr3 konnten Johnson-Schlitz & Engels 

(2006b) in der prämeiotischen Keimbahn von Drosophila-Männchen zeigen, dass 

Mutanten des BLM-Gens defizient für die konservative HR sind. Dieser Defekt wird 

durch eine Steigerung des SSA-Mechanismus kompensiert. Zudem wurde eine 

Steigerung der Crossover-Häufigkeit um das 40 – 50-fache gefunden und auch die 

homologe Donor-Sequenz wurde durch Deletionen und Rearrangements verändert. 

Johnson-Schlitz & Engels (2006b) führen dies auf die fehlende Auflösung von 

Holliday-Junctions in DmBlm-Mutanten zurück und konnten denselben Effekt in 
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schwächerer Ausprägung in DmTop3α-Mutanten finden. BLM und TOP3α sind in die 

Auflösung von doppelten Holiday-Junctions involviert (Plank et al., 2005). 

 Mit demselben System untersuchten Johnson-Schlitz et al. (2007) in 

Drosophila verschiedene Einzel- und Doppelmutanten in Loci, welche für in die 

DSBR involvierte Gene kodieren. Dabei wurde gefunden, dass die meisten Mutanten 

einen der DSBR-Wege unterdrückten und eine Kompensation durch Zunahme eines 

anderen Weges zu beobachten war. Keine der Einzelmutanten führte zur 

Unterdrückung von mehr als einem Reparaturweg. Sie unterschieden sich jedoch 

darin, wie die Unterdrückung kompensiert wurde. Basierend auf den Daten aus 

dieser Arbeit schlugen Johnson-Schlitz et al. (2007) vor, dass die Wahl des DSBR-

Weges in einem Zwei-Schritte-Prozess abläuft, nach welchem ein DSB einem von 

zwei „Pools“ zuzuordnen ist. Aus diesen Pools können dann bestimmte 

Reparaturwege abhängig von den zur Verfügung stehenden bzw. um den Bruch 

konkurrierenden Faktoren beschritten werden.  

 

Wei & Rong (2007) verwendeten ebenfalls in Drosophila einen Reparatur-

Assay, bei welchem die DSB-Induktion auch durch I-SceI hervorgerufen wird (Rong 

& Golic, 2003). Mit diesem System kann zwischen Genkonversion zwischen 

Schwesterchromatiden bzw. zwischen homologen Chromosomen, „perfektem“ NHEJ 

(Ligation), unpräzisem NHEJ und SSA unterschieden werden. Als Reportergen dient 

hierbei das ω-Gen, welches eine weiße Pigmentierung der Augenfarbe bei 

Drosophila hervorruft. Wei & Rong (2007) untersuchten Drosophila-Mutanten mit 

bekannten Reparaturdefizienzen und fanden ebenfalls eine komplex regulierte 

Balance zwischen verschiedenen Reparaturwegen, welche von der genomischen 

Umgebung des DSBs einerseits und dem zur Verfügung stehenden Komplement an 

DSBR-Faktoren abhängt.  

 

4.2.3  DSB-Reparatur durch NHEJ in Arabidopsis thaliana 

Das Wissen um die an der DSB-Reparatur durch NHEJ beteiligten Proteine 

basiert bislang zu großen Teilen auf der Analyse von Hefemutanten, welche 

hypersensitiv gegen ionisierende Strahlung oder genotoxische Chemikalien sind. 

Weitere Erkenntnisse wurden zudem durch Untersuchungen an Säugerzellen und an 

Drosophila gewonnen. Die Entwicklung neuer Methoden zur Untersuchung 

genetischer als auch genomischer Fragestellungen ergibt inzwischen einen recht 
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umfassenden Einblick in den enzymatischen Ablauf der DSB-Reparatur durch NHEJ 

(Abbildung 4.2; Wu et al., 2008; Übersichten in: Pâques & Haber, 1999; Shrivastav et 

al., 2008).  

