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Einleitung

1 Einleitung

Die Griine Biotechnologie, also die gezielte genetische Manipulation von Pflanzen, wurde in den
1980er Jahren mit der Herstellung der ersten transgenen Pflanzen begriindet. Bereits Anfang des
20. Jahrhunderts wurde die Infektion von Pflanzen durch das Bodenbakterium Agrobacterium tume-
faciens von Smith & Townsend (1907) beschrieben. Erst 40 Jahre spéter wurde durch Braun (1947)
ein Mechanismus vorgeschlagen, bei dem die Ubertragung von DNA (sogenannte Transfer DNA,
T-DNA) vom Bakterium auf das pflanzliche Gewebe involviert ist (Ubersicht in Gelvin, 2003).
Herrera-Estrella ef al. gelang 1983 schliefllich durch den Einsatz von A. tumefaciens die Integration
eines artifiziellen DNA-Abschnittes in ein pflanzliches Genom (Zellen von Nicotiana tabacum), und
somit die erste Herstellung einer transgenen Pflanze. Bereits im darauffolgenden Jahr berichteten
Paszkowski et al. (1984) iiber die Herstellung transgener Tabakprotoplasten durch die Aufnahme
von Plasmid-DNA. Ende der 1980er Jahre kam durch die Entwicklung der biolistischen Transfor-
mation von Mais- und Tabakzellen eine dritte Methode zur Herstellung transgener Pflanzen hinzu
(Klein et al., 1988a,b).

Alle genannten Transformationsmethoden vereint das Problem, dass die Integration des Transgens
nicht ortsspezifisch stattfindet. Das fiihrt dazu, dass sich pflanzliche Gene nicht gezielt ausschalten
oder modifizieren lassen. Eine Ausnahme bildet hier lediglich das Moos Physcomitrella patens, wel-
ches aus nach wie vor nicht komplett geklarten Griinden in somatischem Gewebe eine extrem hohe
Rate an homologer Rekombination (HR) aufweist, und so gut fiir Gene targeting (GT) Experimente
zugdnglich ist (Ubersichten in Schaefer, 2001; Cove, 2005). Als GT bezeichnet man im Allgemeinen
die exakte, sequenzspezifische Integration eines fremden DNA Abschnittes in das Genom durch
HR.

Um dennoch die Funktionen einzelner Gene untersuchen zu konnen, wurden vor allem zur Grund-
lagenforschung fiir die Modellpflanze Arabidopsis thaliana, aber auch fiir landwirtschaftliche Nutz-
pflanzen grofie Kollektionen an Mutantenlinien erstellt. Von besonderer Bedeutung sind hier die
T-DNA Insertionsmutanten, fiir die in groffem Mafstab Agrobakterium-vermittelte Transformation
mit anschlielender Bestimmung des Integrationsortes der T-DNA durchgefiihrt wird (Alonso et al.,
2003). Wird die T-DNA innerhalb eines Open reading frame (ORF) integriert, so kommt es im Nor-
malfall zur Verschiebung des Leserasters und damit zur Inaktivierung des entsprechenden Gens

(Knock-out). Neben T-DNA konnen auch Transposons auf eine dhnliche Weise zur Erzeugung von
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Knock-outs eingesetzt werden (Ubersicht in Walbot, 1992). Auch die Behandlung mit chemischen
oder physikalischen Genotoxinen zur Induktion von Punktmutationen sowie Knock-outs durch Ver-
schiebung des Leserasters ist hier zu nennen. Alle Methoden haben gemeinsam, dass sich nicht
vorher bestimmen lédsst, wo die Verdnderung des Genoms stattfindet, sodass die gewtinschte Ver-
anderung aufwiandig aus einer Vielzahl an Plfanzen identifiziert werden muss.

Eine Methode, gezielt die Expression einzelner Gene zu unterdriicken, stellt die RNA Interferenz
(RNAi) dar (Ubersicht in Small, 2007). Durch die heterologe Expression von RNAs, welche komple-
mentédr zu Abschnitten des zu inaktivierenden Gen sind, bildet sich durch Hybridisierung an die
mRNA doppelstrangige RNA aus, welche vor der Translation abgebaut wird. Dadurch kommt es
nicht zur Bildung eines Proteins und das entsprechende Gen ist faktisch ausgeschaltet. Allerdings
hat auch diese Methode klare Nachteile. Zum einen kommt es haufig zu Off-target Effekten, da die
eingesetzten RNAs nicht immer spezifisch nur an eine mRNA binden (Xu et al., 2006). Des weite-
ren handelt es sich bei RNAi nicht um einen kompletten Knock-out des Zielgens, da es in geringem
Maf3e immer noch zur Translation kommen kann. Man spricht daher im Zusammenhang mit RNAi
héufig von einem Knock-down des Gens.

Den wichtigsten Schritt fiir die Griine Biotechnologie seit der Etablierung der stabilen Transforma-
tion stellt die Entwicklung sequenzspezifischer Endonukleasen dar (Abschnitt 1.2; Ubersichten in
Voytas, 2013; Puchta & Fauser, 2014). Dabei handelt es sich um mehrere Gruppen von Enzymen
unterschiedlicher Herkunft, die sich spezifisch auf eine Zielsequenz im Genom anpassen lassen
und dort einen DNA-Doppelstrangbruch (DSB) einfiihren. Dieser DSB sorgt fiir die Aktivierung
entsprechender Reparatur- oder Rekombinationsvorgéange, die zum Beispiel zur Ausbildung von
Mutationen im Bereich des reparierten Abschnittes fithren kénnen, wodurch eine zielgerichtete
Mutagenese moglich wird (siehe Abschnitt 1.1.1). Liegen identische Sequenzabschnitte (Homologi-
en) vor, besteht die Moglichkeit einer HR basierten Reparatur, wodurch GT erreicht werden kann,
und damit die spezifische Verdnderung der Sequenz (siehe Abschnitt 1.3). Die eingesetzten Nu-
kleasen waren zu Beginn Meganukleasen, deren Zielsequenz sich nur in einem sehr engen Rahmen
verdndern ldsst. Durch die Fusion einer geeigneten DNA-Bindedoméne (DBD) an die Nukleasedo-
maéne des Restriktionsenzyms Fokl standen zunéchst mit den Zink-Finger Nukleasen (ZFNs) und
spater mit den Transcription activator-like effector Nukleasen (TALENs) Werkzeuge zur Verfligung,
die sich tatsachlich an eine vorgegebene Zielsequenz anpassen lassen. Erst seit Mitte 2012 steht mit

dem CRISPR/Cas System (Clustered regularly interspaced short palindromic repeats; CRISPR-associa-
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ted) das bisher vielversprechendste System zur Verfligung. Die Bindung an eine Zielsequenz wird
dabei von einer kurzen RNA vermittelt, wodurch sich die Anpassung an neue Zielsequenzen sehr
einfach und schnell durchfiihren l&sst.

Teil dieser Arbeit ist die Etablierung und Charakterisierung eines geeigneten CRISPR/Cas Systems
fiir den Einsatz in A. thaliana. Bei dieser Pflanzenspezies handelt es sich um ein Mitglied der Familie
der Kreuzbliitler (Brassicaceae), daher ist sie verwandt mit bedeutenden Kulturpflanzen wie etwa
Raps (Brassica napus). Durch eine kurze Generationszeit von etwa 6 bis 8 Wochen, geringe Grofe
und einfache Kultur hat sich A. thaliana weltweit in der Grundlagenforschung als Modellpflanze
etabliert. Das Genom umfasst etwa 125 Mbp, verteilt sich auf 5 Chromosomen und wurde bereits

komplett sequenziert (Arabidopsis Genome Initiative, 2000).

1.1 Doppelstrangbruchreparatur in Pflanzen

Der DSB stellt fiir jeden Organismus den schwerwiegendsten genetischen Schaden dar, da dabei
nicht die Moglichkeit besteht, den Schaden anhand eines noch intakten zweiten DNA Molekiils zu
reparieren. Gleichzeitig sind DSBs jedoch vor allem wihrend der Meiose Ausgangspunkt fiir die
Rekombination und sind damit fiir die Variabilitdt der genetischen Information ausschlaggebend.
Aus diesen Griinden haben sich im Laufe der Evolution zahlreiche Reparatur- und Rekombinati-
onsprozesse entwickelt, die durch die Entstehung eines DSB aktiviert werden konnen (Ubersicht
in Jackson, 2002). Wie bereits erwihnt, stellen DSBs auch den Ausgangspunkt moderner biotech-
nologischer Methoden zur Genommanipulation dar, weswegen die relevanten Mechanismen im
Bereich der pflanzlichen DSB Reparatur im Folgenden beschrieben werden.

Bei Pflanzen und den meisten anderen Eukaryoten lassen sich diese grundsétzlich in zwei Kate-
gorien unterteilen (Ubersichten in Bray & West, 2005; Puchta, 2005; Knoll et al., 2014). Zum einen
gibt es schnelle Mechanismen, bei denen die freien Enden des DSB durch Ligation miteinander
verkniipft werden. Diese Mechanismen werden unter dem Begriff der nicht-homologen Rekombi-
nation zusammengefasst, da sie nicht auf der Anwesenheit von Homologien beruhen. Haufig sind
diese Mechanismen jedoch fehleranfillig. Dem Gegentiiber stehen verschiedene Mechanismen der
HR, die auf vorhandene Homologien zuriickgreifen. Da diese Art der Reparatur meist fehlerfrei

ablduft, spricht man hier auch von konservativer Rekombination.
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1.1.1 Nicht-homologe Endverkniipfung

Den einfachsten Mechanismus zur Reparatur von DSBs stellt das Non-homologous end joining (NHE])
dar. Dieser Weg ist sowohl in Pro- als auch in Eukaryoten zu finden (Ubersichten in Hefferin &
Tomkinson, 2005; Burma et al., 2006; Shuman & Glickman, 2007). In vielzelligen Eukaryoten wie
Pflanzen ist NHE] der Hauptmechanismus zur Reparatur von DSBs in somatischem Gewebe (Sar-
gent et al., 1997). Auch NHE] selbst beschreibt nicht einen einzigen Mechanismus, sondern hier
wurden bereits mindestens zwei unterschiedliche Reparaturwege identifiziert, die sich durch die
beteiligten Proteine und den Ablauf der Reparatur unterscheiden (Ubersicht in Mladenov & Iliakis,
2011). Bei den beiden charakterisierten Mechanismen handlet es sich zum einen um das klassische
oder kanonische cNHE], zum anderen um das alternative aNHE] (Abbildung 1.1).

Beim cNHE] bindet zunédchst das Heterodimer Ku, welches aus den beiden Untereinheiten KU70
und KU80 besteht, an die freien Enden des DSB, um diese vor nukleolytischem Abbau zu schiitzen
(Feldmann et al., 2000; Walker et al., 2001). Dartiber hinaus dient das gebundene Ku als Plattform
fur die Rekrutierung weiterer Reparaturfaktoren. In Pflanzen sind die wichtigsten Faktoren der
MRN-Komplex (MRE11,RAD50 und NBS1), der Exo- und Endonukleaseaktivitit besitzt und fiir
die Aufrechterhaltung der raumlichen Nédhe der DNA-Enden verantwortlich ist (Rass et al., 2009;
Xie et al., 2009; Amiard et al., 2010), sowie das Heterodimer aus DNA-Ligase IV und XRCC4, das
letztendlich die Ligation der DNA-Enden durchfiihrt (West et al., 2000; Zhang et al., 2007). Zwar
konnen die Enden beim ¢cNHE] prozessiert werden, was zu Deletionen oder durch das Einfangen
freier DNA zu Insertionen fiihren kann, hdufig kommt es aber zur Restauration der Originalse-
quenz.

Das aNHE] lauft unabhédngig von Ku und Ligase IV ab (Feldmann et al., 2000). Haufig sind bei der
Reparatur durch aNHE] sehr kurze Abschnitte komplementarer Sequenzbereiche von wenigen bp
Lange (sogenannte Mikrohomologien) involviert, weswegen dieser Weg auch als Microhomology-
mediated end joining bezeichnet wird. Generell kommt es beim aNHE] verstdrkt zur Resektion der
freien 5’-Enden des DSB, und damit zur Freilegung der Mikrohomologien. Finden sich auf den frei-
gelegten DNA Einzelstrangen zueinander komplementédre Mikrohomologien, kann es zur Hybridi-
sierung kommen. Die freien 3’-Enden werden durch den Komplex ERCC1-XPF1 abgebaut (Ahmad
et al., 2008) und schliefilich die offenen Enden miteinander ligiert. Wichtige beteiligte Faktoren in
diesem Reparaturmechanismus sind in Pflanzen PARP1 und XRCC1 (Masson et al., 1998; Char-
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bonnel et al., 2010, 2011; Jia et al., 2013). Die finale Ligation geschieht bei Vertebraten durch Ligase
IIT (Audebert et al., 2004), fiir die es allerdings kein pflanzliches Homolog gibt (Ubersicht in Martin
& MacNeill, 2002), sodass der exakte Ablauf in Pflanzen noch unklar ist. Durch die Resektion, die
dadurch freiliegenden DNA Einzelstrange und deren Prozessierung kommt es bei diesem Mecha-
nismus verstdarkt zu Deletionen oder Insertionen.

In mehreren Organismen, darunter auch in Pflanzen, konnte gezeigt werden, dass die beiden NHE]
Reparaturwege in Konkurrenz zueinander stehen, indem aNHE] durch Ku unterdriickt wird (Boul-
ton & Jackson, 1996; Decottignies, 2007; Osakabe et al., 2010). Somit wird allgemein angenommen,
dass cNHE] den bevorzugten Mechanismus darstellt und aNHE] als Reserve zur Verfiigung steht
(Wang et al., 2006). Fiir Pflanzen ist noch nicht endgiiltig klar, ob es unterschiedliche Praferenzen
fiir einen der beiden Wege in verschiedenen Geweben oder Spezies gibt (Kirik et al., 2000; Lloyd
et al., 2012). Dartiber hinaus wird vermutet, dass es noch einen dritten Weg fiir NHE] gibt, da auch
Pflanzen, denen wichtige Faktoren sowohl fiir cNHE] als auch fiir aNHE] fehlen, weiterhin NHE]

Ereignisse aufweisen (Charbonnel ef al., 2011).

1.1.2 Homologe Rekombination

Die HR zur Prozessierung von DSBs spielt bei Pflanzen wie in den meisten anderen Eukaryoten vor
allem wahrend der Meiose eine grofse Rolle. Bei somatischem Pflanzengewebe tritt HR mit geringer
Hiufigkeit in der S- und G,-Phase des Zellzyklus auf (Ubersicht in Puchta, 2005). Die grundsétz-
lichen Mechanismen der HR wurden zwar groftenteils in Saccharomyces cerevisiae erforscht, sind
jedoch innerhalb der Eukaryoten stark konserviert (Ubersichten in Haber et al., 2004; Sung & Klein,
2006). Grundsétzlich basiert HR immer auf der Beteiligung eines homologen Sequenzabschnittes,
dessen intakte Sequenzinformation als Matrize zur Reparatur des DSB dient. Dennoch unterteilt
sich die HR ebenfalls in mehrere unterschiedliche Mechanismen, die sich im Ablauf und durch
die beteiligten Enzyme unterscheiden. Weiterhin lassen sich die HR Mechanismen in konservative
und nicht konservative HR unterteilen, abhéngig davon, ob der reparierte DNA-Abschnitt der ur-
spriinglichen Sequenz entspricht. Da sich die vorliegende Arbeit nicht mit meiotischen Prozessen
beschiftigt, folgt eine Beschreibung der Mechanismen, die hauptsachlich in somatischem Gewebe

von Bedeutung sind.
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Abbildung 1.1: Vereinfachte Darstellung der NHEJ Mechanismen. A cNHE]. Die Prozessierung der Enden
des DSB wird durch das Ku-Dimer unterbunden, der MRN-Komplex aus MRE11, RAD50 und
NBSI1 stabilisiert die zu reparierende Stelle und rekrutiert die weiteren Reparaturenzyme. Die
Ligation der Enden erfolgt durch das Dimer aus LIG4 und XRCC4. B aNHE]. Die DNA Striange
werden vom 3’-Ende ausgehend resektiert, sodass Mikrohomologien freigelegt werden. Diese
hybridisieren und eventuell vorhandene Liicken oder freie Einzelstringe werden aufgefiillt
beziehungsweise abgespalten, sodass es je nach Positionen der Strangbriiche und Mikroho-
mologien zu Insertionen oder Deletionen kommt.

1.1.2.1 Single-strand annealing

Das Single-strand annealing (SSA) stellt einen simplen und effektiven Weg dar, DSBs in somatischem
Gewebe mittels HR zu reparieren (Lin et al., 1984, Abbildung 1.2 A). Zwar dhnelt SSA vom Ablauf
her stark aNHE], jedoch handelt es sich um zwei verschiedene Mechanismen, bei denen auch ver-
schiedene Reparaturfaktoren involviert sind. Voraussetzung fiir SSA ist die Présenz von lingeren,
sich wiederholenden Sequenzabschnitten. Findet zwischen zwei solcher Wiederholungen ein DSB
statt, kommt es zundchst zur Resektion der 5-Enden (Ubersicht in Lyndaker & Alani, 2009). Die
freien DNA-Einzelstrange werden durch Anlagerung des Einzelstrang-Bindeproteins RPA stabi-
lisiert. Liegen auf beiden Strangen die repetitiven Sequenzen frei, so kénnen diese hybridisieren.

Dieser Vorgang wird vor allem durch RAD52 gefordert. SchliefSlich werden die tiberhdngenden 3'-
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Enden abgebaut, wofiir in Hefe und wahrscheinlich auch in Pflanzen ein Dimer der Proteine RAD1
und RAD10 verantwortlich ist (Prado & Aguilera, 1995; Dubest et al., 2002), und noch vorhande-
nen Liicken im DNA-Riickgrat werden geschlossen. Charakteristisch fiir SSA ist die Tatsache, dass
dabei eine der beiden Sequenzwiederholungen sowie der Bereich zwischen den Wiederholungen
verloren gehen (Abbildung 1.2 A). Aus diesem Grund wird SSA als ein Mechanismus nicht konser-
vativer HR angesehen (Ubersicht in Pfeiffer et al., 2000).

Unter nattirlichen Bedingungen spielt SSA vor allem in genomischen Bereichen mit zahlreichen Se-
quenzwiederholungen eine Rolle (Siebert & Puchta, 2002). Des weiteren wurde gezeigt, dass SSA
auch stattfinden kann, wenn grofiere Abstinde zwischen den Wiederholungen vorliegen, sodass
es auch zur Deletion dieser Abschnitte kommt (Vaze et al., 2002). Neben benachbarten Sequenzbe-
reichen auf dem selben Chromosom kann die Rekombination auch zwischen verschiedenen Chro-
mosomen ablaufen (Haber & Leung, 1996; Pacher ef al., 2007). Dadurch kann es zum reziproken

Austausch von Chromosomenarmen kommen.

1.1.2.2 Synthesis-dependent strand-annealing

Der zweite wichtige Mechanismus fiir somatische HR in Pflanzen ist Synthesis-dependent strand-
annealing (SDSA). Dem DSB folgt dabei zundchst wiederum die Resektion der 5-Enden. Die da-
bei involvierten Proteine treten auch bei anderen HR Mechanismen auf, beispielsweise wahrend
der Meiose. Die initiale Resektion erfolgt durch den MRN-Komplex sowie durch die Exonuklea-
se COM1 (pflanzliches Homolog zu Sae2 in Hefe und dem menschlichen CtIP; Uanschou et al.,
2007). Anschliefend kommt es entweder zu einer weiteren Resektion durch die Exonuklease EXO1
oder durch eine Entwindung durch RecQ-Helikasen und die Abspaltung des freien Einzelstrangs
durch die Endonuklease DNA2 (Zhu et al., 2008). Dieser Ablauf ist nicht spezifisch fiir SDSA son-
dern tritt auch bei den hier nicht nidher beschriebenen meiotischen Mechanismen von HR auf. Die
freigelegten DNA-Einzelstrange werden durch RAD51 stabilisiert (Ubersicht in Krejci et al., 2012).
Liegt ein homologer Sequenzabschnitt vor, so kann ein freier Einzelstrang in diesen Bereich in-
vadieren und den dort vorhandenen Doppelstrang partiell auflosen. Die so entstandene Struktur
wird als Displacement loop (D-loop) bezeichnet (Abbildung 1.2 B). In A. thaliana sind neben RAD51
auch XRCC3 und RAD54 in den Strangaustausch involviert (Roth et al., 2012). Der invadierte Strang
kann nun vom 3’-Ende ausgehend neu synthetisiert werden, dabei dient der aufgeloste, homologe

Doppelstrang als Matrize. Mit Ende der Neusynthese wird der Einzelstrang wieder freigesetzt und
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der D-loop wird aufgelost. Der Einzelstrang kann wieder mit dem zweiten Einzelstrang auf der an-
deren Seite des DSB hybridisieren und durch Auffiillen der einzelstrangigen Bereiche und Ligation
von Liicken wird die Stelle schliefilich repariert.

Beim SDSA handelt es sich grundétzlich um einen Mechanismus konservativer HR, da sich keine
Deletionen im Verlauf der Reparatur ausbilden. Jedoch wird die Information des Sequenzbereiches
tibernommen, der zur Reparatur herangezogen wird. Wenn es sich dabei um einen homeologen Ab-
schnitt handelt, andert sich die Sequenzinformation des reparierten Bereiches entsprechend. Diesen

Vorgang bezeichnet man als Genkonversion.

A B

Abbildung 1.2: HR Mechanismen in somatischem Pflanzengewebe. A SSA. Ausgangspunkt ist ein DSB zwi-
schen sich wiederholenden Sequenzbereichen (griin). Durch die Resektion der 5-Enden wer-
den die wiederholten Abschnitte freigelegt und kénnen hybridisieren. Durch Prozessierung
der freien 3’-Enden und Ligation des Riickgrates wird der DSB geschlossen. Dabei geht aller-
dings eine Wiederholung und die Information zwischen den Abschnitten verloren. B SDSA.
Nach der Strangresektion invadiert ein freier DNA Einzelstrang in den homologen Bereich
und bildet einen D-loop aus. Der invadierte Strang wird durch Neusynthese verlidngert bis
das Ende freigesetzt wird, um wieder mit dem urspriinglichen Strang zu hybridisieren. Die
Reparatur wird durch weitere Neusynthese und dem SchliefSen der noch vorhandenen DNA-
Einzelstrangbriiche (SSBs) abgeschlossen, allerdings wurde die Sequenzinformation des ho-
mologen Bereiches {ibernommen (blau).