Die vollständige Sequenzierung des Arabidopsis-Genoms (Arabidopsis 

Genome Initiative, 2000) sowie die Möglichkeiten der reversen Genetik haben in den 

letzten Jahren zur Beschreibung zahlreicher Gene geführt, die bei diesem Modell-

Organismus in die Reparatur von DSBs durch NHEJ involviert sind (Übersichten in: 

Hays, 2002; Bleuyard et al., 2006). So konnten in Arabidopsis durch die 

Charakterisierung verschiedener T-DNA-Insertions- und Transposon-Integrations-

Mutanten verschiedene Homologe bzw. Paraloge zu Genen identifiziert werden, 

welche in die DSBR durch NHEJ involviert sind (Tabelle 4.1). 

 

 Die bisher publizierten Daten zeigen, dass an nicht-kompatible Enden in 

Säugerzellen zunächst der MRE11/RAD50/NBS1 (MRN)-Komplex (in Hefe: MRX, 

Trujillo & Sung, 2001) und möglicherweise noch weitere Faktoren an den DSB 

rekrutiert werden (Shrivastav et al., 2008). Der MRN-Komplex leitet demnach eine 

limitierte exonukleolytische Prozessierung ein. Zudem wurde eine Stimulation der 

Ligase-Aktivität des XRCC4/LigaseIV-Komplexes beschrieben (Huang & Dynan, 

2002; Udayakumar et al., 2003). Homologe zu allen drei Komponenten des MRN-

Komplexes wurden für Arabidopsis identifiziert. Untersuchungen an Mutanten dieser 

Gene zeigen zudem, dass diese in die DNA-Reparatur involviert sind. So wurden für 

atmre11-Mutanten schwere Defekte in der Entwicklung und eine Hypersensitivität 

gegenüber Genotoxinen beschrieben (Bundock & Hooykaas, 2002). Puizina et al. 

(2004) wiesen eine generelle Chromosomen-Instabilität in somatischen Zellen in 

atmre11-Mutanten nach. Gallego et al. (2001) fanden für Mutanten des AtRAD50-

Gens eine Sensitivität gegenüber MMS und eine vollständige Sterilität. Für atrad50-

Mutanten wurde eine Steigerung der HR beschrieben (Gherbi et al., 2001), wie dies 

auch in yrad50-Mutanten gefunden wird (Malone et al., 1990). Daoudal-Cotterell et 

al. (2002) konnten durch Co-Immuno-Präzipitation eine direkte Interaktion von 

AtRAD50 mit AtMRE11 nachweisen und damit zeigen, dass die funktionelle 

Assoziation dieser beiden Faktoren auch in Pflanzen konserviert ist. Da sowohl 

atrad50 als auch atmre11 homozygot steril sind, wird eine Beteiligung des MRN-

Komplexes in planta an der meiotischen HR angenommen, was sich mit den für 

Hefen und Säugern publizierten Daten deckt (Übersicht in: Shrivastav et al., 2008). 
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Abbildung 4.2: Enzymatischer Ablauf des NHEJ. Abhängig von der Struktur der DSB-Enden (1) 
wird der MRN-Komplex rekrutiert, welcher eine limitierte Prozessierung der Enden zur Exposition von 
Sequenzhomologien zur Folge hat. (2) Das KU70-KU80-Heterodimer wird von den Telomeren an den 
Bruch rekrutiert und bindet sequenzunabhängig. (3) Durch Rekrutierung der katalytischen Untereinheit 
der DNA-abhängigen Proteinkinase (DNA-PKcs) entsteht das DNA-PK-Holoenzym, welches 
zusammen mit ARTEMIS die Enden des Bruches weiter prozessiert. (4) Anschließend wird der 
XRCC4/LIGASE IV-Komplex sowie die Polynukleotid-Kinase (PNK) rekrutiert. Die PNK kann ggf. an 
5´-Strangenden Phosphat-Gruppen anhängen. Durch die Aktivität von XRCC4/LIGASE IV werden die 
Enden miteinander verknüpft. Alternativ zu dem hier vorgestellten „klassischen NHEJ-Weg“ 
beschrieben Audebert et al., (2004) in Säugerzellen einen weiteren Weg der NHR, welcher von PARP-
1 und XRCC1/LigaseIII abhängig ist. 
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Tabelle 4.1: Die zentralen Proteine des NHEJ von Hefe, Vertebraten und Arabidopsis. Die 
angegebene Literatur bezieht sich auf Arbeiten zu den Arabidopsis-Proteinen. 

 

 

 Akutsu et al. (2007) beschrieben Homologe des NBS1-Proteins in Arabidopsis 

und Reis und zeigten eine Beteiligung dieser Proteine an der DNA-Reparatur. Damit 

konnten Gegenstücke zu allen drei im MRN-Komplex auftretenden Faktoren in planta 

nachgewiesen und ihre Beteiligung an der DSB-Reparatur nachgewiesen werden.  

 

 Nach der limitierten Prozessierung der Bruchenden werden diese in der Folge 

Struktur- und sequenzunabhängig durch den KU-Komplex (bestehend aus den 

Untereinheiten KU70 und KU80) gebunden (Boulton & Jackson, 1998a, b), welcher 

in Säugerzellen die katalytische Untereinheit der Proteinkinase (DNA-PKcs) rekrutiert.  

Der KU70/KU80-Komplex ist normalerweise an den Chromosomen-Enden 

lokalisiert und trägt zum Schutz der Telomere bei (Gravel et al., 1998; Übersicht in: 

Riha et al., 2006). Beim Auftreten eines DSB kommt es zur schnellen Translokation 

des KU-Komplexes an den Bruch (Martin, 1999; Rivera-Calzada et al., 2007). In der 

Literatur wird beschrieben, dass das KU-Heterodimer eine Rolle bei der 

Positionierung der DNA-Enden in räumlicher Nähe zueinander spielt (Pang et al., 

1997; Feldmann et al., 2000; Downs & Jackson, 2004) und zudem weitere Faktoren 

für die Prozessierung rekrutiert (Nick McElhinny et al., 2000, Chen et al., 2001). Eine 

vergleichbare Funktion wurde auch für die DNA-abhängige Protein-Kinase (DNA-PK) 

aus Mensch vorgeschlagen (Yaneva et al., 1997), welche allerdings weder in Hefe 

noch in Pflanzen gefunden wurde. KU70-80 bilden in Säugerzellen zusammen mit 

DNA-PKcs das heterotrimere DNA-PK-Holoenzym. Nach Bindung an die DSB-Enden 

erfolgt eine Aktivierung der DNA-PK durch Autophosphorylierung (Burma & Chen, 

2004; Collis et al., 2005; Cui et al., 2005). Weitere Zielproteine wie RPA (Shao et al., 

1999), WRN (Yannone et al., 2001; Karmakar et al., 2002) und ARTEMIS werden 
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ebenfalls phosphoryliert. Die Funktion von ARTEMIS besteht hierbei in der Reifung 

der DSB-Enden (Ma et al., 2002 & 2005).  

 

 Zur Verknüpfung nicht komplementärer Enden ist die Synthese kurzer DNA-

Stücke erforderlich. In Hefe wird diese Reaktion von POL4 (Wilson & Lieber, 1999) 

und in höheren Eukaryoten von POLµ und POLλ katalysiert (Pitcher et al., 2007a) 

katalysiert. Ebenfalls von Bedeutung für die DSB-Reparatur durch NHEJ ist die 

Terminale Nukleotid Transferase (TNT). Diese kann unabhängig von einer Matrize 

Nukleotide an freie Enden oder 3´-Überhänge knüpfen, wodurch eine Bindung an 

das andere DSB-Ende ermöglicht wird (Nick McElhinny et al., 2005).  

 

 Nach der Prozessierung der Enden werden diese durch den DNA-

LigaseIV/XRCC4/XLF Komplex ligiert (Chen et al., 2000; West et al., 2000; Martin & 

MacNeill, 2002; Hefferin & Tomkinson, 2005; Gu et al., 2007). Diese Aufgabe 

übernimmt in Saccharomyces cerevisiae der DNL4/LIF1-Komplex (Schär et al., 1997; 

Teo & Jackson, 1997; Ramos et al., 1998; Grawunder et al., 1997). 