Vor allem fiir SDSA, in geringerem Mafle auch fiir SSA spielen neben den genannten Faktoren in A.
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thaliana noch die Helikasen RECQ4A und FANCM sowie die Nuklease MUS81 eine Rolle (Mannuss
et al., 2010; Roth et al., 2012). Weiterhin konnte in Pflanzen gezeigt werden, dass SSA mit wesentlich
groflerer Frequenz auftritt als SDSA (Orel et al., 2003).

Die moglichen homologen oder homeologen Bereiche, die fiir die Reparatur mittels SSA oder SDSA
benutzt werden, konnen unterschiedlich lokalisiert sein. Neben der Lokalisation auf dem selben
Chromatid kann auch das Schwesterchromatid oder das homologe Chromosom herangezogen wer-
den (Kadyk & Hartwell, 1992; Palmer et al., 2003). Seltener kommt es zur Rekombination mit ekto-

pischen Sequenzen.

1.2 Sequenzspezifische Induktion von Doppelstrangbriichen

Bereits in den 1990er Jahren konnte zundchst durch den Einsatz von Transposons in Mais gezeigt
werden, dass sich die Rate an HR im pflanzlichen Genom durch die Prasenz eines DSB erhoht (Ath-
ma & Peterson, 1991). Kurz darauf konnte dies auch durch den Einsatz der sequenzspezifischen
Nukleasen I-Scel in Tabak und HO in A. thaliana gezeigt werden (Puchta ef al., 1993; Chiurazzi et al.,
1996). Neben HR wird auch NHE] durch die Induktion eines DSB induziert, was sich zur zielgerich-
teten Mutagenese im Pflanzengenom nutzen ldsst (Salomon & Puchta, 1998, siehe Abschnitt 1.3).
Auflerdem konnte gezeigt werden, dass T-DNA mit hoherer Wahrscheinlichkeit in DSBs integriert
(Salomon & Puchta, 1998). Aus diesen Griinden entwickelte sich ein starkes Interesse an sequenz-
spezifischen Nukleasen, durch die sich die gezielte Induktion von DSBs ins Genom erreichen ldsst.

Im Folgenden werden die wichtigsten Klassen dieser Nukleasen ndher beschrieben.

1.2.1 Meganukleasen

Bei Meganukleasen handelt es sich um Endonukleasen, die eine grofse Zielsequenz von 12-40 bp er-
kennen. Die am weitesten verbreitete und am besten untersuchte Klasse von Meganukleasen ist die
LAGLIDAGD Familie, benannt nach einem konservierten Strukturmotiv, das die Nukleasefunkti-
on vermittelt (Ubersichten in Dujon, 1989; Stoddard, 2005). Als wichtigste Beispiele der LAGLI-
DAGD Meganukleasen konnen I-Scel aus der Béackerhefe und I-Crel aus der Griinalge Chlamydo-

monas reinhardtii genannt werden (Colleaux et al., 1986; Diirrenberger & Rochaix, 1991). I-Scel ist
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eine Homing Endonuklease, die im mitochondriellen Genom von Saccharomyces cerevisiae codiert ist
(Dujon, 1980). Als Homing bezeichnet man dabei den Vorgang, mit dem sich das I-Scel-codierende
Intron verbreitet, indem die Nuklease einen DSB in einem Allel ohne das Intron einfiihrt. Bei der
anschlieflenden Reparatur wird das intakte Allel mit dem Intron als Reparaturmatrize herangezo-
gen, was zur Verbreitung des I-Scel ORF fiihrt (Jacquier & Dujon, 1985; Dujon, 1989). I-Scel liegt
monomerisch vor und hat eine 18 bp lange, nicht palindromische Erkennungssequenz (Colleaux
et al., 1988; Perrin et al., 1993). Der erzeugte DSB weist 4 nt lange 3’-Uberhénge auf. Im Gegensatz
dazu ist I-Crel als Dimer aktiv und hat eine palindromische Erkennungssequenz von 22 bp Lan-
ge(Thompson et al., 1992).

Fiir die Pflanzenforschung hat I-Scel besondere Bedeutung, da durch den Einsatz der Nuklease
grundlegende Erkenntnisse zur DSB Reparatur gemacht werden konnten (Ubersicht in Puchta,
2005). Die 18 bp lange Erkennungssequenz kommt statistisch in einem Genom sehr selten vor, in
Arabidopsis und Tabak ist sie beispielsweise tiberhaupt nicht vorhanden. Die ersten in vivo Versuche
mit [-Scel fanden in Protoplasten von Nicotiana plumbaginifolia statt (Puchta et al., 1993). Dabei konn-
te gezeigt werden, dass ein durch I-Scel induzierter DSB auf einer co-transformierten Plasmid-DNA
durch SSA repariert werden kann. Auch die Induktion von NHE] durch Meganukleasen und die
damit einhergehende zielgerichtete Mutagenese konnte in verschiedenen Pflanzen gezeigt werden
(Salomon & Puchta, 1998; Kirik et al., 2000). Dabei zeigte sich aufierdem, dass T-DNA mit erhchter
Frequenz in einen induzierten DSB integrieren kann (Salomon & Puchta, 1998). Neben der gezielten
Exzision einer transgenen Sequenz aus dem Genom (Siebert & Puchta, 2002) gelang auch der rezi-
proke Austausch von genomischen Bereichen in Tabak durch I-Scel induzierte DSBs (Pacher et al.,
2007). Die Entwicklung effizienter GT Systeme basierte lange Zeit ebenfalls auf dem Einsatz von I-
Scel (Puchta et al., 1996; Chilton & Que, 2003; Tzfira et al., 2003; Fauser et al., 2012). Durch die Etablie-
rung verschiedener Reporterkonstrukte, die unterschiedliche DNA-Reparaturwege anzeigen kon-
nen (Swoboda et al., 1994; Puchta et al., 1995; Orel et al., 2003; Molinier et al., 2004; Wehrkamp-Richter
et al., 2009) gelang es aufSerdem, grundlegende Mechanismen der DNA-Reparatur und daran be-
teiligte Faktoren zu charakterisieren (Mannuss et al., 2010; Roth et al., 2012; Wei et al., 2012).

Um die Einsatzmoglichkeiten fiir Meganukleasen weiter zu erhohen, wurde die DBD der Nuklea-
sen angepasst, um verdnderte Zielsequenzen erkennen und schneiden zu kénnen. Dazu wurden
die entsprechenden Aminosauren sowohl zuféllig als auch gezielt verdndert, um eine Verdnderung

der Spezifitat herbei zu fithren (Chevalier et al., 2002; Seligman et al., 2002; Epinat et al., 2003; Gimble
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et al., 2003; Steuer et al., 2004; Arnould et al., 2006, 2007). Aufgrund der geringen Grofie der Prote-
ine ist eine klare Abgrenzung zwischen DBD und Nukleasedoméne zum Teil nicht moglich. Aus
diesem Grund wurden die meisten Studien zu verdnderter Spezifitat mit I-Crel durchgefiihrt, da
es als Dimer agiert (Grizot et al., 2011). I-Crel konnte in verschiedenen Ansitzen ebenfalls bereits

erfolgreich fiir Genomverdanderungen in Pflanzen eingesetzt werden (Gao et al., 2010; Antunes et al.,

2012; D'Halluin et al., 2013).

1.2.2 Zink-Finger Nukleasen

Zwar lasst sich die Spezifitdit von Meganukleasen fiir ihre Zielsequenz beeinflussen, doch der daftir
zur Verfiigung stehende Rahmen ist sehr begrenzt. Als erste Klasse von Nukleasen, die wirklich an
eine gewtinschte Zielsequenz angepasst werden konnte, wurden die ZFNs entwickelt. Die Archi-
tektur der ZFNs setzt sich im Wesentlichen aus zwei Komponenten zusammen (Ubersicht in Durai
et al., 2005): Zum Einen wurde die DBD von eukaryotischen Transkriptionsfaktoren, den sogenann-
ten Zink-Finger Proteinen, {ibernommen (Ubersicht in Wolfe et al., 2000). Diese bestehen aus meh-
reren konservierten Bpa-Strukturmotiven, den Zink-Fingern, bei denen zwischen Cysteinen und
Histidinen ein Zn?" Ton koordiniert ist. Die a-Helix eines Zink-Fingers ragt bei der Interaktion mit
DNA in die grofSe Furche der DNA und kann spezifisch ein Basentriplett erkennen (Pavletich &
Pabo, 1991, Abbildung 1.3). Die DBD ist im Regelfall aus drei bis sechs Zink-Fingern aufgebaut
und erkennt und bindet so hochspezifisch eine bestimmte DNA Sequenz. Die zweite Komponente,
die eine ZFN ausmacht, ist die Nukleasedoméne des Typ IIS Restriktionsenzyms Fokl (Sugisaki &
Kanazawa, 1981). Diese schneidet unspezifisch DNA, muss dazu aber dimerisieren (Bitinaite et al.,
1998; Wah et al., 1998). Durch die Fusion der Zink-Finger DBD mit der Fokl Doméane wurde 1996
die erste ZFN erzeugt (Kim et al., 1996) und in den folgenden Jahren weiterentwickelt und die
Funktionsweise griindlich analysiert (Smith et al., 1999, 2000). Eine typische ZFN besteht aus zwei
Monomeren, den sogenannten Armen (Abbildung 1.3). Die DBD jedes Arms besteht aus drei bis
sechs Zink-Fingern, die gesamte Erkennungssequenz einer ZFN umfasst also 18-36 bp. Im 5-7 bp
langen Bereich zwischen den beiden Zielsequenzen dimerisieren die Nukleasedoménen und indu-
zieren den DSB (Smith et al., 2000; Sander et al., 2010). Durch den modularen Aufbau lassen sich
ZFNs spezifisch fiir die gewiinschte Zielsequenz bioinformatisch entwerfen (Segal et al., 2003; Ma-
eder et al., 2008, 2009).

11
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Zur gezielten Genomverdnderung konnten ZFNs seit ihrer Entwicklung bereits in zahlreichen Or-
ganismen eingesetzt werden. Als wichtige Beispiele konnen zielgerichtete Mutagenesen und GT
Experimente in Drosophila (Bibikova et al., 2002), Caenorhabditis elegans (Morton et al., 2006), Plasmo-
dium falciparium (Straimer et al., 2012), Mausen (Carbery et al., 2010; Meyer et al., 2010) und humanen
Zellen (Urnov et al., 2005; Porteus & Baltimore, 2003) genannt werden. Auch in zahlreichen pflanz-
lichen Spezies gelang der Einsatz von ZFNs bereits. Zwar waren es anfangs noch transgene Tabak
Zelllinien, in welche die ZFN Zielsequenz zuvor eingebracht wurde, dennoch waren damit sowohl
zielgerichtete Mutagenese (Lloyd et al., 2005) als auch GT moglich (Wright et al., 2005). Die ersten
Versuche mit ZFNs, die speziell fiir eine endogene Zielsequenz entworfen und erstellt wurden,
folgten 2009 mit zwei Studien, bei denen nattirliche Loci in Tabak und Mais mittels GT manipuliert
wurden (Townsend ef al., 2009; Shukla et al., 2009). NHE] vermittelte, zielgerichtete Mutagenese
von natiirlichen Genen wurden im darauffolgenden Jahr in A. thaliana erzielt (Osakabe ef al., 2010;
Zhang et al., 2010). Auch ZFN-vermitteltes GT wurde bereits fiir A. thaliana beschrieben (de Pater
et al., 2009). Neben den genannten Pflanzenarten wurden ZFNs unter anderem bereits erfolgreich
in Petunia hybrida, Soja und C. reinhardtii eingesetzt (Marton et al., 2010; Curtin et al., 2011; Sizova
et al., 2013).

Obwohl sich ZFNs als die erste gezielt steuerbare synthetische Nuklease etabliert haben, ist ihr Ein-
satz nicht immer unproblematisch. So kann etwa die Spezifitdt gerade in Organismen mit grofSen
Genomen verringert sein (Cornu et al., 2008), dariiber hinaus konnten auch bereits zytotoxische Ef-
fekte festgestellt werden (Szczepek et al., 2007; Cornu & Cathomen, 2010). Weiterhin ist die Klonie-
rungsarbeit fiir eine neue Nuklease nicht unerheblich, dazu kommt die Tatsache, dass es zwischen
den einzelnen Fingern der DBD zu Positions- und Interaktionseffekten kommen kann, sodass jede
neue Nuklease zuerst auf ihre Aktivitdt und Spezifitit getestet werden muss (Isalan et al., 1997;

Hurt et al., 2003).

1.2.3 Transcription activator-like effector Nukleasen
Die Limitierungen von Meganukleasen und ZFNs beziiglich Flexibilitit und Spezifitdt konnten

ersmtals durch die Entwicklung der TALENs tiberwunden werden. Der wichtigste Schritt dazu war

die Entdeckung und Entschliisselung der Transcription activator-like Effektoren (TALEs) (Ubersicht
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5'-CGGACGCCTAGGGTAATAGT GAGTC-3'
3'-GCCTGCGG CCATTATCAGATCTCAG-5'

O

Abbildung 1.3: Schematischer Aufbau einer ZFN. Die Nuklease besteht aus zwei Armen, wobei jeder Arm
aus der DBD und der Nukleasedoméne von FokI aufgebaut ist. Die DBD besteht aus 3-6 Zink-
Fingern, von denen jeder 3 Nukleotide auf der DNA erkennen und binden kann. Durch Di-
merisierung der Nukleasedoménen kommt es zum DSB im Bereich zwischen den Armen.

in Kay & Bonas, 2009). Diese wurden in pflanzenpathogenen Bakterien der Gattung Xanthomo-
nas erstmals 1989 entdeckt und beschrieben (Bonas et al., 1989). Kurz darauf wurde gezeigt, dass
diese Proteine im Verlauf der Infektion die Virulenz des Bakteriums fiir die Pflanze beeinflussen
(Herbers et al., 1992). TALEs werden wéhrend der Infektion tiber ein Typ IlI-Sekretionssystem vom
Bakterium in die Wirtszelle injiziert (Yang ef al., 2000). Uber eine Kernlokalisationssequenz (NLS)
gelangen sie in den Zellkern und binden dort an die DNA. Spater wurde gezeigt, dass es sich bei
TALEs um Transkriptionsfaktoren handelt, die das Transkriptom der Wirtszelle beeinflussen, um
so die Infektion durch das Bakterium zu erleichtern (Kay et al., 2007; Romer et al., 2007). Die Ent-
schliisselung des molekularen Mechanismus, durch den TALEs mit der DNA interagieren, gelang
2009 (Boch et al., 2009; Moscou & Bogdanove, 2009). Die DBD besteht aus bis zu 30 konservierten
Sequenzwiederholungen mit 33 bis 35 Aminoséduren (Kay et al., 2005). Lediglich Position 12 und
13 jeder Wiederholung sind variabel und werden daher als Repeat-variable diresidue (RVD) bezeich-
net. Bei der Interaktion mit der Wirts-DNA legt sich die DBD um die DNA, wobei das RVD jeder
Wiederholung zur DNA zeigt (Deng et al., 2012; Mak et al., 2012). Jedes RVD ist dabei in der Lage,
spezifisch ein Nukleotid der DNA zu erkennen und zu binden. Aufgrund der Tatsache, dass es da-
bei anders als bei ZFNs nicht zu einer Interaktion der Module untereinander kommt, kann durch
Neukombination der Wiederholungen eine beliebige Sequenz als Ziel dienen (Boch et al., 2009).

Zur Herstellung einer TALEN wurde die DBD wie bei den ZFNs mit der Nukleasedomé&ne von
FokI fusioniert (Abbildung 1.4). Dadurch sind auch wieder zwei Arme der Nuklease notig, damit

die Nukleasedominen dimerisieren konnen, wodurch der DSB zwischen den Bindestellen indu-
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ziert wird. Der erfolgreiche Einsatz dieser chimaren Nuklease gelang als erstes in Hefe (Christian
et al., 2010), kurz darauf folgte bereits die erste Verdffentlichung zur Anwendung in N. benthami-
ana (Mahfouz et al., 2011). Zundchst war die Klonierung einer neuen Nuklease zwar aufwandig,
doch binnen kurzer Zeit wurden einfache Protokolle entwickelt, um TALENSs schnell und in grofier
Anzahl herstellen zu konnen (Cermak et al., 2011; Li et al., 2011; Reyon et al., 2012; Schmid-Burgk
et al., 2013). Die Auswahl geeigneter Zielsequenzen ldsst sich bioinformatisch automatisiert treffen
(Doyle et al., 2012).

Einige Pflanzenspezies, in denen TALENS bereits erfolgreich eingesetzt wurden, sind unter ande-
rem A. thaliana (Qi et al., 2013), Reis (Li et al., 2012), Mais (Liang et al., 2014), Weizen (Wang et al.,
2014), Tabak (Zhang et al., 2013) und Soja (Haun et al., 2014).

5'-GGTGGTGCCAGCGGCCGCCTAGGGATAACAGGGTAATAGTCTAGAGTCCTGTAGAAACC-3"'
3'-CCACCACGGTCGCCGGCGGATCCCTATTGTCCCATTATCAGATCTCAGGACATCTTTGG-5"'

LT PDQVVAIASHDGGKQZ—\LETVQRLLPVLCQDHG

Abbildung 1.4: Schematischer Aufbau einer TALEN. Die Nuklease besteht ebenfalls aus zwei Armen, erneut
bestehend aus DBD und FokI Nukleasedoméne. Die DBD ist aus 10-30 repetitiven Sequenzen
aufgebaut, die sich an Position 12 und 13, dem sogenannten RVD, voneinander unterschei-
den. Jedes RVD ist in der Lage, spezifisch ein Nukleotid auf der DNA zu erkennen und zu
binden. Durch Dimerisierung der Nukleasedoméanen wird zwischen den TALEN-Armen ein
DSB induziert.

1.2.4 Das CRISPR/Cas System

Das jiingste, doch zugleich wichtigste System zur gezielten Induktion von DSBs ist das CRISPR/Cas
System. Der Begriff CRISPR beschreibt dabei den Aufbau genomischer Loci zahlreicher Bakterien
und Archeen, die bereits in den 1980er Jahren in E. coli und Salmonella typhimurium entdeckt wur-
den (Stern et al., 1984; Ishino et al., 1987). Beschrieben wurde eine hoch konservierte, palindromische
Sequenz von etwa 35 bp Lange, die in mehreren Kopien hintereinander im Genom zu finden ist,
wobei nach jeder Wiederholung eine nicht konservierte Sequenz vergleichbarer Lange folgt, einem

sogenannten Spacer. In unmittelbarer Nahe des CRISPR Locus liegen mehrere Cas Gene lokalisiert.
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Mit der Entdeckung, dass die Spacer im CRISPR Locus von Viren oder fremden Plasmiden stam-
men, konnte die Rolle des CRISPR/Cas Systems als adaptives Immunsystem identifiziert werden
(Bolotin et al., 2005; Makarova et al., 2006; Barrangou et al., 2007, Abbildung 1.5 A). Abhidngig von
ihrer evolutiondren Herkunft werden CRISPR/Cas Systeme in die Typen I-III unterteilt, die sich
durch die beteiligten Cas Proteine sowie geringe Unterschiede im molekularen Ablauf unterschei-
den (Ubersichten in Makarova et al., 2011; Wiedenheft et al., 2012). Durch Jinek ef al. (2012) konnte
der molekulare Mechanismus des Typ Il CRISPR/Cas Systems von Streptococcus pyogenes aufgeklart
werden, nach dem die CRISPR-vermittelte Immunabwehr abliuft (Ubersicht in Sorek et al., 2013).
Der CRISPR Locus wird komplett als eine lange Vorldufer-RNA transkribiert, die anschlieffend im
Bereich der palindromischen Sequenzwiederholungen von Cas Proteinen oder RNasen geschnitten
werden, und so zu einzelnen CRISPR RNAs (crRNAs) werden, die jeweils aus dem Spacer sowie
der palindromischen Sequenz bestehen, die eine Hairpin Struktur ausbildet (Deltcheva et al., 2011).
Diese crRNAs binden an weitere kurze RNAs, die sogenannte Trans-activating ctRNA (tracrRNA)
sowie an das Protein Cas9. Durch direkte Basenpaarung erkennt und bindet dieser Komplex die
Zielsequenz auf der fremden DNA (Jinek ef al., 2012). Neben der eigentlichen Zielsequenz, die als
Protospacer bezeichnet wird und im Fall von S. pyogenes 20 nt umfasst, ist noch eine kurze benach-
barte Sequenz namens Protospacer adjacent motif (PAM) fiir die Erkennung notig. Bei S. pyogenes
lautet diese NGG und liegt 3" des Protospacers. Das PAM hat seine Bedeutung in der Unterschei-
dung zwischen eigener und fremder DNA, da es nur in der eindringenden DNA vorhanden ist,
nicht aber im CRISPR Locus. Die gebundene Zielsequenz wird schliefilich durch Cas9 inaktiviert.
Cas9 tragt zwei Nukleasedomaénen, eine N-terminale RuvC-Doméne und ein internes HNH-Motiv,
durch die ein DSB induziert wird, wobei jede Doméne einen DNA Strang schneidet (Jinek et al.,
2012). Durch gezielte Punktmutationen in den Nukleasedoménen ldsst sich Cas9 zu einer Nickase
konvertieren, die SSBs erzeugt. Im Fall von Cas9 von S. pyogenes werden dazu Asp10 in der RuvC-
Domine beziehungsweise His840 im HNH-Motiv gegen Alanin ausgetauscht (Cas9-D10A oder
Cas9-H840A). Die Aufnahme neuer Spacer geschieht bei allen drei CRISPR/Cas Typen durch die
konservierten Proteine Cas1 und Cas?2 (Yosef et al., 2012; Nuriez et al., 2014). Dabei werden PAMs in
eindringender DNA erkannt und der daneben liegende Abschnitt wird unter Bildung einer weite-
ren Sequenzwiederholung am Beginn des CRISPR Locus eingebaut (Mojica et al., 2009; Nufiez et al.,
2015).