 

In Arabidopsis wurden Homologe der Proteine KU70, KU80 und LigaseIV 

beschrieben. Ein putatives Ortholog zu ARTEMIS wurde ebenfalls gefunden, jedoch 

liegen hierzu bislang keine Daten von Mutantenanalysen vor (Molinier et al., 2004). 

Bei Analysen der Mutanten atku70, atku80 und atlig4 wurde generell eine Sensitivität 

gegenüber genotoxischen Agenzien beschrieben, was auf eine Beteiligung dieser 

Faktoren an der DNA-Reparatur hinweist (Tamura et al., 2002; West et al. 2002, 

Friesner & Britt, 2003; Gallego et al., 2003; van Attikum et al., 2003). Eine Interaktion 

zwischen AtLIG4 und AtXRCC4 konnte von West et al. (2000) nachgewiesen 

werden. 

 

 Interessanterweise wachsen die Mutanten atku70, atku80 und atlig4 unter 

Standard-Bedingungen phänotypisch unauffällig, wogegen KU70 und KU80 

defiziente Mäuse ein retardiertes Wachstum zeigen (Nussenzweig et al., 1997; Gu et 

al., 1997). Eine Defizienz für LigaseIV ist bei Mäusen bereits embryonal lethal 

(Barnes et al., 1998).  
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Ebenfalls eine Rolle beim NHEJ spielt BRCA1 möglicherweise durch 

Regulation der Exonuklease-Aktivität von MRE11 (Zhong et al., 2002; Durant & 

Nickoloff, 2005). Zudem wird ein alternativer XRCC1/LigaseIII-vermittelter NHEJ-

Weg beschrieben, der durch die Aktivität von PARP-1 gefördert wird und 

fehleranfälliger als der klassische Weg ist (Audebert et al., 2004; Wang et al., 2006). 

Die vorliegenden Daten weisen darauf hin, dass der klassische KU-abhängige 

DSB-Reparaturweg durch NHEJ in Arabidopsis konserviert ist (Bleuyard et al., 2006). 

Arbeiten von Gallego et al. (2003) zeigen jedoch auch, dass in KU-defizienten 

Arabidopsis-Mutanten NHEJ weniger effizient abläuft, allerdings nach wie vor von 

Bedeutung für die DSB-Reparatur ist. Sehr wahrscheinlich existieren auch in 

Pflanzen alternative Wege zur Beseitigung von DSBs durch NHEJ. Diese vermutliche 

Redundanz überrascht insofern nicht, als das NHEJ der bedeutendste Reparatur-

Mechanismus für DSBs in somatischen Zellen von Pflanzen ist.  

Die auffälligen Unterschiede zwischen Arabidopsis und Maus in Bezug auf 

Defizienzen in KU70/80 bzw. LigaseIV weisen jedoch daraufhin, dass trotz der 

offensichtlichen Konservierung dieser Proteine und Reparaturwege im Laufe der 

Evolution Mechanismen entwickelt wurden, die Pflanzen eine größere Flexibilität im 

Umgang mit DNA-Schäden erlauben.  

 

Das im Rahmen dieser Arbeit etablierte experimentelle System zur in vivo 

Quantifizierung von NHEJ wird mit Sicherheit in Zukunft einen wichtigen Beitrag dazu 

leisten, die komplexen Zusammenhänge und Interaktionen der DSB-Reparatur-

mechanismen in somatischen Pflanzenzellen aufzuklären. 

 

4.2.4  Ausblick: zukünftige Anwendung des neuen Systems in Arabidopsis 

 Verschiedene genomische Ansätze geben Hinweise auf bisher unentdeckte 

Faktoren, welche in die DSB-Reparatur involviert sind (Chen et al., 2003). Außerdem 

liefern biochemische Analysen Daten über einzelne an diesen Mechanismen 

beteiligte Faktoren (Plchova et al., 2003) und Interaktionsstudien erlauben Einblicke 

in das Zusammenwirken verschiedener Proteine (Daoudal-Cotterell et al., 2002). 

Ansätze der reversen Genetik ermöglichen zudem die Analyse von Mutanten 

hinsichtlich veränderter Rekombinations-Frequenzen (Hartung et al., 2006 & 2007; 

Reidt et al., 2006).  
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Abbildung 4.3: Analyse von DSBR-Mutanten mit Hilfe des neu etablierten NHEJ-Assay-
Systems. Gezeigt ist das allgemeine Schema der erforderlichen Kreuzungen zur Mutanten-Analyse 
am Beispiel des NHEJ-Schlüsselfaktors KU70. Hierzu muss die zu untersuchende Mutante (z.B. ku70) 
sowohl mit einer homozygoten I-SceI-Expressionslinie als auch mit einer homozygoten NHEJ-Linie 
gekreuzt werden. Deren Nachkommen sind hemizygot für die parentalen T-DNAs und werden daher 
durch Selbstung vermehrt. In der F2-Generation können durch ein PCR-basiertes Screening die 
interessierenden Genotypen identifiziert und für die folgende Kreuzung verwendet werden. Hierbei 
sind neben der Experimentalkreuzung bestimmte Genotypen für Kontroll-Kreuzungen erforderlich 
(nicht gezeigt). Dabei entstehen in der F3-Generation diejenigen Genotypen, bei denen nach einer 
histochemischen Färbung eine Quantifizierung apparenter Rekombinations-Ereignisse eine Aussage 
über die Beteiligung des in der Mutante fehlenden Proteins am NHEJ erlaubt. Die dargestellten 
Kontrollen ermöglichen auch eine Aussage über das Grund-Niveau NHEJ-vermittelter 
Rekombinations-Ereignisse im Mutanten-Hintergrund. Aus Gründen der Übersichtlichkeit wurde das 
Schema nicht für homozygot-sterile Mutanten (z.B.: atmre11) dargestellt. Das Assay-System kann 
aber auch zu deren Analyse verwendet werden.  
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Ein Verständnis der komplexen Regulationsmechanismen und Interaktionen 

hinsichtlich der Verwendung der Reparaturwege erfordert zudem eine quantitative in 

vivo Analyse der unterschiedlichen DSBR-Wege. Die im vorigen Kapitel diskutierten 

Arbeiten zur Analyse dieser Reparaturmechanismen in Drosophila und Maus zeigen, 

dass ein umfassendes Verständnis der DSB-Reparaturwege die Erarbeitung neuer 

integrativer Modelle erlaubt, mit welchen Vorhersagen über Mechanismen in 

bestimmten Mutanten oder Doppelmutanten getroffen werden können (Johnson-

Schlitz et al., 2007). Dies ist insbesondere für die anwendungsorientierte 

Grundlagenforschung relevant, die – wie oben diskutiert – Wege zur effizienteren 

Transgen-Integration an prädeterminierte Loci in planta sucht. 

 

Zusammen mit den von Orel et al. (2003) vorgestellten Systemen zur Analyse 

von SSA und HR in Arabidopsis ermöglicht das im Rahmen der vorliegenden 

Dissertation etablierte und charakterisierte NHEJ-Assay-System in Zukunft eine 

umfassende Analyse der DSB-Reparatur in planta. Hierzu wird es notwendig sein, 

sowohl die I-SceI-Expressionslinie als auch eine Rekombinations-Assay-Linie mit 

Arabidopsis-Mutanten zu kreuzen. In den resultierenden F2-Generationen werden 

verschiedene Genotypen erhalten, die unter anderem auch als interne Kontrollen 

dienen und denselben Anzuchtsbedingungen unterliegen (Abbildung 4.3). Durch 

Kreuzen der I-SceI-Expressionslinie im homozygoten Mutantenhintergrund mit einer 

Rekombinationslinie im homozygoten Mutantenhintergrund können in der folgenden 

Generation durch histochemische Färbung quantitative Unterschiede eines Weges 

der DSB-Reparatur abhängig vom verwendeten Rekombinationssubstrat einfach 

erfasst werden (Abbildung 4.3). Ein Vergleich der Induktionsfaktoren zwischen 

Mutanten- und Wildtyp-Hintergrund sollte demnach direkt die Konsequenz des 

Fehlens eines definierten Faktors darstellen.  