Besonders interessant fiir die Anwendung des CRISPR/Cas Systems als programmierbare Nuklea-
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se ist, dass sich crRNA und tracrRNA auch zu einer chiméren Single-guide RNA (sgRNA) fusionie-

ren lassen (Jinek et al., 2012). Dadurch ergibt sich ein simples System aus zwei Komponenten, wobei

das Protein Cas9 nie verdandert werden muss und nur 20 nt der sgRNA die Spezifitdat der Nuklease

bestimmen (Abbildung 1.5 B).
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Abbildung 1.5: CRISPR-vermittelte Immunabwehr. A Ablauf der Immunantwort. Teile eindringender

Fremd-DNA werden in den CRISPR Locus als neue Spacer aufgenommen (Immunisierung).
Der CRISPR Locus wird als eine polycistronische RNA transkribiert und von RNasen zu den
einzelnen crRNAs prozessiert. Zusammen mit tracrRNA und Cas9 wird die invasive Fremd-
DNA gebunden und zerstort (Interferenz). B Molekularer Mechanismus der Cas9-vermittelten
DSB-Induktion. Die sgRNA bindet an ihre komplementédre Sequenz neben dem PAM. Durch
die beiden Nukleasedoménen von Cas9 werden die beiden DNA-Striange 3 bp entfernt vom

PAM geschnitten.

Anfang 2013 wurde parallel in zwei Studien gezeigt, dass sich das CRISPR/Cas System zur geziel-
ten Induktion von DSBs in Humanzellen und damit in eukaryotischen Zellen anwenden lédsst (Cong

et al., 2013; Mali et al., 2013b). Diese Veroffentlichungen stehen am Beginn einer ganzen Reihe von
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weiteren Studien, durch die das Spektrum fiir CRISPR/Cas auf zahlreiche Organismen ausgeweitet
wurde. Dieses umfasst bakterielle Systeme wie E. coli (Jiang et al., 2013a), klassische Modellorganis-
men wie Hefe (DiCarlo et al., 2013; Jacobs et al., 2014), Trypanosomen (Peng et al., 2015), C. elegans
(Friedland et al., 2013; Dickinson et al., 2013) oder Drosophila melanogaster (Gratz et al., 2013; Kondo
& Ueda, 2013) sowie zahlreiche Vertebraten, darunter Zebrabéarbling (Hwang et al., 2013), Mduse
(Shen et al., 2013), Xenopus laevis (Blitz et al., 2013) und sogar Affen (Niu et al., 2014; Chen et al.,
2015). Mitte 2013 gelang auch der erste Einsatz in Pflanzen (siehe Abschnitt 1.4). Kiirzlich konn-
te sogar eine CRISPR vermittelte Inmunabwehr menschlicher Zellen gegen HIV-1 erzielt werden

(Liao et al., 2015).

1.3 Genome engineering bei Pflanzen

Seit den Erkenntnissen Gregor Mendels iiber die Vererbung von Merkmalen basierte die Ziich-
tung neuer Pflanzen auf der Kreuzung geeigneter Individuen und der phédnotypischen Selektion
der Nachkommen. Neue Merkmale konnen dabei jedoch nur durch spontan auftretende Mutatio-
nen entstehen, aufierdem sorgt die Genkopplung dafiir, dass bestimmte Merkmale nur gemeinsam
vererbt werden konnen. Eine Methode um neue Merkmale zu erzeugen, stellt die Mutageneseziich-
tung dar. Dabei werden Pflanzen gezielt chemischen oder physikalischen Genotoxinen ausgesetzt,
zum Beispiel Ethylmethansulfonat oder -Strahlung, um Mutationen hervorzurufen. So wurde et-
wa in den 1960er Jahren im japanischen Ibaraki ein Feld in Betrieb genommen, bei dem Pflanzen
mit y-Strahlen aus einer ®°Co Quelle bestrahlt werden (Kawara, 1963). Bei dieser Strategie findet
jedoch weiterhin immer nur eine phanotypische Selektion statt. Durch die Moglichkeiten, zuneh-
mend molekularbiologische Analysen auch in groffem Durchsatz durchfiihren zu konnen, riickte
seit den 1990er Jahren auch die genotpypische Analyse in den Fokus. Durch McCallum et al. wur-
de 2000 mit TILLING (Targeting induced local lesions in genomes) eine Methode vorgestellt, bei der
mutagenisierte Pflanzen im Hochdurchsatz mittels HPLC auf die Prasenz einer Mutation in einem
bestimmten Gen hin analysiert werden kénnen.

Alle Methoden der Mutageneseziichtung eint jedoch die Tatsache, dass nicht vorherbestimmt wer-
den kann, welches Gen verandert wird. Diese Problematik 16ste sich durch die Entwicklung der
sequenzspezifischen Nukleasen. Der erste erfolgreiche in vivo Einsatz der Meganuklease 1Sce-I in

Tabakprotoplasten konnte zeigen, dass ein durch eine Nuklease erzeugter DSB die natiirlichen Re-
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paraturmechanismen aktiviert (Puchta et al., 1993). Mit der Entwicklung der programmierbaren
Nukleasen ZFNs und TALENSs eroffnete sich die Moglichkeit der zielgerichteten Mutagenese in
Pflanzen (Shukla et al., 2009; Townsend et al., 2009; Mahfouz et al., 2011). Dazu wird eine Nuklease
hergestellt, die einen DSB in dem Gen induzieren kann, welches mutagenisiert werden soll. Nach
Transformation der Nuklease kommt es zur Ausbildung des entsprechenden DSB. In somatischem
Pflanzengewebe wird dieser DSB bevorzugt durch NHE] repariert, was zur Einfiihrung kleiner
Insertionen oder Deletionen fiihrt (Abschnitt 1.1.1,Abbildung 1.6). Dadurch verschiebt sich das
Leseraster im jeweiligen Gen, wodurch es im Normalfall zur Ausbildung eines verfriihten Stopp-
Codons kommt. Dadurch ist die korrekte Translation des Gens gestort und es liegt ein Knock-out vor.
Neben der einfachen Induktion von Mutationen innerhalb eines Gens konnte auch die komplette
Eliminierung eines Sequenzabschnittes durch die Bildung von zwei benachbarten DSBs demons-
triert werden (Siebert & Puchta, 2002). Dartiber hinaus ist auch bekannt, dass T-DNA bevorzugt in
vorhandene DSBs integriert, die sich im Verlauf der Transformation auch mit einer Nuklease kiinst-
lich erzeugen lassen (Salomon & Puchta, 1998).

Neben der einfachen NHE]J-vermittelten Mutagenese konnte bereits frith gezeigt werden, dass in
Pflanzen prinzipiell auch GT mdoglich ist (Paszkowski et al., 1988; Puchta et al., 1993, 1996). Auch
dabei bildet die Induktion eines DSB im gewdiinschten Locus den Ausgangspunkt, da dieser den
Ablauf von HR erméglicht. Uber Sequenzbereiche von mehreren 100 bp Linge, die homolog zum
Ziel-Locus sind, kann der vorgesehene Abschnitt so in den Ziel-Locus integriert werden. Da HR in
somatischem Pflanzengewebe nicht der bevorzugte Reparaturmechanismus ist, sind die Frequen-
zen, mit denen GT aulftritt, generell relativ gering (Ubersicht in Puchta & Fauser, 2013).

Fiir die verschiedenen Genome engineering Ansétze konnte gezeigt werden, dass sie sich durch die
Beeinflussung der natiirlichen Reparaturenzyme manipulieren lassen. So lisst sich etwa beobach-
ten, dass in A. thaliana grofiere Deletionen als Folge induzierter DSBs auftreten, wenn das Ku-Dimer
oder LIG4 nicht vorhanden sind, und cNHE] damit inaktiviert ist (Qi et al., 2013). Auch eine erhoh-
te GT Frequenz wurde bei diesem Ansatz berichtet. Neben der Inaktivierung endogender Faktoren
lassen sich die Reparaturmechanismen auch durch die heterologe Expression von Faktoren aus
anderen Spezies beeinflussen. So brachte beispielweise die Expression von RAD54 aus Hefe in A.
thaliana eine deutliche Erhohung der GT Frequenz (Shaked et al., 2005). In Bezug auf die Integration
von T-DNA wurde festgestellt, dass das Ausschalten von NHE]-assoziierten Faktoren die Transfor-

mationseffizienz verringert (Friesner & Britt, 2003; Nishizawa-Yokoi et al., 2012).
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Abbildung 1.6: Folgen eines induzierten DSB im Rahmen des Genome engineering. Durch eine sequenzspe-
zifische Nuklease wird ein DSB ins Genom eingefiihrt. Im einfachsten Fall wird dieser durch
NHE] repariert, was zur Ausbildung kleiner Deletionen oder Insertionen und damit zur Ver-
schiebung des Leserasters fiihrt. Diese zielgerichtete Mutagenese kann mit hoher Effizienz
ablaufen. Liegt ein Sequenzabschnitt mit Homologien vor, kann es durch HR zu dessen Inte-
gration kommen (GT), was allerdings in Pflanzen nur mit geringer Frequenz erreicht werden
kann.

1.4 Einsatz von CRISPR/Cas in Pflanzen

Mit dem CRISPR/Cas System wurde Mitte 2012 beziehungsweise Anfang 2013 eine Nuklease pra-
sentiert, die extrem leicht anzuwenden und anzupassen ist, dabei jedoch sehr effizient ist (Jinek
et al., 2012; Cong et al., 2013; Mali et al., 2013b). Im August 2013 erschienen drei Studien in einer
Ausgabe von Nature Biotechnology, die den ersten erfolgreichen Einsatz von Cas9 in Pflanzen berich-
teten. Shan ef al. (2013) erreichten zielgerichtete Mutagenese in Protoplasten von Reis und Weizen
mit Effizienzen von 15 % bis 38 %. Nach biolistischer Transformation der Nuklease wurden auch
in Kallusgewebe von Reis mit einer Effizienz von 7 % bis 9 % Mutationen nachgewiesen. Dabei
lagen auch biallelische Mutationen im PDS-Locus vor, durch die ein nachweisbarer Phanotyp ver-
mittelt wurde. In Protoplasten von A. thaliana konnten durch Li ef al. (2013) Mutagenesefrequenzen
von bis zu 5 % beobachtet werden. In Nicotiana benthamiana lagen die Effizienzen deutlich hoher

bei knapp 40 %. Neben den Arbeiten an Protoplasten wurde auch Blattgewebe untersucht, wel-
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ches mittels Agrobakterieninfiltration transient transformiert wurde. Dabei konnten Effizienzen
von 2,7 % (A.thaliana) beziehungsweise 4,8 % (N. benthamiana) nachgewiesen werden. Nekrasov
et al. (2013) untersuchten ebenfalls mit Agrobakterien infiltriertes Blattgewebe von N. benthamiana.
Auch hier lag die Effizienz fiir die Mutagenese von PDS etwa bei 2 %. Die Regeneration von Pflan-
zen aus transformiertem Gewebe fiihrte zu chiméren Pflanzen, die neben dem wildtypischen Allel
von PDS auch mutierte Sequenzen aufwiesen.

Diesen Studien folgten zahlreiche weitere, die den Einsatz von Cas9 auf andere Pflanzenspezies be-
richteten, darunter Tabak (Jiang et al., 2013b), Mais (Liang et al., 2014), Tomate (Brooks et al., 2014),
Soja (Jacobs et al., 2015), Orange (Jia & Wang, 2014) und Pappel (Fan et al., 2015). Es dauerte jedoch
bis Anfang 2014, bis zum ersten mal die stabile Vererbung von Cas9 vermittelten Mutationen ge-
zeigt werden konnte. Feng et al. (2014) konnten in stabil mit Cas9 Konstrukten transformierten A.
thaliana Pflanzen NHE]J-vermittelte Mutagenese mit Frequenzen von bis zu 90 % feststellen. In der
T2 und T3 Generation zeigten die Mutationen eine korrekte Segregation geméafS den Mendel’schen
Regeln, was zeigt, dass es sich um stabil vererbte neue Allele handelte. Auch hier folgten zahlreiche
weitere Studien, durch welche die Einsatzmoglichkeiten fiir Cas9 auf weitere Pflanzenarten oder
durch unterschiedliche experimentelle Ansétze erweiterten. Davon sind besonders die ersten erb-
liche Mutagenesen in Reis, Tomate und Soja hervorzuheben (Zhang et al., 2014; Brooks et al., 2014;
Liet al., 2015). Fur A. thaliana wurde kiirzlich in zwei unabhingigen Studien gezeigt, dass sich auch
gewebs- oder entwicklungsspezifische Promotoren fiir die Kontrolle von Cas9 in Pflanzen einset-
zen lassen (Hyun et al., 2015; Wang et al., 2015), um so die Aktivitit der Nuklease beispielsweise
auf die frithe Entwicklung oder auf meristematische Zellen zu begrenzen. Durch HR vermitteltes
GT gelang als Folge von durch Cas9 induzierte DSBs sowohl in A. thaliana als auch in Soja (Schiml
et al., 2014; Li et al., 2015). Der Ansatz, Cas9 mit viralen Vektorsystemen zu verkniipfen, stellt eben-
falls eine interessante Weiterentwicklung dar. Beispielsweise wurden von der Arbeitsgruppe um
Dan Voytas (Universitit von Minnesota, USA) auf Geminiviren basierende Replikons als Vektor fiir
Cas9 in A. thaliana eingesetzt (Baltes et al., 2014); der Arbeitsgruppe von Magdy Mahfouz (Koénig-
Abdullah-Universitat fiir Wissenschaft und Technologie, Saudi-Arabien) gelang durch den Einsatz
von auf Tobacco rattle virus basierenden Konstrukten die effiziente, simultane Expression mehrerer
verschiedener sgRNAs in N. benthamiana (Ali et al., 2015). Die Anwendung von Cas9 Nickasen im
pflanzlichen System zur Induktion von HR und NHE] ist Teil dieser Arbeit (sieche Abschnitte 1.5
und 3; Fauser et al., 2014; Schiml et al., 2014).
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1.5 Off-target Aktivitit von Cas9

Eine Frage, die schon die ersten programmierbaren Nukleasen begleitet hat, ist die nach der Spezi-
fitit einer Nuklease (Ubersicht in Kim & Kim, 2014). Besonders fiir therapeutische Anwendungen
ist es wichtig zu wissen, ob eine Nuklease auch an anderen als der vorgesehenen Stelle DSBs ver-
sursacht (Ubersicht in Cox et al., 2015). Gerade fiir Cas9 ist immer noch nicht komplett geklirt, ob
die im Fall von SpyCas9 23 bp lange Zielsequenz eine ausreichende Spezifitit bietet. In grundle-
genden in vitro und in vivo Studien wurde gezeigt, dass schon einzelne Basenaustausche in den
8 bis 12 bp am 3’ Ende der Zielsequenz, der sogenannten Seed Region, die Erkennung des Ziels
verhindern (Sapranauskas et al., 2011; Gasiunas et al., 2012; Jinek et al., 2012; Cong et al., 2013). Al-
lerdings gilt auch diese Regel nicht universell, besonders wenn eine hohe Konzentration von Cas9
und sgRNA vorliegen (Hsu et al., 2013; Pattanayak et al., 2013). Die tatsdchliche Off-target Aktivitit
von Cas9 wurde bereits in verschiedenen biologischen Systemen mit unterschiedlichen Methoden
untersucht (Ubersicht in Koo et al., 2015). Die einfachste Moglichkeit zur Untersuchung von Off-
target Effekten besteht in der Analyse von alternativen Zielsequenzen mit hoher Homologie. Die
Vorhersage von in Frage kommenden Stellen ldsst sich bioinformatisch treffen (Bae et al., 2014), die
eigentliche Untersuchung erfolgt mittels Sanger- oder Next generation Sequenzierung (Cho et al.,
2014). Eine h&ufig eingesetzte Methode, bei der keine initiale Auswahl mogliche Zielsequenzen er-
folgen muss, ist ChIP-Seq, also Chromatin Immunoprézipitation mit nachfolgender Sequenzierung.
Dabei wird eine kathalytisch inaktive Variante von Cas9 eingesetzt (sogannantes deadCas9, dCas9),
bei der beide Nukleasedoménen durch Punktmutationen inaktiviert sind, sodass die Zielsequenz
(und damit auch Off-target Ziele) weiterhin gebunden werden kann, aber kein DSB mehr induziert
wird (Jinek et al., 2012). Durch Immunoprazipitation mit einem entsprechenden Antikorper lassen
sich so alle DNA Abschnitte finden und durch Sequenzierung identifizieren, die vom Cas9/sgRNA
Komplex gebunden werden kénnen (Kuscu et al., 2014). Auch die komplette Resequenzierung von
Genomen wurde durchgefiihrt, um Kenntnis tiber tatsdchlich auftretende Off-target Aktivititen zu
bekommen (Smith et al., 2014; Veres et al., 2014). Weitere Methoden beeinhalten unter anderem die
Aufnahme von Oligonukleotiden in DSBs, die anschliefiend als Ausgangspunkt fiir eine gezielte
Sequenzierung dienen (GUIDE-seq; Tsai et al., 2015), oder die Markierung und folgende Anreiche-
rung von Abschnitten mit DSB durch biotinylierte Oligonukleotide (Crosetto et al., 2013; Ran et al.,

2015). Insgesamt muss hier angemerkt werden, dass die erhaltenen Ergebnisse abhédngig von der
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angewandten Methode und dem untersuchten Organismus variieren. Die meisten Studien zeigen
keine oder nur sehr geringe Off-target Aktivitaten, mitunter werden jedoch auch sehr grofie Aktivi-
téaten berichtet.

Fiir Pflanzen wurden bisher kaum Studien verdffentlicht, die sich gezielt mit dem Problem der Off-
target Aktivitaten von Cas9 beschiftigen. Durch Sequenzierung von potentiellen Off-target Stellen
konnten in A. thaliana, N. benthamiana, Weizen, Orange und Reis keine Off-target Effekte beobachtet
werden (Li et al., 2013; Nekrasov et al., 2013; Shan et al., 2013; Upadhyay et al., 2013; Feng et al., 2014;
Jia & Wang, 2014; Zhou et al., 2014). Auch die komplette Genom Resequenzierung von A. thaliana
blieb diesbeziiglich ohne Ergebnis (Feng et al., 2014). Jeweils eine Studie in Reis und Soja konnte
geringe Off-target Aktivitdt von 1,6 % beziehungsweise bis zu 13 % an potentiellen Off-target Loci
zeigen (Xie & Yang, 2013; Jacobs et al., 2015). Die Arbeitsgruppe von Seiichi Toki (National Institute
of Agrobiological Sciences, Japan) zeigte kiirzlich, dass sich mehrere homologe Gene in Reis mit nur
einer sgRNA simultan mutagenisieren lassen, indem die Off-target Aktivitdt von Cas9 ausgenutzt
wurde (Endo et al., 2015b). Dabei gelang die Mutagenese in einem von 4 homologen Loci nicht, bei

dem ein Basenaustausch in der Seed Region des Protospacers vorlag.

1.6 Strategien zur Reduktion von Off-target Aktivitiaten

Ahnlich wie fiir die Analyse von Off-target Aktivitidten von Cas9 existieren fiir Pflanzen kaum Stu-
dien, die sich mit deren Reduktion beschiftigen. Aus diesem Grund bezieht sich der folgende Ab-
schnitt auf Experimente, die in Kulturen menschlicher, Zebrabarbling- oder Mauszellen durchge-
fuhrt wurden.

Die einfachste Variante zur Beeinflussung von Off-target Effekten liegt darin, bereits bei der Aus-
wahl der Zielsequenz besonderes Augenmerk auf deren Qualitit zu legen. Dazu existieren bereits
zahlreiche Programme, welche die automatische oder manuelle Auswahl von geeigneten Zielse-
quenzen in einem vom Benutzer vorgegebenen Gen oder Sequenzabschnitt durchfiihren. Die Qua-
litit der so gewdhlten Zielsequenzen fiir sgRNAs wird dabei bewertet, haufig nach den durch
Doench et al. (2014) aufgestellten Kriterien. Bei den meisten Programmen wird schliefslich noch
in einem ausgewdahlten Genom nach potentiellen Off-target Stellen gesucht. Fiir Pflanzen ist die
Menge an Programmen bisher noch begrenzt, zu nennen sind hier CRISPR-P (Lei et al., 2014) und
CCTop (Stemmer et al., 2015).
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Zur weiteren Optimierung der Spezifitit sind grundlegende Modifikationen der beteiligten Kom-
ponenten notig. Eine davon ist die Veranderung der sgRNA. In menschlichen Zellen konnte gezeigt
werden, dass eine kiirzere sgRNA eine erhhte Spezifitat aufweist, da sie sensitiver auf Abweichun-
gen in der Zielsequenz reagiert (Fu et al., 2014). Allerdings zeigte sich auch eine leicht reduzierte
Aktivitdt der Nuklease. Die minimale Lange der Zielsequenz, bei der noch eine Nukleaseaktivitat
nachgewiesen werden konnte, lag bei 17 nt. Neben der Veranderung der sgRNA wurden auch be-
reits gezielte Verdnderungen in Cas9 eingebracht, um die Spezifitit des Enzyms zu modifizieren.
So gelang es durch die Kombination bestimmter Punktmutationen, das von Cas9 erkannte PAM
von NGG auf NGA oder NGC zu verandern (Kleinstiver et al., 2015). Dabei konnte auch gezeigt
werden, dass beispielsweise durch einen D1135E Aminosdureaustausch die Off-target Aktivitat der
Nuklease verringert werden kann.