 

Werden solche Analysen für zahlreiche DSBR-Faktoren unter Verwendung 

von Rekombinations-Assay-Linien für verschiedene DSBR-Wege durchgeführt, sollte 

sich vergleichbar mit den von Stark et al. (2004) in Maus bzw. von Johnson-Schlitz et 

al. (2007) in Drosophila erarbeiteten Modellen auch für Arabidopsis ein 

übersichtliches Schema der DSBR-Wege erstellen lassen und biochemische sowie 

genetische Daten ergänzen und Vorhersagen über die Konsequenzen von Inhibition 

oder Überexpression einzelner oder mehrerer Faktoren erlauben. Letztere könnten 



DISKUSSION 

 107 

den Bestrebungen der Grünen Biotechnologie hinsichtlich der Entwicklung von 

Strategien zur effizienten und ortsspezifischen Transgen-Integration zu Gute 

kommen.  
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5 Zusammenfassung 

 

Doppelstrangbrüche stellen die gefährlichsten Beschädigungen der 

Erbinformation dar und müssen repariert werden, da nur intakte Genome vollständig 

repliziert werden können. Je nach Art der Reparaturmechanismen (homologe 

Rekombination oder Non-homologous End-Joining) wird die Sequenz-Information 

restauriert oder verändert. Da Pflanzen keine prädeterminierte Keimbahn besitzen, 

können Mutationen in somatischen Zellen an Nachkommen weitergegeben und 

dadurch im Genom fixiert werden. Die Reparatur von DSBs dient damit einerseits der 

Wahrung der genomischen Stabilität, die verschiedenen Wege ihrer Ausführung 

erhöhen auf der anderen Seite die Plastizität des Genoms und bieten Pflanzen damit 

eine einzigartige Möglichkeit, durch somatische Genom-Evolution das Adaptations-

Potenzial an sich ändernde Umweltbedingungen zu erhöhen.  

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde mit Hilfe eines neu entwickelten 

experimentellen Systems erstmals für Pflanzen untersucht, wie zwei simultan 

auftretende nicht-gekoppelte Doppelstrangbrüche in somatischen Zellen von Tabak 

repariert werden. Die Konzeption des experimentellen Systems ermöglichte hierbei 

die Selektion von Translokationsereignissen unabhängig von dem zu Grunde 

liegenden Reparaturmechanismus. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass bei 

zwei gleichzeitig auftretenden DSBs in etwa einem Prozent der Fälle die verkehrten 

Enden miteinander gekoppelt werden können. Damit finden reziproke 

Translokationen um zwei Größenordnungen häufiger statt als Genkonversionen 

durch ektopische HR. Dies zeigt, dass die Entstehung neuer genetischer Kopplungen 

auf somatischer Ebene eine bedeutende Triebkraft der Genom-Evolution darstellt. 

 Molekulargenetische Analysen der rekombinanten Kopplungen zeigten 

zudem, dass zwei simultan in einem Genom auftretende DSBs sowohl durch HR als 

auch durch NHEJ repariert werden können. Des Weiteren wurde gezeigt, dass die 

rekombinanten Kopplungen stabil über die Keimbahn an Nachkommen 

weitergegeben werden und normal segregieren. Damit ist das vorgestellte 

experimentelle System auch für biotechnologische Anwendungen von immenser 

Bedeutung: durch ortsspezifische Induktion zweier simultaner DSBs können gezielt 

Chromosomenarme ausgetauscht werden.  
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Ein weiteres Ziel der vorliegenden Dissertation war es, ein experimentelles 