Eine wichtige Entwicklung zur Erh6hung der Spezifitit stellt der Einsatz gepaarter Nickasen dar
(Abbildung 1.7 A; Mali et al., 2013a; Ran et al., 2013). Durch den Einsatz von 2 sgRNAs zusammen
mit der D10A Variante von Cas9 lassen sich 2 SSBs in die DNA einfiihren. Wenn sich die SSBs in un-
mittelbarer Nédhe zueinander befinden und jeweils ein SSB auf jedem DNA-Strang liegt, resultiert
dies in einem DSB mit langen, einzelstrangigen Uberhingen. Dieser kann ebenso wie ein durch die
Cas9 Nuklease erzeugter DSB durch NHE] repariert werden, und fiihrt so zur Ausbildung von Mu-
tationen. Die Spezifitit dieses Ansatzes ist gegeniiber der Nuklease stark erhoht, da beide sgRNAs
nah beieinander binden miissen, um zum DSB zu fiihren. In menschlichen Zellen und in Mausem-
bryonen zeigte sich, dass auch bei einem Abstand von rund 100 bp noch Mutationen detektierbar
waren, allerdings war die Mutagenesefrequenz deutlich hoher, wenn ein DSB mit 5’-Uberhéngen
vorlag als wenn es sich um 3’-Uberhéinge handelte (Mali et al., 2013a; Ran et al., 2013).

Eine dhnliche Strategie wie bei gepaarten Nickasen wird durch die Fokl Fusion verfolgt (Abbil-
dung 1.7 B). Dabei wurde die Nukleasedoméne von FokI an das katalytisch inaktive dCas9 Protein
fusioniert (Guilinger et al., 2014; Tsai et al., 2014). Das Resultat dhnelt der Situation von ZFNs oder
TALENS, indem die DNA-Bindung spezifisch durch den Komplex aus sgRNA und dCas9 vermit-
telt wird, wahrend die DSB Induktion durch die Dimerisierung von Fokl erfolgt. Die Spezifitit
erhilt dadurch eine weitere Ebene der Kontrolle, da neben der parallelen Bindung zweier Fusi-
onsproteine auch deren Abstand zueinander fiir die korrekte Dimerisierung von FokI relevant ist
(Bitinaite et al., 1998). Kiirzlich wurde dieser Ansatz mit der Verwendung kiirzerer sgRNAs kombi-

niert, um die Spezifitit noch weiter zu steigern (Wyvekens et al., 2015).
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Abbildung 1.7: Schematische Darstellung von gepaarten Nickasen und dCas9-FokI Fusion. A Gepaarte
Cas9 Nickasen. Durch die D10A Mutation wird die RuvC-Domaéne inaktiviert und es werden
nur noch SSBs durch Cas9 induziert. Durch den Einsatz von zwei sgRNAs kann auf jedem
DNA-Strang ein SSB eingefligt werden, was in einem DSB mit langen Einzelstrangtiberhédn-
gen resultiert. B Durch Fusion der Fokl Nukleasedomine an kathalytisch inaktives dCas9 wird
erst durch den Einsatz zweier sgRNAs die Dimerisierung und DSB-Induktion ermoglicht.

1.7 Ziele dieser Arbeit

In der vorliegenden Arbeit sollten zundchst CRISPR/Cas basierte, sequenzspezifische Nukleasen
und Nickasen fiir den Einsatz in A. thaliana etabliert und analysiert werden. Dazu sollten Konstruk-
te kloniert werden, die eine einfach Spezifizierung von Cas9 Nukleasen und Nickasen ermoglichen.
Mittels Next generation sequencing (NGS) basiertem Amplicon deep sequencing sollte untersucht wer-
den, zu welchem Grad die Cas9 Nuklease und Nickase in der Lage sind, an einem endogenen Lo-
cus NHE], und damit zielgerichtete Mutagenese zu induzieren und welcher Art die entstandenen
Mutationen sind. Durch Anwendung von Cas9 in zwei HR Reporterlinien von A. thaliana sollte dar-
tiber hinaus verglichen werden, in welchem Ausmaf} Nuklease und Nickase in der Lage sind, HR
zu induzieren. Dabei sollten beide Cas9 Nickasen (D10A ohne aktive RuvC Domine und H840A
ohne aktives HNH-Motiv) eingesetzt werden, um zu ermitteln, ob sich die Aktivitdten der beiden
Nukleasedoménen unterscheiden.

Mit der so analysierten Cas9 Nickase sollte daraufhin der Ansatz gepaarter Cas9 Nickasen auf

Pflanzen tibertragen werden, bei dem die gemeinsame Induktion von zwei benachbarten SSBs auf
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beiden DNA-Striangen zur Bildung eines DSB und damit zu NHE]J fiihren kann. Erneut sollte die
genaue Analyse der resultierenden NHE] Ereignisse mittels Deep sequencing erfolgen. Schliefilich
sollte tiberpriift werden, ob die so erhaltenen Mutationen vererbt werden kénnen, um den experi-
mentellen Ansatz biotechnologisch nutzbar zu machen.

Dartiber hinaus sollte mit einer Untersuchung begonnen werden, welche Arten von genomischen
Verdanderungen durch die Reparatur gepaarter SSBs zustande kommen konnen, und wie diese ent-
stehen. Dazu sollten in verschiedenen genetischen Bereichen SSBs in unterschiedlichen Absténden
zueinander auf beiden oder auf dem selben DNA-Strang durch Cas9 induziert werden, und die ver-
schiedenen Mutationsereignisse wiederum mittels Deep sequencing analysiert werden. Die Analyse
der unterschiedlichen Ereignisse sollte Aufschluss tiber die moglichen Mechanismen der Entste-

hung und die evolutiondre Bedeutung solcher Verdnderungen geben.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Geridte

2.1.1.1 Binokulare

o SZX-ILL-B2-220 (Olympus Corporation, Tokyo, Japan), mit Digitalkamera Color-View II und
DF PLAPO 1xPF Objektiv

2.1.1.2 Geldokumentationssystem

* Gel iX Imager Geldokumentationssystem (Intas Science Imaging Instruments GmbH, Gottin-

gen)
* Peqlab Photodokumentationssystem (Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen)

2.1.1.3 Heizblocke, Schiittler, Trockenschrianke, Inkubatoren

¢ Taumelschiittler 3011 (GFL Gesellschaft fiir Labortechnik GmbH, Burgwedel)

* Inkubationsschiittler 3032 (GFL Gesellschaft fiir Labortechnik GmbH, Burgwedel)

¢ Inkubationsschiittler Certomat® IS (B. Braun Biotech International, Melsungen)

* Thermomixer comfort (Eppendorf AG, Hamburg)

* Thermomixer compact (Eppendorf AG, Hamburg)

* Thermoblock TDB-120 (lab4you, Berlin)

* Thermostatic Water Bath WBS (neoLab Migge Laborbedarf-Vertriebs GmbH, Heidelberg)
¢ Trockenschrank Modell BE-400 (Memmert, Schwabach)

¢ Trockenschrank Modell UE-500 (Memmert, Schwabach)

2.1.1.4 Sicherheitswerkbdnke, Reinraumbinke

* captair® Biocap™ RNA/DNA (Erlab D.ES. S.A.S., KoIn)
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et130V Sicherheitswerkbank (Ehret GmbH und Co. KG, Emmendingen)

NU-480-500E (NuAire, Plymouth, USA)
* Reinraumbank Typ HD (BDK Luft- und Reinraumtechnik, Sonnenbiihl-Genking)
* Reinraumbank Typ KVF (BDK Luft- und Reinraumtechnik, Sonnenbiihl-Genking)

Uniflow UVU 700 (UniEquip, Planegg)

2.1.1.5 Thermocycler

LightCycler 480 Real-Time PCR-System (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim)

* Mastercycler® gradient (Eppendorf AG, Hamburg)

MyCycler™ (Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen)

* Tpersonal (Biometra GmbH, Gottingen)

2.1.1.6 Waagen

* 440-47 Laborprazisionswaage (Kern & Sohn, Balingen)
* AB104-s Feinwaage (Mettler-Toledo GmbH, Giefsen)
¢ Analysenwaage LA-Serie (VWR International GmbH, Darmstadt)

2.1.1.7 Zentrifugen

* MiniSpin® (Eppendorf AG, Hamburg)
¢ PerfectSpin P (Peglab Biotechnologie GmbH, Erlangen)

Z 233 M-2 (Hermle Labortechnik GmbH, Wehingen)

Z 233 MK-2 (Hermle Labortechnik GmbH, Wehingen)

Z 383 K (Hermle Labortechnik GmbH, Wehingen)

2.1.1.8 Sonstige Gerdte

* Elektroporationskiivette, 2 mm Elektrodenabstand (Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen)
* Elektroporator GenePulser II (Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen)
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* EnSpire® Multimode Plate Reader (PerkinElmer Technologies GmbH & Co. KG, Walluf)

Laboklav (SHP Steriltechnik AG, Haldensleben)

* NanoDrop™ Lite Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific GmbH, Schwerte)

PURELAB Classic Reinstwasseranlage (ELGA LabWater, Celle)

Qubit® Fluorometer (Life Technologies GmbH, Darmstadt)
¢ TKA high purity water system (Thermo Electron LED GmbH, Niederelbert)

2.1.2 Kits

¢ High Pure PCR Product Purification Kit (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim)

peqGOLD Cycle-Pure Kit (Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen)

peqGOLD Gel Extraction Kit (Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen)
* peqGOLD Plasmid Miniprep Kit (Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen)
* pGEM®-T Easy Vector System (Promega GmbH, Mannheim)

Qubit® dsDNA Broad Range Assay Kit (Life Technologies GmbH, Darmstadt)

2.1.3 Programme und Datenbanken

* analySIS”B5.0 (Olympus Bio-Systems GmbH, Planegg)

* ApE - A plasmid Editor v2.0.46 (M. Wayne Davis, Salt Lake City, Utah, USA)

¢ CRISPResso 0.8.6 (Luca Pinello, Dana-Farber Cancer Institute, Boston, Massachusetts, USA)

* Integrative Genomics Viewer 2.3 (Robinson et al., 2011; Thorvaldsdéttir ef al., 2013)

e NCBI - National Center for Biotechnology Information (www.ncbi.nlm.nih.gov; letzter Zu-
griff am 25.11.2015)

e Poly Peak Parser (Hill et al., 2014)

* Roche LightCycler® 480 Software Release 1.5.1.62 (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim)

e TAIR - The Arabidopsis Information Resource (www.arabidopsis.org;
letzter Zugriff am 2.12.2015)

* The Galaxy Project (www.galaxyproject.org; Giardine et al., 2005; Blankenberg et al., 2010;
Goecks et al., 2010; letzter Zugriff am 21.12.2015)
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2.1.4 Chemikalien

Sofern nicht anders angegeben, wurden sdmtliche Feinchemikalien von den Firmen AppliChem
GmbH (Darmstadt), Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe), Duchefa Biochemie B. V. (Haarlem,
Niederlande), Merck KGaA (Darmstadt), Serva Electrophoresis GmbH (Heidelberg), Sigma-Aldrich
Chemie GmbH (Taufkirchen bei Miinchen) sowie VWR International LLC (West Chester, PA, USA)

in p.a. Qualitdt bezogen.

2.1.4.1 Sonderchemikalien

¢ 4-Methylumbelliferyl-B-D-glucuronid (4-MUG)

* Acetosyringon (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen bei Miinchen)

* Agarose SeaKem® LE (Lonza Group Ltd., Basel, Schweiz)

¢ Beef-Extrakt (GERBU Biotechnik GmbH, Wieblingen)

¢ Benzylaminopurin (BAP; Duchefa Biochemie B. V., Haarlem, Niederlande)

e dNTP-Gemisch, 10 mM je dNTP (Thermo Fisher Scientific GmbH, Schwerte oder Peqlab Bio-
technologie GmbH, Erlangen)

¢ GeneRuler™ 1kb DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific GmbH, Schwerte)

* GeneRuler™ Low Range DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific GmbH, Schwerte)

¢ Hefe-Extrakt (Duchefa Biochemie B. V., Haarlem, Niederlande)

¢ IPTG (Duchefa Biochemie B. V., Haarlem, Niederlande)

* Murashige & Skoog Fertigmedium (Duchefa Biochemie B. V., Haarlem, Niederlande)

e Pepton (Duchefa Biochemie B. V., Haarlem, Niederlande)

e Plant Agar (Duchefa Biochemie B. V., Haarlem, Niederlande)

¢ Silwet Gold (Hermann Meyer KG, Rellingen)

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

* Tween-20 (Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg)

¢ X-Gal (Duchefa Biochemie B. V., Haarlem, Niederlande)

¢ X-GIcA (Duchefa Biochemie B. V., Haarlem, Niederlande)
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2.1.4.2 Enzyme

* Antarctic Phosphatase (New England Biolabs, Frankfurt am Main)

* DreamTaq™ Polymerase (Thermo Fisher Scientific GmbH, Schwerte)

* Gateway® LR Clonase® II Enzyme Mix (Life Technologies GmbH, Darmstadt)

* Quick Ligation Kit (New Englanb Biolabs, Frankfurt am Main)

¢ Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase (New England Biolabs, Frankfurt am Main)
* Restriktionsendonukleasen (New England Biolabs, Frankfurt am Main)

* Ribonuklease A (Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg)

* T4 DNA-Ligase (Thermo Fisher Scientific GmbH, Schwerte)

2.1.4.3 Oligonukleotide

Samtliche in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide sind im Anhang in Tabelle 8.2 aufgefiihrt.
Oligonukleotide wurden entsalzt von Life Technologies GmbH (Darmstadt) oder Eurofins Geno-
mics GmbH (Ebersberg) bezogen. HPLC-aufgereinigte Oligonukleotide wurden von biomers.net
GmbH (Ulm) bezogen. Sofern nicht anders angegeben, wurden Oligonukleotide in einer Konzen-

tration von 50 uM eingesetzt.

2.1.5 Puffer

SB-Puffer fiir Agarose-Gele (20x)

8g/l NaOH
47 g/1  Borsdure
pHS8

0,9 % oder2 % Agarose

TAE-Puffer fiir Agarose-Gele (50x)

242 ¢g/1  Tris
57,1 ml/1 Eisessig
100ml/1 0,5M EDTA
pH8 mit Essigsdure
09 % Agarose
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Ladepuffer (6x)

0,2 %
0,05 %
10 %
60 mM

Orange G
Xylencyanol
Glycerin
EDTA

Ladepuffer fiir Kristallviolett-Gele (6x)

30 %
0,02 mM
0,1 mg/ml

DNA-Extraktionspuffer

63,76 g/1
12,11 g/1
1,86 g/1
pH7,5

Nuclei-Lysispuffer

24,22 ¢/1
18,61 g/1
116,88 g/1
20g/1
pHS8

5 % Sarkosyllosung

50 g/1

Isolierungspuffer (10 ml)

80 mg
42 ml
4,2 ml
800 pul

Glycerin
EDTA
Kristallviolett

Sorbitol
Tris
EDTA
mit HCI

Tris
EDTA
NaCl

Cetyltrimethylammoniumbromid (CTAB)

mit HC1

N-Lauroylsarcosin

Natriumdisulfit in 800 p1 ddH,O
DNA-Extraktionspuffer
Nuclei-Lysispuffer

5 % Sarkosyllosung
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Shorty-Extraktionspuffer

200 mM
200 mM
25 mM
1%

TE-Puffer

10 mM
1 mM

4-MUG-Reaktionspuffer

50 mM
10 mM
0,1 %
0,1 %
1 mM

2.1.6 Medien

Tris-HCl1, pH 9
LiCl

EDTA

SDS

Tris-HCl
EDTA

Dinatriumhydrogenphosphat
EDTA

SDS

Triton X-100

4-MUG

Sofern nicht anders angegeben, wurde simtliche Medien in ddH,O gelost. Nach Einstellen des pH-
Wertes wurden die Medien bei 121 °C und 2 atm fiir 20 min autoklaviert. Zusitze wie Antibiotika
wurden nach Abkiihlung auf unter 50 °C steril zugegeben. Tab. 2.1 listet die verwendeten Zuséitze

und deren eingesetzte Konzentrationen auf.

Lysogeny broth (LB)

10g/l Pepton
5g/l Hefe-Extrakt
10g/1 NaCl
pH7 mit NaOH
17,5g/1 Plant Agar (fiir Festmedien)
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Germination-Medium (GM)

49¢/1
10g/1
pH 5,7

8g/l

Murashige & Skoog
Saccharose

mit KOH

Plant Agar (fiir Festmedien)

Infiltrationsmedium (unsteril angesetzt)

1,6g/1
32g/1
pH 5,7
4,25 ug/1
01g/1
500 ul/1

Murashige & Skoog
Saccharose

mit KOH
Benzylaminopurin
Acetosyringon
Silwet

Super optimal catabolite repression broth (SOC)

5¢g/1
20g/1
0,6g/1
02g/1

2g/l
25g/1
36g/1

Hefe-Extrakt
Trypton

NaCl

KCl1

MgCl, x 6 HO
MgSO, x 7 H,O
Glucose

Yeast extract broth (YEB)

5g/1
5g/l
1g/1
5g/1
493 mg/1
12g/1

2.1.7 Plasmide

Beef-Extrakt

Pepton

Hefe-Extrakt

Saccharose

MgSO4 x 7 HyO

Plant Agar (fiir Festmedien)

Samtliche in dieser Arbeit eingesetzten oder klonierten Plasmide sind im Anhang in Tabelle 8.1

aufgefiihrt. Pflanzliche Expressionsvektoren basieren auf Vektoren der pPZP Familie (Hajdukie-
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Tabelle 2.1: Ubersicht der Zusitze fiir Medien. Angegeben sind die finalen Konzentrationen in den jeweiligen

Medien. LM = Losungsmittel fiir die Stocklosung.

Zusatz LM  Stocklosung LB YEB GM
Ampicillin H,O 100 mg/ml 100 mg/1

Cefotaxim H,O 250 mg/ml 500 mg/1
Gentamycin H,O 100 mg/ml  20mg/l 20mg/l1  75mg/I
Hygromycin H,O 50 mg/ml 10 mg/1
IPTG H,O 25mg/ml 25 mg/I1

Kanamycin H,O 100 mg/ml 100 mg/1 30 mg/1
Phosphinothricin (PPT)  HyO 20 mg/ml 7mg/l1
Rifampicin DMSO 100 mg/ml 100 mg/1
Spectinomycin H,O 100 mg/ml 100 mg/1 100 mg/1

X-Gal DMF 25mg/ml  25mg/1

wicz et al., 1994); standarmafSig kam dabei pSBO-2 zum Einsatz, wobei es sich wiederum um ein

Derivat von pPZP201 handelt (Fauser et al., 2014).

2.1.8 Organismen

* Escherichia coli: Samtliche Plasmide wurden im Stamm NEB5« (New England Biolabs, Frank-

furt am Main) vermehrt. Ausnahme bilden Plasmide mit ccdB-Gen, diese wurden in DB3.1

(Bernard & Couturier, 1992) vermehrt.

» Agrobacterium tumefaciens: Zur stabilen Transformation von A. thaliana wurde der Stamm

GV3101 (pMP90) (Holsters et al., 1980; Koncz et al., 1984) eingesetzt.

* Arabidopsis thaliana: In dieser Arbeit wurden wildtypische Pflanzen des Okotypen Col-0

benutzt. Auflierdem wurden die beiden stabil transformierten Linien DGU.US und IU.GUS

(Orel et al., 2003) eingesetzt, die ebenfalls einen Col-0 Hintergrund besitzen.
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2.2 Methoden

2.2.1 Transformation und Kultur von E. coli

Durch die Calciumchlorid-Methode hergestellte, hitzekompetente E. coli Zellen wurden bei -80 °C
gelagert und vor der Transformation auf Eis aufgetaut. Der zu transformierende Ansatz wurde
mit 100 ul Bakterienzellen gemischt und anschlieffend 20 min auf Eis inkubiert. Anschliefiend er-
folgte ein Hitzeschock bei 42 °C fiir 90 s, danach wurde der Ansatz direkt fiir weitere 2 min auf
Eis abgekiihlt. Es erfolgte die Zugabe von 500 ul LB oder SOC Fliissigmedium mit abschliefsen-
der Inkubation bei 37 °C und 600 UPM fiir 1 h. 100 yl des Transformationsansatzes wurden auf
LB Festmedium mit entsprechendem Selektionsmarker ausplattiert und tiber Nacht bei 37 °C in-
kubiert. Fiir die weitere Kultur wurde fliissiges LB Selektionsmedium mit einer Kolonie angeimpft
und erneut tiber Nacht bei 37 °C und 200 UPM inkubiert. Plasmidisolationen erfolgten mit 5 ml der
Fltissigkultur und dem peqGold Plasmid Miniprep Kit gemidfS den Herstellerangaben. Die Elution
der DNA erfolgte mit 50 ul ddH,O.

2.2.2 Transformation und Kultur von A. tumefaciens

Elektrokompetente Zellen wurden bei -80 °C gelagert und bei Bedarf schonend auf Eis aufgetaut.
Zu 100 pl Zellen wurde 1 pl zu transformierende Plasmid-DNA gegeben und in vorgekiihlte Elek-
troporationskiivetten pipettiert. Die Elektroporation erfolgte bei 2,5 kV, 25 mF und 200 Q) fiir 5 s.
Die Kiivette wurde anschliefend auf Eis gestellt und 500 pl YEB Fliissigmedium zugegeben. Es
erfolgte eine Inkubation bei 28 °C und 600 UPM fiir 1 h, anschlieBend wurden 100 ul des Ansat-
zes auf YEB Festmedium mit entsprechenden Selektionsmarkern ausplattiert und fiir zwei Tage bei
28 °C inkubiert. Fiir die Transformation von A. thaliana wurden 20-40 ml YEB Fliissigmedium mit
Selektionsmarkern mit einer Kolonie beimpft und tiber Nacht bei 28 °C und 200 UPM inkubiert.
Aus dieser Vorkultur wurden 400 ul entnommen, 400 ml Hauptkultur damit angeimpft und erneut
tiber Nacht inkubiert. Fiir die Préparation von Plasmid-DNA wurden 10 ml Vor- oder Hauptkultur
eingesetzt und mit dem peqGold Plasmid Miniprep Kit gemédfS den Herstellerangaben durchge-
fiihrt. Die Lyse der Zellen erfolgte dabei durch Zugabe von 50 ul einer 10 mg/ml Lysozymlosung

in ddH,O (Sambrook & Russell, 2001) mit anschlieffender Inkubation fiir 5 min bei Raumtempera-
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tur. Die Elution erfolgte mit 30 ul ddH,O.
Glycerin-Erhaltungskulturen von E. coli und A. tumefaciens wurden durch Mischung von 700 ul

Kultur mit 300 p1 sterilem Glycerin hergestellt und bei -80 °C gelagert.

2.2.3 Aussaat, Anzucht und Transformation von A.thaliana

Saatgut von A. thaliana wurde trocken, dunkel und bei Raumtemperatur gelagert.

2.2.3.1 Axenische Anzucht von Pflanzen

Saatgut wurde fiir 8-12 min in einer 4 % Natriumhypochloritlosung, versetzt mit einem Tropfen
Tween-20 (Polysorbat-20), geschiittelt. Daraufthin wurde kurz bei 3.000 g zentrifugiert und der
Uberstand wurde abgenommen. Es folgten steril 2-3 Waschschritte mit ddH,O. Vor der Aussaat
wurde das oberflachensterilisierte Saatgut fiir mehrere Stunden (meist tiber Nacht) bei 4 °C strati-
fiziert. Die Aussaat erfolgte unter sterilen Bedingungen auf GM Festmedium, je nach Anwendung
mit entsprechendem Selektionsmarker. Im Fall von T1 Saatgut wurde Cefotaxim zugegeben, um
das Wachstum von A. tumefaciens zu verhindern. Das Wachstum der Pflanzen erfolgte bei 24 °C mit

16 h Licht- und 8 h Dunkelphase.

2.2.3.2 Erdanzucht von A. thaliana

Die Anzucht in Erde erfolgte unter unsterilen Bedingungen im S1 Gewachshaus des Botanischen
Gartens. Das verwendete Erdsubstrat besteht aus einem 1:1 Gemisch aus Floraton3 (Floragard
Vertriebs GmbH, Oldenburg) und Vermiculit (2-3 mm Kérnung, Deutsche Vermiculite Dammstoff
GmbH). Saatgut wurde iiber Nacht in Wasser bei 4 °C stratifiziert und anschlieffend ausgesét. Die
Inkubation erfolgte bei etwa 22 °C, relativer Luftfeuchtigkeit von 50-60 % und 16-stiindiger Licht-

phase.

2.2.3.3 Stabile Agrobakterien-vermittelte Transformation
Die stabile genetische Transformation erfolgte durch die Floral dip Methode nach Clough & Bent
(1998). Eine Hauptkultur von A. tumefaciens wurde 15 min bei 6.000 g zentrifugiert und das Pel-

let in 800 ml Infiltrationsmedium resuspendiert. Von drei bis fiinf Wochen alten Pflanzen wurden
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bereits gewachsene Schoten und geoffnete Bliiten entfernt. Die Pflanzen wurden etwa 30 s bis zu
den Rosettenblittern in die Suspension eingetaucht und daraufhin in einer mit feuchten Tiichern
ausgelegten Schale dunkel tiber Nacht inkubiert. Am darauffolgenden Tag wurden sie mit Wasser

abgespriiht und bis zur Samenreife im Gewachshaus aufgestellt.

2.2.4 DNA Praparation aus Pflanzengewebe

2.2.4.1 DNA Schnellpraparation

Ein Rosettenblatt einer etwa zwei Wochen alten Pflanze wurde gemorsert und 500 ul Shorty-Extrak-
tionspuffer zugegeben. Anschlieffend wurde fiir 5 min bei 12.100 g zentrifugiert. Vom Uberstand
wurden 300 ul zu 300 ul Isopropanol pipettiert und durch invertieren gemischt, um die DNA zu
fallen. Daraufhin wurde erneut fiir 10 min bei 13.500 g zentrifugiert, der Uberstand verworfen und
das Pellet wurde fiir 1 h bei 37 °C oder tiber Nacht bei Raumtemperatur getrocknet. Durch Zugabe
von 100 ul TE-Puffer wurde die DNA geldst, bei -20 °C oder Raumtemperatur gelagert und stand

so fur Routineversuche wie Genotypisierungen zur Verfiigung.

2.2.4.2 Qualitativ und quantitativ optimierte DNA Isolation

Die Isolierung grofierer Mengen reiner DNA fiir Next Generation Sequencing Analysen erfolgte ge-
maf Salomon & Puchta (1998). 30 etwa zwei Wochen alte Pflanzen wurden mit einem in fliissi-
gem Stickstoff vorgekiihlten Morser zermahlen, mit 5 ml Isolierungspuffer versetzt und griindlich
durchmischt. Es folgte 1 h Inkubation bei 65 °C und anschlieffend wurden 5 ml Chloroform zu-
gegeben, um Proteine abzutrennen. Zur Trennung der Phasen wurde fiir 15 min bei 5.000 g und
4 °C zentrifugiert. Die obere, wissrige Phase wurde abgenommen, in ein neues Gefafs iiberfiihrt
und 100 ul RNAse hinzugegeben. Es wurde fiir 20 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die DNA
wurde anschlieffend durch die Zugabe von 5 ml Isopropanol (-80 °C) und vorsichtiges Invertieren
gefallt. Erneut wurde fiir 10 min bei 5.000 g und 4 °C zentrifugiert und der Uberstand verworfen.
Durch Zugabe von 2 ml Ethanol wurde das Pellet gewaschen und wiederum fiir 10 min bei 5.000 g
und 4 °C zentrifugiert. Das Pellet wurde tiber Nacht bei Raumtemperatur getrocknet und in 225 ul
TE-Puffer bei 37 °C gelost. Die Lagerung fand bei -20 °C statt.
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2.2.5 Qualitativer und quantitativer Nachweis von S-Glucuronidase-Aktivitit

Der qualitative Nachweis der Aktivitdt von S-Glucuronidase (GUS) in pflanzlichem Gewebe er-

folgte durch histochemische Farbung geméfs Orel et al. (2003). Etwa zwei Wochen alte Keimlinge

wurden fiir 2 Tage bei 37 °C in X-Glc-A-Férbelosung inkubiert. Anschlieffend wurden die Blatt-

pigmente durch Zugabe von 70 % Ethanol und Inkubation tiber Nacht bei 60 °C aus dem Gewebe

herausgelost. Die Dokumentation der gefarbten Pflanzen erfolgte mit dem Binokular.

Die Quantifizierung der GUS-Aktivitét erfolgte mit einem Fluoreszenz-basierten Testsystem. Als

Ausgangsmaterial dienten etwa zwei Wochen alte Keimlinge, 10 Pflanzen wurden mit 10 ml 4-MUG-
Reaktionspuffer versetzt und bei Raumtemperatur inkubiert. In regelméfiigen Abstinden wurden

100 pl des Ansatzes entnommen und dazu 50 p1 1 M Natriumcarbonat-Losung zum Abstoppen der

Reaktion hinzugefiigt. Die Messung der Fluoreszenz erfolgte im Plate reader bei 365 nm Anregungs-

licht und 455 nm Emission.

2.2.6 Molekularbiologische Methoden

2.2.6.1 Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion (Polymerase chain reaction, PCR) dient der spezifischen Vermehrung
von bestimmten DNA Abschnitten. In dieser Arbeit wurde die PCR fiir Klonierungen, Genotypi-
sierungen und Amplicon deep sequencing angewandt. Die Schmelztemperatur von Primern wurde
dabei nach folgender Formel berechnet:

Tm[°Cl =4 [G/C]+2x[A/T]

Die Elongationszeit und die genaue Reaktionszusammensetzung richtete sich jeweils nach der Lan-
ge des zu vermehrenden Abschnitts sowie nach den Herstellerangaben der jeweils eingestzten Po-

lymerase.

2.2.6.2 Aufreinigung von DNA Fragmenten

PCR-Produkte oder Plasmid-Fragmente, die fiir Klonierungen oder Sequenzierungen vorgesehen
waren, wurden grundsétzlich aufgereinigt. Je nach Anwendung wurde die DNA entweder direkt
aus der Reaktion aufgereinigt oder das gewtinschte Fragment nach Auftrennung in einem Agarose

Gel aus dem Gel extrahiert. Die Aufreinigung erfolgte jeweils nach den Herstellerangaben fiir das
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verwendete Kit. Die Elution erfolgte in der Regel mit 30 ul ddH,O.

2.2.6.3 Klonierungen

Konventionelle Klonierungen wurden geméf géngigen Methoden (Sambrook & Russell, 2001) und
nach den Herstellerangaben fiir die jeweiligen Enzyme durchgefiihrt. Gateway Klonierungen er-
folgten ebenfalls gemdfs den Herstellerangaben. Ortsspezifische Mutagenese (Site-directed mutage-
nesis, SDM) erfolgte durch PCR-basierte Vermehrung des gewtiinschten Plasmids mit Primern, wel-
che die gewiinschte Verdnderung bereits beeinhalten. Auf die Vermehrung folgte ein Verdau mit
Dpnl um die methylierte Ausgangs-DNA zu zerstoren. Nach anschliefender Aufreinigung wurde

der Ansatz in E. coli transformiert.

2.2.6.4 Klonierung von sgRNA Expressionskassetten

Fiir den Einsatz des in dieser Arbeit verwendeten CRISPR/Cas Systems muss zundchst die sgRNA
auf die gewtinschte DNA Zielsequenz eingestellt werden. Dazu wurden 20 bp 5 eines geeigneten
PAM als Zielsequenz ausgewihlt und entsprechende Oligonukleotide synthetiesiert, welche die
Sequenz enthalten. Zusitzlich wurden fiir die Klonierung 4 nt Uberhang hinzugefiigt, sodass sich
fur das erste Oligonukleotid die Sequenz 5’-ATTGNy ergibt, das zweite Oligonukleotid enthélt die
Sequenz 5-AAACNy,, wobei dabei die revers komplementére Sequenz der Zielsequenz eingesetzt
wird.

Mit den beiden Oligonukleotiden wurde zunichst eine Hybridisierung durchgefiihrt. Dazu wur-
den sie zu einer Konzentration von 2 uM je Oligonukleotid in H,O gemischt und fiir 5 min bei
95 °C erhitzt. Fiir die eigentliche Hybdridisierung wurde der Ansatz anschliefiend fiir 20 min bei
Raumtemperatur abgekiihlt. Der fiir die Klonierung vorgesehene Vektor (pChimera, pEn-Chimera
oder pEn-C1.1) wurde mit Bbsl geméf; Herstellerangaben linearisiert und aufgereinigt. Durch die
Linearisierung entstanden 5’-Uberhinge, die komplementir zu den Uberhéngen der hybridisierten
Oligonukleotide waren (Abbildung 2.1). Fiir die Klonierung wurden 3 ul der Oligonukleotide mit
10 ng des linearisierten Vektors gemischt. Es wurden 5 ul Quick ligase buffer (2x) und 1 ul T4 Ligase
zugegeben, und der Ansatz wurde fiir mindestens 3 h bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlie-

Bend erfolgte die Transformation in E. coli.
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Bbsl Klonierungsschnittstellen

— AtUB-26(P)
Bbsl Bbsl
5'- GGGTCTTCGAGAAGACCTGTTTTAGAGCTAGAAAT-3'
RN R RN RN R R RN RN RN RN RRERNRRENRRE

3'- ACCCAGZ-\AGCTCTTCTGGACAAAAATCTCGATCTTTA—5 '

5'- GTTTTAGAGCTAGAAAT-3'
ERERRRRERRRE ERRERRRERRR
3'- ATCTCGATCTTTA-5"'
5'- NNNNNNNNNNNNNNNNNNNN-3'

FEEEEErrrrrrrr e
3 ' -NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNCAAA-5'

Abbildung 2.1: Klonierung einer sgRNA Expressionskassette. Durch Linearisierung des entsprechenden
Plasmids mit dem TypIIS Restriktionsenzym BbsI entstehen zwischen U6-26 Promotor und
der Sequenz fiir die sgRNA spezifische Uberhénge, iiber die sich hybridisierte Oligonukleoti-
de klonieren lassen. Dadurch wird das CRISPR/Cas Konstrukt auf die entsprechende Zielse-
quenz eingestellt.

2.2.6.5 Sequenzierung von DNA

Sequenzierungen von PCR-Produkten und Plasmiden durch die Sanger-Methode wurden von der
Firma GATC Biotech AG (Konstanz) durchgefiihrt. Plasmid-DNA wurde dabei auf Konzentratio-
nen zwischen 30 und 100 ng/ul eingestellt, PCR-Produkte auf 10 bis 50 ng/ul. Primer wurden
separat in einer Konzentration von 10 pmol/ul mitgeschickt.

NGS von PCR Produkten wurde von der Firma Eurofins Genomics GmbH (Ebersberg) durchge-
fiihrt. Die Sequenzierung erfolgte mittels Roche 454 Technologie auf einem GS FLX+ System mit
Titanium Chemie. PCR Produkte wurden dabei mit LibA und LibB Adaptern versehen und durch
Multiplex identifiers (MIDs) markiert.

2.2.7 Auswertung von NGS Daten

Fiir die Datenanalyse wurden die Datensdtze zunéchst auf den Galaxy Server (Giardine ef al., 2005;

Blankenberg et al., 2010; Goecks et al., 2010) hochgeladen und mit dem Modul LastZ wurden die Ein-
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zelsequenzen (Reads) auf die entsprechende Referenzsequenz angepasst. Dabei wurden die Para-
meter 'Gap opening penalty’ und 'Gap extension penalty’auf 100 beziehungsweise 10 heruntergesetzt,
damit die zu erwartenden Insertionen und Deletionen nicht herausgefiltert werden. Anschliefsend
wurden die Daten in IGV (Robinson et al., 2011; Thorvaldsdéttir et al., 2013) geoffnet und die Qua-
litait des Mappings tiberpriift. Eventuell vorhandene schlecht zugeordnete Reads wurden aus dem
Datensatz entfernt.

Die Quantifizierung von Mutation pro Position erfolgte entweder direkt in IGV, wo ein entspre-
chendes Histogramm ausgegeben wird. Alternativ wurde das Programm CRISPResso verwendet,
welches spezifisch fiir die Analyse von Cas9-vermittelter Mutagenese entworfen wurde. Dabei
wurde die minimale Identitét, die ein Read zur Referenzsequenz haben muss, auf 60 % gesetzt,
um abgebrochene oder fehlerhafte Sequenzen auszuschliefSen. Weiterhin kann ein Wert festgelegt
werden, der die Region um die vorhergesagte Cas9 Schnittstelle herum begrenzt, in dem Muta-
tionen in die Quantifizierung eingehen sollen. Dieser wurde im Fall der Cas9 Nuklease auf 20 bp
begrenzt (also 10 bp in jede Richtung mit der Schnittstelle im Zentrum), bei gepaarten Nickasen
auf 50 bp (fiir jede der beiden Zielsequenzen). Die durch CRISPResso ausgegebenen numerischen

Werte wurden fiir die einzelnen Analysen verwendet.
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3 Ergebnisse

3.1 Konzeption und Herstellung von Vektoren zur Expression von Cas9

Die in dieser Arbeit hergestellten Vektoren fiir ein Arabidopsis-spezifisches Cas9-Expressionssystem
basieren auf den in der Arbeitsgruppe Puchta entworfenen und hergestellten Vektoren pCAS9-TPC
und pEn-Chimera (Fauser ef al., 2014). Das Expressionssystem fiir Cas9 liegt dabei auf pCAS9-
TPC und enthélt die fur A. thaliana Codon-optimierte Version von Cas9 unter der Kontrolle des
Ubiquitin4-2 Promotors aus Petroselinum crispum (Kawalleck ef al., 1993) und dem pea3A Termina-
tor aus Pisum sativum (Zhang et al., 2010). Die fiir die sgRNA codierende Sequenz ist auf pChimera
zu finden und steht unter der Kontrolle des U6-26 Promotors aus A. thaliana (Li et al., 2007). Bei
U6 Promotren handelt es sich um eine Klasse von Promotoren, die spezifisch fiir die Rekrutierung
von RNA Polymerase III verantwortlich sind. Diese Polymerase sorgt fiir die Expression kurzer,
nicht-codierender RNAs wie small nuclear RNA oder micro RNA, und eignet sich daher fiir die Ex-
pression von sgRNAs. Ein eigener Terminator ist dabei nicht vorhaden, es reicht ein Terminations-
signal, bestehend aus 7 aufeinanderfolgenden Thyminen. Die Spezifizierung einer sgRNA erfolgt
durch die Linearisierung mit dem TyplIS Restriktionsenzym Bbsl. Dadurch entstehen spezifische
5’-Uberhénge zwischen U6-Promotor und der sgRNA codierenden Sequenz, iiber die sich hybridi-
sierte Oligonukleotide klonieren lassen, welche letztlich den Spacer und damit die Zielsequenz der
sgRNA definieren (siehe Abschnitt 2.2.6.4). Die Klonierung der sgRNA Expressionskassette von
pChimera nach pCAS9-TPC erfolgt auf konventionellem Weg durch das Restriktionsenzym Avrll,
wodurch eine entsprechende Schnittstelle im Spacer ausgeschlossen wird.

Samtliche im Folgenden beschriebenen Konstrukte sind in Abbildung 3.1 dargestellt.

3.1.1 Klonierung eines Gateway-kompatiblen Vektorsystems

Um die moglichen sgRNA Zielsequenzen zu erweitern und um den Klonierungsablauf zu vereinfa-
chen, wurden Derivate der beiden Vektoren kloniert, die eine Klonierung mittels Gateway Technolo-
gie ermoglichen. Dazu wurde die komplette sgRNA Expressionskassette mittels PCR amplifiziert.
Die dazu verwendeten Primer lieferten die Attachment sites attL1 und attL2 fir die spatere Gate-

way Klonierung (SS40/5541, siehe Tabelle 8.2 im Anhang). Der so gewonnene Sequenzabschnitt
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wurde per TA-Klonierung in pGEM®-T-Easy eingebracht, wodurch pEn-Chimera erzeugt wurde.
Passend zu diesem Entry-Vektor wurde pCAS9-TPC zu einem Destination-Vektor umkloniert. Dazu
wurde ein Sequenzabschnitt, bestehend aus einem mit attR1 beziehungsweise R2 flankiertem ccdB
Gen, aus dem Plasmid pSW-5 amplifiziert (Primer S563/5564) und mittels AvrIl in kloniert, um so
pDe-CAS9 herzustellen. Dadurch war es moglich, die sgRNA auf jede beliebige Zielsequenz ein-
zustellen, die passend zu einem PAM zu finden ist und das fertige Konstrukt per Gateway Reaktion

einfach in die passende T-DNA zu tibertragen.

3.1.2 Klonierung von Cas9 Nickasen

Fiir die Herstellung der beiden Nickase Varianten von Cas9 war der spezifische Austausch von be-
stimmten Nukleotiden im Cas9 ORF nétig. Fiir den Aminosédureaustausch D10A, der fiir die Inakti-
vierung der RuvC-Domane sorgt, wurde im Plasmid pCAS9-TPC mittels SDM ein Alanin an Positi-
on 29 gegen Cytosin ausgetauscht (Primer 5598 /5599), wodurch sich das entsprechende Codon von
GAT (Asp) zu GCT (Ala) verdandert. Die zweite Nickase mit der Mutation H840A im HNH-Motiv
entstand auf die dhnliche Weise durch die Verdnderung des Codons CAT (His) zu GCT (Ala) an
den Positionen 2518 und 2519 (Primer SS100/5S5101). Bei beiden resultierenden Plasmiden wurde
zundchst der pflanzliche Resistenzmarker (das PPT-Resistenzgen bar) mittels HindIll entfernt, und
durch ein Kanamycin-Resistenzgen (nptll) ersetzt, welches per PCR aus pPZP111 amplifiziert wur-
de (Primer SS30/5S531). SchliefSlich wurden beide Vektoren durch das Hinzufiigen eines attR1/R2

flankierten ccdB-Gens fiir Gateway-Klonierung kompatibel gemacht (siehe Abschnitt 3.1.1).

3.1.3 Klonierung eines Vektorsystems zur Expression mehrerer sgRNAs

Fiir den Einsatz von gepaarten Nickasen in A. thaliana wurde das zuvor beschriebene Vektorset
nochmals erweitert, um die Klonierung von Konstrukten zur Expression von zwei sgRNAs zu er-
moglichen. Dazu wurde die Expressionskassette der sgRNA aus pChimera amplifiziert, beide da-
fiir verwendeten Primer S5135 und SS136 wurden mit Schnittstellen fiir die Restriktionsenzyme
MIul und Bsu36l sowie mit attL1/L2 versehen. Der amplifizierte Sequenzabschnitt wurde zur Er-
zeugung von pEn-C1.1 erneut in pGEM®-T-Easy kloniert. Dieser weitere Entry-Vektor erlaubt die
bereits beschriebene Spezifizierung der sgRNAs (sieche Abschnitt 2.2.6.4).
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Zur Klonierung einer entsprechenden T-DNA zum Einsatz in A. thaliana wurden die beiden vor-

gesehenen sgRNA Sequenzen unabhingig voneinander in pEn-C1.1 kloniert. AnschlieSend wurde

die erste Expressionskassette mittels konventioneller Klonierung iiber Mlul und Bsu36I in pDe-

Cas9-D10A eingebracht. AnschliefSend erfolgte die Klonierung der zweiten sgRNA-Sequenz durch

Gateway-Klonierung, sodass sich schliefilich die Expressionssysteme fiir beide sgRNAs und fiir

Cas9-D10A auf der selben T-DNA befanden (Abbildung 3.1).
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Abbildung 3.1: Ubrsicht iiber die eingesetzten Konstrukte. Die sgRNA Expressionskassette wird zunéchst

in pChimera, pEn-Chimera oder pEn-C1.1 spezifiziert (sieche Abbildung 2.1). Als Cas9 Expres-
sionsvektoren stehen pCAS9-TPC, pDe-CAS9 und pDe-CAS9-D10A / H840A zur Verfiigung,
wobei pDe-CAS9 und pDe-CAS9-D10A / H840A kompatibel zu Gateway-Klonierung sind.
Die finalen T-DNA Konstrukte konnen mittels A. tumefaciens stabil in A. thaliana transformiert
werden.
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3.2 Analyse von Cas9-vermittelter Mutagenese

3.2.1 Deep sequencing von Nuklease-vermittelten NHEJ Ereignissen

Die Induktion eines DSB in somatischem Pflanzengewebe fiihrt in den meisten Féllen zu dessen
Reparatur durch NHE] (siehe Abschnitt 1.1.1). Aufgrund der Tatsache, dass NHE] haufig zur Aus-
bildung kleiner Insertionen oder Deletionen fiihrt, kann es dadurch zur Verschiebung des Leseras-
ters und damit zum Knock-out des entsprechenden Gens kommen.