System in Arabidopsis zu etablieren, welches erstmals eine in vivo Quantifizierung 

von NHEJ-Ereignissen ermöglicht. Nach der Etablierung homozygoter Reporterlinien 

wurden diese molekulargenetisch auf das Vorhandensein eines einzigen und 

vollständigen sowie funktionsfähig integrierten Reporterkonstruktes untersucht. Die 

erfolgreiche Bestimmung der Insertions-Loci der Rekombinationssubstrate in den fünf 

dadurch erhaltenen Reporterlinien ermöglicht eine für die spätere Anwendung des 

experimentellen Systems essentielle PCR-basierte Genotypisierung. Durch 

Expression der Meganuklease I-SceI wurden in vivo DSBs in den 

Reporterkonstrukten der transgenen Linien erzeugt und ihre Reparatur durch NHEJ 

quantitativ erfasst. Hierbei konnte für alle fünf Linien eine signifikante Zunahme 

apparenter Rekombinations-Ereignisse nach I-SceI-Expression nachgewiesen 

werden. Anhand einer Analyse von Rekombinations-Ereignissen wurden für NHEJ in 

planta charakteristische Eigenschaften, wie die Insertion von “Filler“-Sequenzen aus 

anderen genomischen Loci in den Bruch, nachvollzogen.  
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6 Summary 

 
Double-strand breaks are the most severe lesions in genomes and their repair 

is crucial for the survival of all organisms. These breaks have to be repaired as only 

intact genomes can undergo replication. Depending on the mechanism of repair 

(homologous recombination or non-homologous end-joining) the sequence 

information is restored or mutations can arise. As plants do not have a predetermined 

germline mutations can be fixed in somatic genomes and can thereby be transmitted 

to the offspring. The repair of DSBs is therefore essential for the conservation of the 

genome stability on the one hand but on the other different ways of DSB repair offer 

an additional possibility to enhance the genetic plasticity which can increase the 

adaptation capacity to changing environmental conditions by somatic genome 

evolution.  

In course of this thesis for the first time a new experimental system was used 

to analyze in plants the outcome of two simultaneous double-strand breaks in trans. 

The set-up of the assay system allowed for selection of translocation events 

independently of the underlying repair mechanism. The results of this work clearly 

show that in case of two simultaneous DSBs in unlinked positions in up to one 

percent of the cases the wrong ends can be joined. Therefore reciprocal 

translocations are up to two orders of magnitude more efficient than ectopic gene 

conversion by homologous recombination. Consequently, the occurrence of new 

genetic linkeages in somatic tissue is an important driving force in genome evolution. 

By molecular genetic analysis of recombinant junctions it was shown that two 

simultaneous DSBs can be repaired both via HR and by NHEJ at the same time. 

Further it was demonstrated that both recombinant junctions are transmitted via the 

germline and display a normal segregation pattern. Therefore the experimental 

system used in this thesis is also of fundamental importance for biotechnological 

applications as the controlled exchange of chromosome arms by site-specific 

induction of two simultaneous DSBs can be triggered. 

 

A further aim of this study was to establish an experimental system in 

Arabidopsis which for the first time would allow an in vivo quantification of NHEJ 

mediated DSB repair events. After establishing homozygous reporter lines these 

were analyzed by molecular genetic tools for a complete and functional single copy 
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insertion of the respective reporter construct. The insertion loci of the recombination 

substrates were determined successfully for all five assay lines allowing PCR based 

genotyping which is a premise for the envisaged utilization of the system later on. By 

expression of the meganuclease I-SceI DSBs were introduced in the transgenic 

reporter lines in vivo and the subsequent repair through NHEJ was quantified. A 

significant increase of apparent recombination events after I-SceI expression could 

be demonstrated. Sequence analysis of recombination events allowed retracing 

characteristics of plant NHEJ like insertion of filler DNA from other genomic loci into 

the break site.  
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8 Anhang 

 

8.1 Primer 

 
Tabelle 8.1: Primer. Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Primer sind angegeben. Bei 
denPrimern aacC1-n-FW, -RV und –i-RV sind die zu Klonierungszwecken verwendeten KpnI-
Schnittstellen kursiv und unterstrichen dargestellt, die I-SceI-Erkennungssequenz ist rot 
hervorgehoben. 
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