Fiir die Analyse der Effizienz und Qualitdt, mit dem das verwendete System gezielte Mutagenesen
erzeugt, wurde ein Amplicon deep sequencing durchgefiihrt. Zunédchst wurde im RTEL-Locus (Regu-
lator of telomere length 1, AT1G79950, Recker et al., 2014) von A. thaliana eine geeignete Zielsequenz
fur die sgRNA ausgewdhlt, die passend zu einem 'NGG’-PAM lag. Die entsprechende sgRNA-
codierende Sequenz wurde in pEn-Chimera assembliert (Oligonukleotide SS116/55117) und an-
schlieflend per Gateway Klonierung in pDe-CAS9 eingebracht, was zum Expressionsvektor pRTEL-
CAS fiihrte. Das Konstrukt wurde durch A. tumefaciens stabil in A. thaliana eintransformiert und
transgene T1 Pflanzen wurden auf PPT-haltigem Medium selektiert. Von 30 Primértransforman-
ten wurde gesammelt DNA extrahiert (optimierte Isolation) und ein PCR-Amplikon hergestellt,
welches die Zielsequenz der sgRNA enthielt (Primer 55148/SS150 inklusive MID). Das Amplikon
wurde mittels Roche 454 Technologie einem NGS unterzogen. Ingesamt wurden 27.366 einzelne Se-
quenzen, sogenannte Reads, erhalten. Diese wurden der RTELI Referenzsequenz zugeordnet und
anschlieffend auf deren Abweichung von der Referenz hin untersucht.

Im Bereich der sgRNA Zielsequenz zeigte sich eine deutlich erhohte Frequenz von Sequenzabwei-
chungen (Abbildung 3.2). Diese erreicht ihren hochsten Wert an der 4. Position downstream des
PAM, hier weisen 26,7 % aller Reads eine Veranderung zur Referenz auf. Diese Mutationen lassen
sich weiter aufteilen in Insertionen, die mit 23,8 % den grofiten Anteil ausmachen, Deletionen las-
sen sich zu 2,8 % an dieser Position finden. Basenaustausche treten zwar grundsitzlich auf, nehmen
aber mit 0,1 % an dieser Position und auch iiber einen grofleren Sequenzabschnitt hinweg nur einen
sehr geringen Anteil an Mutationen ein, wahrscheinlich handelt es sich in den allermeisten Féllen

um Sequenzierfehler (Abbildung 3.2).

Die Quantifizierung von Mutationenen unabhéngig ihrer Position erfolgte mit der Software CRIS-
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5'-TCATGCGCTTTTGGAGAGTCCTACGGGAACTGGGAAAACTCTTTGTCTTCTCTGTGCCAC-3'
PAM

Read ID Sequenz
PAM

reference AATGTCATGCGCTTTTGGAGAGTCCTACG--GGAACTGGGAAAACTCTTTGTCTTCTCTG
IRIJISSO01A67A0 AATGTCATGCGCTTTTGGAGAGTCCTACG--GGAACTGGGAAAACTCTTTGTCTTCTCTG
IRIJISS01BXBUQ AATGTCATGCGCTTTTGGAGAGTCCTACGA-GGAACTGGGAAAACTCTTTGTCTTCTCTG
IRIJISSO01A9C4P AATGTCATGCGCTTTTGGAGAGTCCTACGTGGGAACTGGGAAAACTCTTTGTCTTCTCTG
IRIJISSO1CEWPK AATGTCATGCGCTTTTGGAGAGTCCTACG---GAACTGGGAAAACTCTTTGTCTTCTCTG
IRIJISSO01ASZ85 AATGTCATGCGCTTTTGGAGAGTC-====——=—=—===————————— TTTGTCTTCTCTG
IRIJISSO01CGKF2 AATGTCATGCGCTTTTGGAGAGTCCTACG——====—~ . A120 bp

Abbildung 3.2: Deep sequencing Analyse der durch eine Cas9 Nuklease verursachten NHE] Ereignisse.

A Darstellung des relativen Anteils mutierter Reads an der gesamten Read Anzahl pro Position.
Die X-Achse stellt den entsprechenden Ausschnitt aus der RTELI Referenzsequenz dar, die
sgRNA Zielsequenz und das PAM sind markiert. Der hochste Anteil von Mutationen findet
sich mit 26,8 % 4 bp downstream des PAM, wobei es sich dabei vorwiegend um Insertionen
handelt. B Alignment ausgewahlter Reads. Haufig handelt es sich bei den Mutationen um kleine
Insertionen, aber auch grofiere Verdnderungen sind zu finden. Die gesamte Anzahl an Reads
betragt 27.366.

PResso. Dabei wurden nur Mutationen in die Analyse einbezogen, welche in einem Fenster von
20 bp um die erwartete Cas9 Schnittstelle zu finden waren. Dabei lag der gesamte Anteil an von
NHE] betroffenen Reads bei 35,6 %. Abbildung 3.2B gibt eine Auswahl von Reads an, die im Da-
tensatz zu finden waren. Dabei zeigte sich, dass die entstehenden Veranderungen meist klein sind,
also nur wenige bp inseriert oder deletiert wurden. Die exakte Quantifizierung der Grofsen von
Insertionen und Deletionen bestitigte diesen Eindruck (Abbildung 3.3). Insgesamt machten Dele-
tionen 6,8 % aller Reads aus, Insertionen 28,5 %, wobei die Deletion beziehungsweise Insertion eines
einzelnen bp am héufigsten vertreten war (3,5 % und 27,9 %). Die grofite Deletion, die sich nach der
Zuordnung der Reads finden liefS, umfasst 120 bp, die grofite Insertion 69 bp.

Weitere Experimente, die nicht Teil dieser Arbeit sind, konnten zeigen, dass die durch die hier ver-
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wendete Cas9 Nuklease erzeugten Mutationen auch in die pflanzliche Keimbahn eingehen kénnen
und damit in die ndchste Generation weitervererbt werden (Fauser et al., 2014), was den Einsatz

der Nuklease fiir biotechnologische Zwecke ermoglicht.
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Deletionen GroBe (bp) Insertionen

Abbildung 3.3: Grofienverteilung von durch Cas9 Nuklease verursachten Mutationen. Dargestellt sind die
relativen Anzahlen von Deletionen (links) und Insertionen (rechts) verschiedener Gréfien. Da-
bei zeigt sich klar, dass der hdufigste Typ von Mutationen die Insertion eines einzelnen bp ist;
auch Deletionen umfassen meistens nur ein bp. Deletionen, die grofier als 20 bp sind, finden
sich zu 0,8 %, Insertionen von mehr als 20 bp zu 0,1 %. Wildtypische Sequenzen (X-Position 0)
sind nicht dargestellt.

3.2.2 Deep sequencing von Nickase-vermittelten NHEJ Ereignissen

In einem parallelen Versuchsansatz sollte untersucht werden, ob auch durch eine Cas9 Nickase
NHE] vermittelte Mutagenese nachweisbar ist. Da im Allgemeinen davon ausgegangen wird, dass
SSBs nicht durch NHE] sondern durch prézise Reparaturmechanismen repariert werden, sollten
sich als Folge einer gezielten Induktion eines SSB auch keine Mutationen finden lassen.

Die sgRNA, welche bereits fiir die Analyse der Nuklease-induzierten Mutagenese entworfen und
kloniert wurde, kam auch bei diesem Versuch zum Einsatz, wurde aber durch Klonierung in pDe-
CAS9-D10A mit der D10A Variante von Cas9 kombiniert. Wie zuvor wurde das Konstrukt in A. tha-
liana eintransformiert, von 30 selektierten Priméartransformanten gesammelt DNA extrahiert und
ein PCR Produkt generiert, welches der NGS Analyse unterzogen wurde (Primer 55149 /55150).

Abbildung 3.4 zeigt die Auswertung der Sequenz Reads, indem die relative Gesamtmenge von Mu-
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tationen gegen die jeweilige Position in der Referenzsequenz aufgetragen ist. Insgesamt wurden
38.719 Reads generiert. An den Positionen um die Schnittstelle von Cas9 3 beziehungsweise 4 bp
downstream des PAM findet sich eine Gesamtmenge von 3 und 7 mutierten Reads. Der hochste Wert
innerhalb der Bindestelle der sgRNA liegt mit 145 Mutationen an Position 18. Diese Menge ent-
spricht einer relativen Anzahl von weniger als 0,4 %. Diese im Vergleich zum zuvor beschriebenen
Experiment extrem niedrigen Werte legen die Vermutung nahe, dass es sich dabei lediglich um Se-
quenzierfehler und damit Hintergrundrauschen handelt. Man kann also davon ausgehen, dass die
untersuchte Cas9 Nickase tatsdchlich nicht in der Lage dazu ist, NHE] zu induzieren.

0,006 -

0,004 +

relativer Anteil

0,002 4

0
5'-TCATGCGCTTTTGGAGAGTCCTACGGGAACTGGGAAAACTCTTTGTCTTCTCTGTGCCAC-3"'
PAM

Abbildung 3.4: Deep sequencing eines genomischen Locus nach SSB Induktion. Dargestellt sind die relati-
ven Anzahlen an mutierten Sequenz Reads pro Position aus insgesamt 38.719 Reads. Dabei zeigt
sich keine erkennbare Induktion von Mutationen an der Position 4 bp downstream des PAM,
wo der SSB induziert wird. Die detektierbaren Mutationen stellen lediglich Hintergrundrau-
schen dar.

3.3 Analyse der Induktion von HR durch Cas9 Nukleasen und Nickasen

Neben der Untersuchung von NHE] Ereignissen, wurde in einem weiteren Experiment ermittelt, ob
durch Cas9 erzeugte DSBs und SSBs eine Erhthung von somatischer HR zur Folge haben konnen.
Dazu kamen die Linien DGU.US und IU.GUS von A. thaliana zum Einsatz, welche homozygot sta-
bil transformierte HR Reporterkonstrukte tragen (Orel et al., 2003, Abbildung 3.5). Beide Reporter
tragen die Sequenz fiir das bakterielle uidA Gen (GUS), welche fiir das Enzym B-Glucuronidase co-
diert, die allerdings durch eine kurze Spacer Sequenz unterbrochen und dadurch nicht funktionell
ist. Durch somatische HR kann die Sequenz restauriert werden, die Expression des Enzyms kann

dann durch histochemische Farbung mit X-GlcA nachgewiesen werden. Dabei zeigt DGU.US auf-
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grund des Aufbaus mit zwei aufeinanderfolgenden Sequenzwiederholungen Rekombination durch
SSA an, IU.GUS berichtet SDSA-vermittelte Rekombination. Beide Reporter tragen in der Spacer Se-
quenz eine Schnittstelle fiir I-Scel, sodass die HR mit einem gezielten DSB durch die Meganuklease

induziert werden kann (Abbildung 3.5).

NTS-sgRNA
35S P Ss9 NosT _bar
_I_D- CCAGCGGCCGCCTAGGGATAACAGGGTAATAGTCTAGA
DGUUS GGTCGCCGGCGGATCCCTATTGTCCCATTATCAGATCT
LB GU SR USs RB

hph 35S P NosT
cus R W e I
IU.GU CACCGAGCTGATCCCTATTGTCCCATTAGAGCTC

B U GU SDSASRNA S RB

Abbildung 3.5: Reporterkonstrukte, die fiir den Nachweis induzierter HR eingesetzt wurden. Die beiden
Reporter DGU.US und IU.GUS sind stabil und homozygot im Genom von A. thaliana Pflanzen.
Beide basieren auf einer unterbrochenen GUS-Sequenz, die unterbrechende Spacer Sequenz ist
komplett dargestellt. Darin befindet sich eine Erkennungssequenz fiir I-Scel (rot), auflerdem
wurden sgRNAs hergestellt, die an den markierten Stellen am entsprechenden DNA-Strang
binden konnen. Aufgrund des repetitiven Abschnittes up- und downstream des Spacers kann
DGU.US durch SSA repariert werden, was zu einer intakten GUS-Sequenz fiihrt. IU.GUS kann
durch SDSA repariert werden, dazu wird die upstream liegende intakte Teilsequenz von GUS
("U’) als Matrize verwendet.

Fiir beide Reporter wurden sgRNAs entworfen und kloniert, die spezifisch an die Spacer Sequenz
binden konnen (Abbildung 3.5, SSA-sgRNA mittels der Oligonukleotide SS44 /5545 und SDSA-
sgRNA, Oligonukleotide S546/47). Diese wurden in pDe-CAS9 beziehungsweise pDe-CAS9-D10A
tibertragen, sodass entsprechende Expressionskonstrukte fiir Cas9 Nukleasen und Nickasen ent-
standen. Im Fall des Nukleasekonstruktes fiir DGU.US wurde aufSerdem der Resistenzmarker von
bar auf nptll verandert, da bereits der Reporter selbst eine entsprechende PPT-Resistenz vermittelt.
Dies wurde durch die Klonierung eines aus pPZP111 generierten PCR-Produktes des nptlI-Gens
mittels HindlIll erreicht. Die Konstrukte SSA-Cas-KanR, SSA-D10A, SDSA-Cas und SDSA-D10A
wurden in die entsprechenden Reporterlinien eintransformiert und es wurden Primértransforman-
den selektiert. Als Positivkontrolle fiir das Experiment wurde parallel in beide Reporterlinien ein
I-Scel Expressionskonstrukt transformiert, das vom selben Expressionsystem aus Ubi4-2 Promotor
und pea3A Terminator kontrolliert wurde, das auch fiir Cas9 verwendet wurde (Fauser et al., 2012).
Um eine grundsitzlichen Eindruck von der Induktion von HR durch die verschiedenen Enzyme zu
bekommen, wurden die Primdrtransformanten nach zwei Wochen Wachstum mit X-GlcA gefarbt
(Abbildung 3.6). Sehr starke Farbungen zeigten sich fiir alle verwendeten Konstrukte. Zu erken-

nen waren zahlreiche blaue Punkte und auch grofie, gefarbte Sektoren. Im Gegensatz dazu zeigten
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die Negativkontrollen, bei denen kein Konstrukt transformiert wurde, nur wenige einzelne blaue
Punkte. Die Ergebnisse zeigen, dass sowohl Cas9 Nuklease als auch Nickase in der Lage dazu sind,

in beiden Reportern HR induzieren.

Abbildung 3.6: X-GlcA Fiarbung von DGU.US und IU.GUS Pflanzen mit Cas9 und Cas9-D10A Konstrukten.
Gefarbt wurden zwei Wochen alte Primértransformanten (T1) mit dem jeweiligen Nuklease-
oder Nickasekonstrukt. Sowohl die Induktion eines DSB durch Cas9 als auch eines SSB durch
Cas9-D10A sorgt in beiden Reporterlinien fiir grofle angeféarbte Sektoren, vergleichbar mit der
Farbung, die durch I-Scel erzeugt wird. In den Negativkontrollen (Reporterlinien ohne Kon-
strukt) sind dagegen nur vereinzelt blaue Punkt zu sehen. Sowohl die Cas9 Nuklease als auch
die Nickase konnen also in beiden Reportern HR induzieren. Groflenmafistab: 2 mm.
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Fiir eine korrekte Quantifizierung der HR wurde ein Fluoreszenz-basiertes Testsystem angewendet.
Statt der histochemischen Farbung mit X-GlcA wurde 4-MUG als Substrat der enzymatischen Reak-
tion genutzt, das von der B-Glucuronidase zum fluoreszenten 4-MU umgesetzt wird. Erneut wur-
den zwei Wochen alte Primartransformanten mit den jeweiligen Nuklease- oder Nickasekonstruk-
ten eingesetzt (Cas9, Cas9-D10A und I-Scel, untransformierte Reporterlinien und Col-0 Wildtyp
(WT) dienten als Negativkontrollen). Das Experiment wurde in drei Replikaten durchgefiihrt, wo-
bei fiir jedes Replikat jeweils 10 Pflanzen jeder Linie fiir die Analyse eingesetzt wurden. Die Er-
gebnisse der Fluoreszenzmessung nach 10 min Inkubation sind in Abbildung 3.7 dargestellt. Der
Eindruck der qualitativen Farbung mit X-GlcA bestitigte sich dabei: Es konnte ein deutlicher Un-
terschied in der Fluoreszenz zwischen den Linien mit Nuklease- oder Nickasekonstrukt gegentiber
den Negativkontrollen festgestellt werden. Bei den Proben mit DSB oder SSB Induktion zeigte sich
in allen Fillen eine hohere Aktivitat fiir DGU.US gegentiber IU.GUS, was {ibereinstimmend mit
fritheren Studien ist, bei denen diese Linien zum Einsatz kamen (Orel et al., 2003; Mannuss ef al.,
2010; Roth et al., 2012). Bei beiden Reportern sorgte die Cas9 Nuklease fiir eine leicht geringere HR
Rate als I-Scel. Interessanterweise wurden die hochsten Werte bei den beiden Linien durch die Cas9

Nickase erreicht.

3.3.1 Vergleich von SSBs auf codogenem und nicht-codogenem DNA-Strang

Kiirzlich durchgefiihrte Versuche in menschlichen Zellen gaben Hinweise darauf, dass es einen Re-
paraturmechanismus fiir SSBs geben konnte, der mit Transkription assoziiert ist (Davis & Maizels,
2014). Als Folge wurden unterschiedliche Raten an HR nachgewiesen, wenn ein SSB innerhalb ei-
nes Gens auf dem transkribierten (codogenen, antisense) Strang oder auf dem nicht-transkribierten
(nicht-codogenen, sense) Strang (NTS) der DNA vorliegt. Im zuvor beschriebenen Experiment wur-
de der SSB auf dem transkribierten Strang induziert, da die Cas9-D10A Nickase den SSB auf dem
Strang ausbildet, an dem die sgRNA bindet (Abbildung 3.5, Jinek et al., 2012).

Um zu tiberpriifen, ob sich auch im hier verwendeten pflanzlichen Reportersystem Unterschie-
de zwischen SSBs auf den beiden DNA-Strangen finden lassen, wurde fiir DGU.US eine zweite
sgRNA entworfen und kloniert, welche auf dem NTS bindet und durch Cas9-D10A auf diesem
Strang ein SSB induziert werden kann (Abbildung 3.5, NTS-sgRNA, Oligonukleotide NB25/NB26).

Fiir IU.GUS war dies nicht moglich, da hier kein passendes PAM fiir die zweite Orientierung zur
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Abbildung 3.7: Quantitative Bestimmung der GUS-Aktivitit nach DSB- oder SSB-Induktion. Die gemes-
senen Fluoreszenzen geben Aufschluss tiber den Grad der HR Induktion durch das jewei-
lige Nuklease- oder Nickasekonstrukt. Untransformierte Col-0 (WT), DGU.US und IU.GUS
Pflanzen dienten als Negativkontrolle, das zum Vergleich eingesetzte I-Scel steht im gleichen
Expressionssystem wie Cas9. Die Cas9 Nuklease sorgt in beiden Reportern fiir eine leicht ge-
ringere HR Rate als I-Scel, die hochste Induktion wird durch die Cas9 Nickase vermittelt. Die
Fehlerbalken geben die Standardabweichung an; die der Abbildung zugrunde liegenden Wer-
te sind in Abschnitt 8.3 im Anhang zu finden.

Verftigung stand. Die beiden Konstrukte SSA-D10A und SSA-D10A-NTS wurden stabil in DGU.US
eintransformiert und selektierte Primértransformanten wurden der bereits beschriebenen qualita-
tiven und quantitativen Bestimmung der GUS-Aktivitat unterzogen.

Abbildung 3.8A zeigt repriasentative Pflanzen, die mit X-GlcA gefarbt wurden. Fiir beide Kon-
strukte zeigt sich ein dhnliches Bild wie zuvor mit grofien angefarbten Sektoren. Die Daten der
Fluoreszenzmessung gibt Abbildung 3.8B wieder. Dabei reprasentieren die Kurven wiederum die
Ergebnisse von drei unabhidngigen Messungen. Es zeigt sich, dass ein Unterschied zwischen den
beiden Konstrukten nicht erkennbar ist, beide Kurven liegen zu jedem gemessenen Zeitpunkt auf
nahezu gleicher Hohe und nehmen daher den gleichen Verlauf. Im hier vorliegenden pflanzlichen
Reportersystem lassen sich also keine Unterschiede in der HR durch Induktion eines SSB auf den

verschiedenen DNA Stréngen feststellen.
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Abbildung 3.8:
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Vergleich von HR nach SSB-Induktion auf den beiden DNA-Stringen. A Histochemische
Farbung von Pflanzen mit X-GlcA. Fiir beide verwendete Konstrukte ergeben sich grofle
gefdrbte Bereiche, egal ob ein SSB auf dem transkribierten (Cas9-D10A) oder dem nicht-
transkribierten (Cas9-D10A-NTS) DNA Strang vorlag. Groflenmafistab: 2 mm. B Die exakte
Quantifizierung durch das Fluoreszenz-basierte 4-MUG Testsystem bestitigt diesen Eindruck.
Beide Kurven zeigen den gleichen Verlauf und liegen nahezu auf der selben Hohe. Die Fehler-
balken geben die Standardabweichung an; die der Abbildung zugrunde liegenden Werte sind
in Abschnitt 8.3 im Anhang zu finden.
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3.3.2 Vergleich der Aktivitdt der beiden Cas9 Nickasen D10A und H840A

Das GUS-basierte Reportersystem konnte dazu benutzt werden zu tiberpriifen, ob die beiden Cas9
Nickasen (D10A und H840A) Unterschiede in ihrer Aktivitit zeigen: Da im vorherigen Experiment
kein Unterschied der HR zwischen SSBs in den beiden DN A-Molekiilen feststellbar war, sollte die
Messung von HR bei Induktion von SSBs durch die beiden Enzyme mit der selben sgRNA direkt
Aufschluss tiber die Effizienz geben, mit dem SSBs erzeugt werden kénnen.

Dazu wurde die sgRNA Sequenz fiir die Reporterlinie IU.GUS (Abbildung 3.5, SDSA-sgRNA) in
die beiden Vektoren pDe-CAS9-D10A und pDe-CAS9-H840A kloniert, um entsprechende Nickase-
Expressionskonstrukte fiir die beiden Enzyme zu erhalten. Diese wurden stabil in A. thaliana ein-
transformiert und 2 Wochen alte Primédrtransformanten wurden im Experiment untersucht.
Bereits die Betrachtung der histochemisch gefarbten Pflanzen (Abbildung 3.9A) vermittelte den
Eindruck, dass es durch D10A zu einer hoheren Induktion von HR kam. Zwar zeigten sich auch
bei H840A deutlich angefarbte Sektoren, insgesamt scheint es aber auch wesentlich mehr Berei-
che zu geben, die nicht gefarbt wurden. Die quantitative Bestimmung bestdtigte diesen Eindruck
(Abbildung 3.9B). Die Messung zeigte einen wesentlich hoheren Wert fiir das D10A Konstrukt, pro
Zeitpunkt der Messung lag die relative Fluoreszenz von D10A etwa eine Grofsenordnung tiber der
von H840A. Da es sich um die selbe sgRNA handelte, und eine Priferenz der HR fiir SSBs auf den
beiden DNA Molekiilen nicht vorliegt (Abschnitt 3.3.1), deutet dieses Ergebnis darauf hin, dass das
HNH-Motiv (D10A) eine deutlich hohere Aktivitat besitzt als die RuvC Doméane (H840A).

3.4 Etablierung und Analyse von gepaarten Cas9 Nickasen zur

zielgerichteten Mutagenese in Pflanzen

Um eine hohere Spezifitdt von Cas9 fiir die zielgerichtete Induktion von NHE] zu erreichen, sollte
der Einsatz gepaarter Nickasen mit den zuvor charakterisierten Cas9 Konstrukten fiir den Einsatz
in Pflanzen adaptiert werden. Durch Induktion eines SSB auf je einem der beiden DNA Strange
durch eine Cas9 Nickase in raumlicher Nihe sollte ein DSB entstehen, der fiir die Induktion von
NHE] sorgt.

Fiir die Etablierung von gepaarten Nickasen wurden zwei passende sgRNA Erkennungssequenzen

im RTEL1 Locus von A. thaliana ausgewdhlt. Zum einen wurde die sgRNA eingesetzt, die bereits
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Abbildung 3.9: Vergleich der Effizienz der beiden Cas9 Nickasen D10A und H840A. A Histochemische
Farbung von Pflanzen mit X-GlcA (GrofsenmafSstab: 2 mm). Wo im Fall von Cas9-D10A die
Pflanzen zum Teil komplett angefdrbt werden, sind bei Cas9-H840A nur einzelne Bereiche des
Gewebes von der Blaufiarbung betroffen. Die Quantifizierung durch das Fluoreszenz-basierte
4-MUG Testsystem (B) bestétigt diesen Eindruck, die gemessene Fluoreszenz liegt bei D10A
um etwa eine Grofienordnung iiber der von H840A. Die Fehlerbalken geben die Standardab-
weichung an; die der Abbildung zugrunde liegenden Werte sind in Abschnitt 8.3 im Anhang
zu finden.

zur Analyse von DSB- und SSB-induziertem NHE] eingesetzt wurde (Abschnitt 3.2). Passend dazu

wurde eine zweite Erkennungssequenz gewahlt, die eine umgekehrte Orientierung aufwies (also
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das PAM auf der anderen Seite lag) und in einem Abstand von 18 bp zur ersten Erkennungssequenz
lag. Die beiden sgRNA Sequenzen wurden in pEn-C1.1 assembliert (Oligonukleotide S5116-55119)
und nacheinander in pDe-CAS9-D10A kloniert. Aufgrund der Ergebnisse zur Effizienz der verfiig-
baren Nickasen (Abschnitt 3.3.2) wurde D10A als die aktivere der beiden Nickasen gewahlt, die
Lage und Orientierung der zu induzierenden SSBs sollte in diesem Fall fiir die Bildung von 53 nt
langen 5’-Uberhéngen fithren (Abbildung 3.10A). Nach Transformation des Konstruktes in A. thalia-
na wurden Primértransformanten identifiziert und nach zwei Wochen aus 30 Pflanzen gesammelt
DNA extrahiert. Es wurde ein PCR-Produkt iiber die relevante Stelle im RTEL1 Locus generiert
(Primer SS148/55150) und der NGS Analyse unterzogen.

Abbildung 3.10B gibt die Ergebnisse der Auswertung wieder. Wie zuvor beschrieben wurden die
erhaltenen Reads (72.187) der Referenzsequenz zugeordnet und die relative Anzahl an mutierten
Reads pro Position aufgetragen. Die Analyse ergibt einen markanten Verlauf, mit zwei Maxima von
17,3 % und 12,7 % an den Positionen der sgRNA Zielsequenzen. Auffillig ist die Tatsache, dass es
sich im Gegensatz zu den Daten der einzelnen Nuklease (Abbildung 3.2) deutlich hdufiger um De-
letionen handelt als um Insertionen. Die Analyse durch CRISPResso ergab eine gesamte Frequenz
von 41,7 % Reads, die eine Mutation im relevanten Bereich um die Zielsequenzen herum enthal-

ten.

Da die Auswertung der Mutationen pro Position (Abbildung 3.10) keinerlei Aussage tiber die Aus-
breitung von einzelnen Deletionen und die Gréfle von Insertionen macht, wurde auch dieser Daten-
satz mit CRISPResso auf die Grofie von Insertionen und Deletionen hin analysiert (Abbildung 3.11).
Dabei zeigte sich zundchst, dass sich der Eindruck bestitigen liefs, dass im hier vorliegenden Fall
mehr Deletionen zu finden waren. Insgesamt liefien sich in den Reads zu 26,1 % Deletionen nach-
weisen, Insertionen zu 11,9 %. Weiterhin zeigte die Analyse, dass es nicht wie beim Einsatz der
Cas9 Nuklease fast ausschliefllich zu kleinen Verdnderungen kam. Zwar bildet die Gruppe von De-
letionen bis 10 bp den grofiten Anteil der Mutationen (7,9 % der Reads), dennoch sind auch grofiere
Deletionen dhnlich hiufig vertreten. Ahnlich fllt die Betrachtung von Insertionen aus. Bis zu einer
Lange von 40 bp treten Insertionen etwa gleich haufig auf, erst Insertionen iiber 40 bp Lange sind
seltener.

Insgesamt fiihrte die Anwendung gepaarter Nickasen verglichen mit einer Cas9 Nuklease zu einer

breiteren Verteilung von Mutationen entlang des genomischen Locus und zu grofieren Verdande-
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Abbildung 3.10: Deep sequencing Analyse der durch gepaarte Cas9 Nickasen verursachten NHE] Ereignisse.
A Schematische Darstellung der Orientierung von sgRNAs und SSBs im RTEL1 Locus. B
Darstellung der NGS Ergebnisse. Die relativen Anzahlen von Substitutionen, Insertionen und
Deletionen sind pro Position der Referenzsequenz angegeben. Die beiden Maxima im Bereich
der sgRNA Zielsequenzen liegen bei 17,3 % und 12,7 %. Im Gegensatz zu den Ergebnissen
nach Induktion eines einzelnen DSB werden hier die meisten Mutationen durch Deletionen
vertreten.

rungen in Form von Deletionen oder Insertionen.

Die globale Analyse der verschiedenen Langen von Insertionen und Deletionen verlangt nach ei-
ner detaillierten Betrachtung der einzelnen Mutationen. Anders als bei der Mutagenese durch eine
einzelne Nuklease, bei der in den allermeisten Fillen nur ein einzelnes bp inseriert war, kam es bei
den gepaarten Nickasen zu grofieren Veranderungen, die sich eingehender untersuchen lassen.

Um einen besseren Einblick in die verschiedenen Moglichkeiten zu bekommen, mit denen Muta-
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Abbildung 3.11: Verteilung der Grofsen von Insertionen und Deletionen nach Induktion von NHE]J durch
gepaarte Nickasen. Aufsummiert bilden Deletionen 26,1 % der Reads, Insertionen 11,9 %.
Insgesamt sind sowohl Insertionen als auch Deletionen deutlich grofer als bei DSB Induktion
mit einer Cas9 Nuklease (Abbildung 3.3). Deletionen von mehr als 100 bp machen 0,04 % aus,
Insertionen {iber 100 bp 0,2 %.

tionen als Folge des induzierten NHE] auftreten, wurde aus dem gesamten Datensatz zunéachst
ein reduzierter Datensatz erstellt. Dazu wurden zufillig 250 Reads aus der Gesamtheit der 72.187
Reads entnommen. Dieser reduzierte Datensatz erlaubte eine einzelne Betrachtung der Sequenzen.
Zunéchst konnte festgestellt werden, dass von den 250 Reads 107 eine Mutation im relevanten Be-
reich zwischen den PAMs zeigten (Abbildung 3.12). Das entspricht einer Frequenz von 42,8 % und
zeigt, dass es sich um eine reprasentative Auswahl handelte, da die Frequenz nah an der relativen
Menge mutierter Reads des gesamten Datensatzes liegt (41,7 %). Von den 107 Mutationen stellten
29 (27,1 %) Deletionen dar, welche die upstream sgRNA Zielsequenz betrafen, 22 (20,6 %) lagen
in der downstream Zielsequenz. Die Grofien der deletierten Abschnitte bewegten sich von 1 bp bis
tiber 100 bp und es war keinerlei Préferenz fiir eine der beiden sgRNA Zielsequenzen zu erken-
nen. Insertionen verteilten sich auf 6 upstream (5,6 %), 16 downstream (15 %) und 8 lagen zwischen
den beiden Zielsequenzen (7,5 %). Durch die mitunter hohe Gréfle von Insertionen, lief$ sich deren
Ursprung bestimmen. In allen zu beobachtenden Fallen stammte die Sequenz von der unmittelba-
ren Umgebung ihres Insertionsortes ab, sorgte also fiir die Bildung von Tandemwiederholungen
(Abbildung 3.12B). In einigen Fillen lagen auch mehrere Insertionen der gleichen Sequenz am In-

tergationsort vor, sodass es zur Ausbildung von drei oder mehr Wiederholungen kam.
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Read ID Sequenz Mutation
Referenz GTCATGCGCTTTTGGAGAGTCCTACGGGAACTGGGAAAACTCTTTGTCTTCTCTGTGCCACCTTAGCCTGGCGAAAGAGTCTGGGCTCTTTCTCAACCCGTAAG
IW16GBE01COGUU TCTTCTCTGTGCCACCTTAGCCTGGCGARAGAGTCTGGGCTCTTTCTCARCCCGTAAG 206
IW16GBEO1DRBEL TCTTCTCTGTGCCACCTTAGCCTGGCGAAAGAGTCTGGGCTCTTTCTCAACCCGTAAG 807
IW16GBEO1DMFL2 TCTTCTCTGTGCCACCTTAGCCTGGCGARAGAGTCTGGGCTCTTTCTCAACCCGTAAG 208
IW16GBEO1C3WU2 TCTTCTCTGTGCCACCTTAGCCTGGCG. GAGTCTGGGCTCTTTCT CCCGTAAG 808
IW16GBEO1A9W2R TTCTCTGTGCCACCTTAGCCTGGCG! GAGTCTGGGCTCTTTCT CCCGTAAG A10
IW16GBE01CKG40 TTCTCTGTGCCACCTTAGCCTGGCGARAGAGTCTGGGCTCTTTICTCARCCCGTAAG 213
IW16GBE01EIJOR TTCTCTGTGCCACCTTAGCCTGGCGARAGAGTCTGGGCTCTTTCTCARCCCGTAAG a15
IW16GBEO1CH5YS GTCATGCGCTTTTGGAGAGTCCTACGG- TTCTCTGTGCCACCTTAGCCTGGCGAAAGAGTCTGGGCTCTTTICTCAACCCGTAAG a15
IW16GBE01DQ3VL GTCATGCGCTTTTGGA-------— TTCTCTGTGCCACCTTAGCCTGGCGARAGAGTCTGGGCTCTTTCTCAACCCGTAAG 821
IW16GBE01DI4KL GTCATGCGCTTTTGGAGAGTCCTAC TTCTCTGTGCCACCTTAGCCTGGCGAAAGAGTCTGGGCTCTTTCTCAACCCGTAAG 821
IW16GBEO1ECA9F GTCATGCGCTTTTGGAGAGTCCTACG - -CTGTGCCACCTTAGCCTGGCGAAAGAGTCTGGGCTCTTTCTCAACCCGTAAG 526
IW16GBEO1EAZ6S GTCATGCGCTTTTGGAGAGTC--— TGCCACCTTAGCCTGGCGAAAGAGTCTGGGCTCTTTCTCAACCCGTAAG a27
IW16GBEO1EDTXZ GTCATGCGCTTTTGGAGAGTCCT: TGCCACCTTAGCCTGGCGARAGAGTCTGGGCTCTTTCTCAACCCGTAAG A30
IW16GBEO1CFCKL GTCATGCGCTTTT! TCTTCTCTGTGCCACCTTAGCCTGGCG. GAGTCTGGGCTCTTTCT CCCGTAAG 632
IW16GBEO1D6IER GTCATGCGCaTTT! TTCTCTGTGCCACCTTAGCCTGGCG: GAGTCTGGGCTCTTTCT CCCGTAAG 832
IW16GBEO1AILI7 GTCAT! gCTTCTCTGTGCCACCTTAGCCTGGCG GAGTCTGGGCTCTTTCT! CCCGTAAG 840
IW16GBE01BND36 GTCATGCGCTTTT TGCCACCTTAGCCTGGCGARAGAGTCTGGGCTCTTTCTCAACCCGTAAG 240
IW16GBE01BND4D GTCATGCGCTTTTGGAGAGTCCTAC! CTGGCGAAAGAGTCTGGGCTCTTTCTCAACCCGTAAG 240
IW16GBEO1CWECT TCTTCTCTGTGCCACCTTAGCCTGGCGARAGA TTCTCAACCCGTAAG 845
IW16GBE01BSUB4 GTC TTCTCTGTGCCACCTTAGCCTGGCGAAAGAGTCTGGGCTCTTTCTCAACCCGTAAG 845
IW16GBE01BSMOT ACTCTTTGTCTTCTCTGTGCCACCTTAGCCTGGCGAAAGAGTCTGGGCTCTTTCTCAACCCGTAAG 854
TW16GBEO1BMTH? TCTTCTCTGTGCCACCTTAGCCTGGCGARAGAGTCTGGGCTCTTTCTCARCCCGTAAG 864
IW16GBEO1EIOSO TCTTCTCTGTGCCACCTTAGCCTGGCGAAAGAGTCTGGGCTCTTTCTCAACCCGTAAG £80
IW16GBEO1EB76V GTCATGCGCTTTTGGAGAGTCCTACGGGAACTGGGAAAACTCTTTGTCTTCTCTGTGCCACCTTAGCCTGGCGAA-GAGTCTGGGCTCTTTCT CCCGTAAG 801
IW16GBEO1BYPV2 GTCATGCGCTTTTGGAGAGTCCTACGGGAACTGGGAAAACTCTTTGTCTTCTCTGTGCCACCTTAGCCT-~~~AAAGAGTCTGGGCTCTTTCTCAACCCGTAAG 804
IW16GBE01DDE3N GTCATGCGCTTTTGGAGAGTCCTACGGGAACTGGGARRACTCTTTGTCTICTCTGTGCCACCTTAGCCTGGCG: TGGGCTCTTTCTCAACCCGTAAG 204
IW16GBE01DCKIX GTCATGCGCTTTTGGAGAGTCCTACGGGAACTGGGARAACTCTTTGTCTICTCTGTGCCACCTTAG AGTCTGGGCTCTTTCTCAACCCGTAAG a1l
IW16GBE01EILB6 GTCATGCGCTTTTGGAGAGTCCTACGGGAACTGGGARAACTCTTTGTCTTCTCTGTGCC ~GAAAGAGTCTGGGCTCTTTCTCAACCCGTAAG 813
IW16GBE01DSUMX GTCATGCGCTTTTGGAGAGTCCTACGGGAACTGGGARAACTCTTTGTCTTCTCTGTGCCACCTTAG --TCTGGGCTCTTTCTCAACCCGTAAG 813
IW16GBEO1DLRSW GTCATGCGCTTTTGGAGAGTCCTACGGGAACTGGGAAAACTCTTTGTCTTCTCTGTGCCAC-——— 515
IW16GBE01CM7PG GTCATGCGCTTTTGGAGAGTCCTACGGGAACTGGGAAAACTCTTTGTCTTCTCTGTGCCACCTT— 515
IW16GBEO1BT1MX GTCATGCGCTTTTGGAGAGTCCTACGGGAACTGGGAAAACTCTTTGTCTTCTCTGTGCCAC--~1 AGTCTGGGCTCTTTCTCAACCCGTAAG A16
IW16GBE01EFDEL GTCTGGGCTCTTTCTCAACCCGTAAG 819
IW16GBEO1D2T1H a19
IW16GBEO1ALIDIR 820
IW16GBE01CRS16 GTCATGCGCTTTTGGAGAGTCCTACGGGAACTGGGAAAACTCTTTGTCTTCTCTGT -~ a24
IW16GBE01DOSTE GTCATGCGCTTTTGGAGAGTCCTACGGGAACT TCTTT GAGAGTCTGGGCTCTTTCTCAACCCGTAAG 228
IW16GBE01CIFXO GTCATGCGCTTTTGGAGAGTCCTACGGGAACTGGGAAAACTCTTTGTCTTCTCTGTGCCACCTTAGCTC TAAG 430
IW16GBE01CLPRP GTCATGCGCTTTTGGAGAGTCCTACGGGAACTGGGARAACTCTTT TCTGGGCTCTTTCTCAACCCGTAAG a31
IW16GBE01DQH3C GTCATGCGCTTTTGGAGAGTCCTACGGGAACTGGGAAAACTCTGT TCTTTCTCAACCCGTAAG 839
TW16GBEO1BFTXP GTCATGCGCTTTTGGAGAGTCCTACGGGAACTGGGAAAACTCTTTGTCTTCTCTGTGCC: o 563
IW16GBE01AS2WO GTCATGCGCTTTTGGAGAGTCCTACGGGAA------. AACTCTTTGTCTTCTCTGTGCCACCTTAG-——-——==—--. AGTCTGGGCTCTTTCTCAACCCGTAAG A7 a1l
IW16GBEOICLIPS GTCATGCGCTTTTGGAGAGTCCTACGGGA! TCTGGGCTCTTTCTCAACCCGTAAG 845
IW16GBEO1D6GOS GTCATGCGCTTTTGGAGAGTCCTAC GAGTCTGGGCTCTTTCTCAACCCGTAAG 847
IW16GBEO1AULKO GTCATGCGCTTTTGGAGAGTCCTACGGGAACT! 'TCTTTCTCAACCCGTAAG A50
IW16GBE01CDNS6 GTCATGCGCTTTTGGAGAGTCCTAC! TCTTTCTCAACCCGTAAG 457
IW16GBE01C3LZD GTCATGCGCTTTTGGAGAGTC TGGGCTCTTTCTCAACCCGTAAG 260
IW16GBE01DRO22 GTCATGCGCTTTTGGAGAGTC TTTCTCAACCCGTAAG 267
IW16GBEO1EBPRT GTCATGCGCTT- TGGGCTCTTTCTCAACCCGTAAG 869
IW16GBEO1ASEL3 GTC TCTGGGCTCTTTCTCAACCCGTAAG 475
TW16GBE01DKPIX GTC TGGGCTCTTTCTCAACCCGTAAG 478
IW16GBEO1BDOXP GTCATGCGC: e A111
Referenz GTCATGCGCTTTTGGAGAGTCCTACGGGAACTGGGAAAACTCTTTGTCTTCTCTGTGCCACCTTAGCCTGGCG! GAGTCTGGGCTCTTTCT CCCGTAAG
IW16GBE01D1DDQ GTCATGCGCTTTTGGAGAGTCCTACGGG ¥ ARCTGGGAARACTCTTTGTCTTCTCTGTGCCACCTTAGCCTGGCGARAGAGTCTGGGCTCTTTCTCAACCCGTARG +01
G
IW16GBEO1CHBHP GTCATGCGCTTTTGGAGAGTCCTACGGGAAC * TGG*GAAAACTCTTTGTCTTCTCTGTGCCACCTTAGCCTGR GAGTCTGGGCTCTTTCTCAACCCGTAAG  +30+5
ACTCTTTGICTTCTCTGTGCCACCTTAGCC — CGAAA
IW16GBEO1DFSVH GTCATGCGCTTTTGGAGAGTCCTACGGGAACTGGGAA *AACTCTTTGTCTTCTCTGTGCCACCT TAGCCTGGCGARAGAGTCTGGGCTCTTTCTCAACCCGTAAG +06
IW16GBEO1ASI1H GTCATGCGCTTTTGGAGAGTCCTACGGGAACTGGGAAAA*CTCTTTGTCTTCTCTGTGCCACCTTAGCCTGGCGARAGAGTCTGGGCTCTTTCTCAACCCGTAAG +81
CTCTTTGTCTTCTCTGTGCC
TCTTTGTCTTCTCTGTGCCACCTTAGCCTGGCGAAAGGGAA
IW16GBEO1BS609 GTCATGCGCTTTTGGAGAGTCCTACGGGAACTGGGAAAAC* TCTTTGTCTTCTCTGTGCCACCTTAGCCTGGC \GAGTCTGGGCTCTTTCTCAACCCGTAAG +16
TCTTTGTCTTCTCTGTGCCA
IW16GBE01EAOL2 GTCATGCGCTTTTGGAGAGTCCTACGGGAACTGGGAAAACTCTTTGTCTTCTCTGTGC * CACCTTAGCCTGGCGARAGAGTCTGGGCTCTTTCTCAACCCGTARG +46
AARACTCTTTGTCTTCTCTGTGC
ABAACTCTTTGTCTTCTCTGIGC
IW16GBE01CRCGZ GTCATGCGCTTTTGGAGAGTCCTACGGGAACTGGGARAACTCTTTGTCTTCTCTGTGCC *ACCT TAGCCTGGCGARAGAGTCTGGGCTCTTTCTCAACCCGTAAG +32
AAACTGGGAAAACTCTTTGTCTTCTCTGTGCC
IW16GBEO1EARVT GTCATGCGCTTTTGGAGAGTCCTACGGGAACTGGGAAAACTCTTTGTCTTCTCTGTGCCA *CCTTAGCCTGGCGARAGAGTCTGGGCTCTTTCTCAACCCGTAAG +24
AARACTCTTTGTCTTCTCTGTGCCA
IW16GBE01DGLAJ GTCATGCGCTTTTGGAGAGTCCTACGGGAACTGGGAAAACTCTTTGTCTTCTCTGTGCCA *CCTTAGCCTGGCGARAGAGTCTGGGCTCTTTCTCAACCCGTAAG +26
TCTTT
CTCTTTGTCTTCTCTGTGCCA
IW16GBE01DSDIV GTCATGCGCTTTTGGAGAGTCCTACGGGAACTGGGAAAACTCTTTGTCTTCTCTGTGCCAC  CTTAGCCTGGCGARAGAGTCTGGGCTCTTTCTCAACCCGTARG +21
TCTTTGTCTTCTCTGTGCCAC
IW16GBEO1DNSFL GTCATGCGCTTTTGGAGAGTCCTACGGGAACTGGGAAAACTCTTTGTCTTCTCTGTGCCAC * CTTAGCCTGGCGARAGAGTCTGGGCTCTTTCTCAACCCGTAAG +30
TGGGAAAACTCTTTGTCTTCTCTGTGCCAC
IW16GBE01CPY4C GTCATGCGCTTTTGGAGAGTCCTACGGGAACTGGGARAACTCTTTGTCTTCTCTGTGCCAC * CTTAGCCTGGCGARAGAGTCTGGGCTCTTTCTCAACCCGTAAG +82
GAAAACTCTTTGTCTTCTCTGTGCC
TGGGAAAACTCTTTGTCTTCTCTGTGCCAC
GAAAACTCTTTGTCTTCTCTGTGCCAC
IW16GBE01CIWG3 GTCATGCGCTTTTGGAGAGTCCTACGGGAACTGGGAAAACTCTTTGTCTTCTCTGTGCCACC *TTAGCCTGGCGARAGAGTCTGGGCTCTTTCTCAACCCGTAAG +15
CTTCTCTGTGCCACC
IW16GBE01CYAXS GTCATGCGCTTTTGGAGAGTCCTACGGGAACTGGGAAAACTCTTTGTCTTCTCTGTGCCACC *TTAGCCTGGCGAAAGAGTCTGGGCTCTTTCTCAACCCGTARG +30
GGGAAAACTCTTTGTCTTCTCTGTGCCACC
IW16GBE01CQFUC GTCATGCGCTTTTGGAGAGTCCTACGGGAACTGGGAAAACTCTTTGTCTTCTCTGTGCCACCTT * AGCCTGGCGARAGAGTCTGGGCTCTTTCTCAACCCGTAAG +32
GGGAAAACTCTTTGTCTTCTCTGTGCCACCTT
IW16GBEO1ETYJ2 GTCATGCGCTTTTGGAGAGTCCTACGGGAACTGGGAAAACTCTTTGTCTTCTCTGTGCCACCTTA*GCCTGGCGARAGAGTCTGGGCTCTTTCTCAACCCGTAAG +26
CTCTTTGTCTTCTCTGTGCCACCTTA
IW16GBE01BONIQ GTCATGCGCTTTTGGAGAGTCCTACGGGAACTGGGAAARCTCTTTGTCTTCTCTGTGCCACCTTAGCC * TGGCGARAGAGTCTGGGCTCTTTCTCAACCCGTAAG +31
ARCTCTTTGTCTTCTCTGTGCCACCTTAGCC
IW16GBE01DRM99 GTCATGCGCTTTTGGAGAGTCCTACGGGAACTGGGAAAACTCTTTGTCTTCTCTGTGCCACCTTAGCCTGG * CGAAAGAGTCTGGGCTCTTTCTCAACCCGTAAG +37
GRAAACTCTTTGTCTTCTCTGTGCCACCTTAGCCTGG
IW16GBEO1AY33X GTCATGCGCTTTTGGAGAGTCCTACGGGAACTGGGAARAACTCTTTGTCTTCTCTGTGCCACCTTAGCCTGG* CGARAGAGTCTGGGCTCTTTCTCAACCCGTAAG +43
GACGAAGTACTCTTTGTCTTCTCTCGTACGTACCGACCTTAGG
IW16GBE01AB0I7 GTCATGCGCTTTTGGAGAGTCCTACGGGAACTGGGAAAACTCTTTGTCTTCTCTGTGCCACCTTAGCCTGGCGA “AAGAGTCTGGGCTCTTTCTCAACCCGTAAG +48
GGAACTGGGARAACTCTTTGTCTTCTCTGTGCCACCTTAGCCTGGCG:
IW16GBE01COBQS GTCATGCGCTTTTGGAGAGTCCTACGGGAACTGGGARAACTCTTTGTCTTCTCTGTGCCACCTTAGCCTGGCGAARGA *GTCTGGGCTCTTTCTCAACCCGTAAG +04
AAGA
Referenz GTCATGCGCTTTTGGAGAGTCCTACGGGAACTGGGAAAACTCTTTGTCTTCTCTGTGCCACCTTAGCCTGGCGAAAGAGTCTGGGCTCTTTCTCAACCCGTAAG
IW16GBEO1BXH83 GTCATGCGCTTTTGGAGAGTCCTACGGGAACTGGGAAAACTCTTTGTCTTCTCTGTGCCACCTTAGCCTGG-GAAA*GAGTCTGGGCTCTTTCTCAACCCGTAAG A01+21
ACTCTTTGTCTTCTCTGTGCC
IW16GBEO1DHNIJ GTCATGCGCTTTTGGAGAGTCCTACGGGAACTGGGAAARCTCTTTGTCTTCTCTGTGCCACCTTAGCCT -~ ~=====~ *GTCTGGGCTCTTTCTCAACCCGTAAG A11+16
ACTCTTTGTCTTCTCT
IW16GBE01C20US GTCATGCGCTTTTGGAGAGTCCTACGGGAAC * TGGGAARACTCTTTGICTTCTCTGTGCC-~CTTAGCCTGGCGARAGAGTCTGGGCTCTTTCTCAACCCGTARG +48402
TGGGAARACTCTTTGTCTTCTCTGTG
GGAAAACTCTTTGTCTTCICTG
IW16GBEO1AS1MP GTCATGCGCTTTTGGAGAGTCCTA === === —===—====~ TCTT*TGTCTTCTCTGTGCCACCTTAGCCTGGCGAAAGAGTCTGGGCTCTTTCTCAACCCGTARG  +30422+18
TCTT-TGTCTTCTCTGTGCCACCTTAGCCTG
CTCTGTGCCACCTTAGCC
IW16GBEO1BB5SH GTCATGCGCTTTTGGAGAGTCCTACGGGAA---~--~--. AACTCTTTGTCTTCTCTGTGCCACC* TTAGCCTGGCGAAAGAGTCTGGGCTCTTTCTCAACCCGTAAG 207423
CTCTTTGTCTTCTCTGTGCCACC
IW16GBEO1DUP4S GTCATGCGCTTTTGGAGAGTCCTACGGGRACT - TTGTCTTCTCTGTGCCA*CCTTAGCCTGGC! \GAGTCTGGGCTCTTTCTCAACCCGTAAG A09+21
TCTTTTGTCTTCTCTGTGCCA
IW16GBE01CH44B GTCATGCGCTTTTGGAGAGTCCTACGGGAA-----~-, AACTCTTTGICTTCTCTGIGCCACCTT *AGCCTGGCGARAGAGTCTGGGCTCTTTCTCARCCCGTAAG £07+19
GTCTTCTCTGIGCCACCTT
IW16GBE01BROSY GTCATGCGCTTTTGGAGAGTCCTACGGGAACTGGGARAACT *CTTTGTCTTCTCTGTGCCACCTTAG- - —-——===== GTCTGGGCTCTTTCTCAACCCGTAAG +22812
CTTTGTCTTCTCTGTGCCACCT
IW16GBE01CITQP GTCATGCGCTTTTGGAGAGTCCTACGGGAACTGGGAAAACTCTTTGTCTTCTCTGTGCCACC TT-==—=—-——===== GTCTGGGCTCTTTCTCAACCCGTAAG +06414

ARCTCT
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Abbildung 3.12: NHE]J Ereignisse im reduzierten Datensatz der Induktion gepaarter SSBs. Gezeigt sind al-
le individuellen Ereignisse, die sich im Datensatz finden lassen, aufgeteilt in Deletionen (A),
Insertionen (B) und kombiniert auftretende Insertionen/Deletionen (C). Deletionen treten
in variierenden Grofien von wenigen bis zu 100 und mehr bp auf, es ist dabei keine Préfe-
renz auf eine der sgRNA Zielsequenzen zu erkennen. Auffillig bei den Insertionen ist die
Tatsache, dass sich die inserierte Sequenz (unter dem Read) immer der Umgebung ihres In-
sertionsortes (*) zuordnen lasst. Zum Teil sind die Abschnitte auch mehrfach hintereinander
inseriert.

3.4.1 Nachweis hereditdrer Mutationsereignisse als Folge gepaarter SSB Induktion

Ein bedeutender Schritt fiir die biotechnologische Nutzung von gepaarten Nickasen in der Herstel-
lung neuer Pflanzenlinien ist die Vererbung der erhaltenen Mutationen in die nédchste Generation.
Aus diesem Grund wurde untersucht, ob auch die durch gepaarte SSBs erhaltenen Mutationen in A.
thaliana vererbt werden konnen. Dazu wurden 30 Primértransformanten (T1-Generation) bis zur Sa-
menreife kultiviert und die Samen der einzelnen Pflanzen getrennt geerntet. Die Samen wurden auf
Selektionsmedium ausgebracht und gewachsene Pflanzen nach zwei Wochen Inkubation gezdhlt.
Korrekt 3:1 segregierende Linien (also 75 % tiberlebende, 25 % tote Pflanzen) wurden als single-locus
angesehen, die T-DNA wurde also nur an einer Stelle des Genoms eingebaut. Von den verwende-
ten Linien konnten 20 als single-locus identifiziert werden (siehe Abschnitt 8.4 im Anhang). Jeweils
20 Samen von jeder dieser Linien wurden auf GM ohne Selektionsmarker ausgebracht und nach
zwei Wochen Wachstum wurde mittels Schnellpraparation einzeln von den Pflanzen DNA isoliert.
Mit T-DNA spezifischen Primern (S548/55153) wurde per PCR die Prasenz des Nickase-Transgens
tiberpriift. Von den 400 getesteten Pflanzen zeigten 121 keine PCR Bande (30,25 %), hatten also die
T-DNA durch Segregation bereits verloren. Zur Analyse des RTEL1 Locus in diesen Pflanzen wur-
de fiir jede Pflanze ein weiteres PCR Fragment generiert (Primer S5184/55185), das den relevanten
Bereich mit den sgRNA Zielsequenzen abdeckte, aufgereinigt und Sanger-sequenziert. Das PCR
Produkt konnte fiir 78 Pflanzen generiert und erfolgreich sequenziert werden. Die Auswertung
der Sequenzen ergab fiir 36 Pflanzen die WT Sequenz, 42 zeigten ein heterogenes Chromatogramm
(Abbildung 3.13A), waren also entweder heterozygot im Bezug auf eine Mutation, oder homozygot
aber heteroallelisch mutiert (transheterozygot).

Um exemplarisch zu zeigen, dass sich tatsdchlich heterozygote oder heteroallelische Mutationen
finden lassen, wurden einige Pflanzen noch weiter analysiert. Von einer Pflanze (#16-16) wurde

das zuvor generierte PCR Produkt per TA-Klonierung in pPGEM®-T-Easy eingebracht und in E. co-
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li transformiert. Aus vier gewachsenen Kolonien wurden die Plasmide isoliert und anschliefsend
sequenziert. Dabei ergab sich fiir eine Sequenzierung die wildtypische Sequenz von RTEL1, die
anderen drei Sequenzen wiesen eine Deletion von 27 bp im Bereich der Zielsequenz der upstream
sgRNA auf (Abbildung 3.13B).

Die heterogenen Sequenzier-Chromatogramme weiterer Pflanzen wurden mit dem Programm Poly
Peak Parser analysiert (Hill ef al., 2014, Abbildung 3.13). Dabei wurde die WT Sequenz als Referenz
vorgegeben und die entsprechenden Ausschlédge, die der Referenz zugeordnet werden kénnen, aus
dem Chromatogramm entfernt, sodass die Sequenz des mutierten Allels identifiziert werden kann.
Auf diese Weise konnte die Genotypisierung der ausgewdhlten Pflanzen direkt aus der heterogenen
Sequenzierung erfolgen (Abbildung 3.13B). So wurde im Fall der Pflanze #2-3 die Insertion eines
Adenins in der upstream Zielsequenz festgestellt, fiir die Pflanzen #6-8, #8-10 und #23-11 handelte es
sich um grofiere Insertionen von 22 bis 39 bp. Wieder war dabei die Duplikation der benachbarten

Sequenz zu beobachten, sodass es zur Ausbildung von Tandem-Wiederholungen kam.

A At S U WA A L A
WT TGTGCCACCTTAGCC GGCGAAAGAGTCTGGGCTCTTTCTCAACCCGTAAGGATCGGAA
Mut. TGTGCCACCTTAGCCTGGCGAAAGATGTCTTCTCTGT GC CACCTTAGCCTGGCGAAAGA
E3 Referenz TGCGCTTTTGGAGAGTCCTACG-GGAACTGGGAAAACTCTTTGTCTTCTCTGTGCCA-CCTTAGCCTGGCGAAAGA-GTCTGGGCTCTTTCTCAACCC
#2-3 TGCGCTTTTGGAGAGTCCTACGAGGAACTGGGAAAACTCTTTGTCTTCTCTGTGCCA-CCTTAGCCTGGCGAAAGA-GTCTGGGCTCTTTCTCAACCC
#6-8 TGCGCTTTTGGAGAGTCCTACG- GGAACTGGGAAAACTCTTTGTCTTCTCTGTGCCA*CCTTAGCCTGGCGAAAGA GTCTGGGCTCTTTCTCAACCC
ACTCTTTGTCTTCTCTGTGCCA
#8-10 TGCGCTTTTGGAGAGTCCTACG-GGAACTGGGAAAACTCTTTGTCTTCTCTGTGCCA-CCTTAGCCTGGCGARAGA*GTCTGGGCTCTTTCTCAACCC
TGTCTTCTCTGTGCCA-CCTTAGCCTGGCGAAAGA
#16-16 TGCGCTTTTGGAGAGTC-====—===———=———————————————— TTCTCTGTGCCA-CCTTAGCCTGGCGARAAGA-GTCTGGGCTCTTTCTCAACCC
#23-11 TGCGCTTTTGGAGAGTCCTACG-GGAACTGGGAAAACTCTTTGTCTTCTCTGTGCCA-CCTTAGCCTGGCGARAGA*GTCTGGGCTCTTTCTCAACCC

CTCTTTGTCTTCTCTG CCTTAGCCTGGAGAAAGA

Abbildung 3.13: Beispiele erblicher Mutationen als Folge gepaarter SSBs. A Heterogenes Chromatogramm
einer Sanger-Sequenzierung (Pflanze #8-10). Ab der markierten Position sind pro Position 2
Ausschldge zu sehen, was auf die Prasenz von 2 Allelen hindeutet. B Exemplarisches Align-
ment der mutierten Allele ausgewéahlter Pflanzen. Durch Poly Peak Parser (#2-3, #6-8, #8-10
und #23-11) lasst sich das Chromatogramm in WT Sequenz und mutiertes Allel aufteilen. Im
Fall der Pflanze #16-16 wurden die Allele durch TA-Klonierung mit anschlieSender Sequen-
zierung der isolierten Plasmide ermittelt.

Diese detailliert genotypisierten T2 Pflanzen wurden schlief8lich bis zur Samenreife kultiviert und
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das T3 Saatgut zur Kontrolle auf Selektionsmedium ausgebracht. In keinem Fall konnten keimende
Pflanzen gefunden werden, was bestétigt, dass bereits die T2 Mutterpflanze keine T-DNA mehr

enthalten hatte, es sich somit tatsdchlich um stabil vererbte Mutationen handelte.

3.5 Systematische Analyse von Genomverdnderungen als Folge gepaarter

SSBs

Da die Induktion von NHE] durch gepaarte Nickasen zu unerwartet komplexen Veranderungen im
angesteuerten Locus fiihrten, sollte dieser Ansatz noch vertieft werden. Dadurch sollten Hinweise
auf die Mechanismen aufgedeckt werden, welche der Verdnderung von Loci als Folge von DNA
Schédden zu Grunde liegen.

Fiir eine systematische Analyse wurden zunéichst drei endogene Loci von A. thaliana aus verschie-
denen genomischen Bereichen ausgewéhlt (Abbildung 3.14A). Zum einen wurde ADH1 (Alcohol de-
hydrogenase 1, AT1G77120) als codierender Bereich eines Gens gewdhlt, ein intergenischer Abschnitt
von etwa 8 kb zwischen den Loci AT2G22620 und AT2G22630, sowie ein Abschnitt im Heterochro-
matin nahe des Centromers von Chromosom 3. Fiir den Abschnitt im Heterochromatin wurde ba-
sierend auf den Daten von Zhang et al. (2006) tiberpriift, dass es sich um einen Bereich mit hohem
Methylierungsgrad handelte. Fiir alle drei Loci wurden je drei Konstukte fiir gepaarte Nickasen
entworfen und kloniert, bei denen die Abstdnde der SSBs im Abstand von etwa 20, 50 oder 100 bp
induziert werden sollten (Abbildung 3.14B, Oligonukleotide SS186-55193 fiir ADH1, SS202-55209
intergenisch, 55212-55219 Heterochromatin). Zusatzlich wurden Zielsequenzen ausgewahlt, die in
den drei Loci in vergleichbaren Abstanden SSBs auf dem selben DNA-Strang einfiihren sollten (sie-
he Abschnitt 3.5.2, Oligonukleotide SS194-55201 fiir ADH1, SS204-55211 intergenisch, 55214-55221

Heterochromatin).

3.5.1 Induktion von SSBs auf beiden DNA-Stringen

Die entsprechenden Konstrukte wurden kloniert und stabil in A. thaliana Pflanzen transformiert.

Anschlieflend erfolgte eine Deep sequencing Analyse der Bereiche, in denen die SSBs induziert wer-
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{__intergenisch|

' Hetero-
chromatin

| ADH1

ADH1

5" —CCAGGAVGATCATGTGTTGCCGATCTTTACCGGAGAATGTGGGGAGTGTCGTCA’ITGCCACTC‘GSAGGAATCAAACATGTGTGATCTTCTCAGGATCAACACCGAGC‘GAGGAGGGATGATTCAC—3 '
3" —GGTCCTCTAGTACACAACGGCTAGAAAATGGCCTCTTACACCCCTCACAGCAGTAACGGATGAGCCTCCTTAGTT’Z‘GTACACACTAGAAGAGTCCTAGTTGTGGCTCGCATCCTCCCTACTAAGTG—5 '

v ————————————

intergenisch

51— TTTCATAGTAGGCCTTTGGCCGGCCCGTGAGTCCARGAAGAGGGTGTCTCCATTTGGACGATTTCTTTGTTGCGGTCCATAATTCATAAGCCGTATATTAGCATAGT TCATACTTACCCATAATTGG-3 "
3 *AAACTATCATCCGGAAACCGGCCGGGCACTCAGGTTCTATCTCCCACAGAGGTAAACCTGCTAAAGAAACAAACGCCAGGTATTAAGTATTCGGCATATAATCGTATCAAGTATGAATGGGTA;I‘TAACC*E) "

A —

Heterochromatin

5'-TTCTGTGAACACCACGAGATGGGACTCTCTCCAAGGTAGGAAATGTGACCGGCTGTACTCTTGCCATCATCAGGATCAACAT TGTGGTTGCTGTCACTATAGCCTACTAGCTTTGG-3"
3'-AAGACACTTGTGGTGCTCTACCCTGAGAGAGGTTCCATCCTTTACACTGGCCGACATGAGARACGGTAGTAGTCCTAGTTGTARCACCAACGACAGTGATATCGGATGATCGAAACC-5"
N N N

Abbildung 3.14: Auswahl von Loci und Planung von Zielsequenzen zur Analyse von gepaarten SSBs. A
ADH]1 diente beispielhaft als Abschnitt innerhalb eines Gens, auf Chromosom 2 konnte ein
intergenischer Abschnitt von etwa 8 kb identifiziert werden. Der dritte ausgewahlte Bereich
lag im Heterochromation am Centromer von Chromosom 3. B Es wurde jeweils 3 Paare an
sgRNA Zielsequenzen ausgewdhlt, durch die SSBs in Abstianden von etwa 20, 50 und 100 bp
verursacht werden sollten. Zusétzlich sind die Zielsequenzen markiert, die fiir die Induk-
tion von SSBs auf dem selben DNA-Strang ausgewéhlt wurden (blau). Im Fall von ADH1
wurde dann die sgRNA auf dem sense-Strang jeweils mit einer der blau markierten sgRNAs
kombiniert, fiir die beiden anderen Loci lagen die sgRNAs auf dem antisense-Strang

den sollten (Primer SS280-55282 / 55286 fiir ADH1, S5287-S5289 / SS5293 intergenisch, SS294-55296
/ 555300 Heterochromatin). Die erhaltenen, fiir die Analyse herangezogenen Read Anzahlen sind
in Abschnitt 8.5 aufgefiihrt.

Die Ergebnisse der Auswertung nach unterschiedlichen Mutationen pro Position sind in den Ab-
bildungen 3.15 bis 3.17 dargestellt. Auffallig ist dabei zunéchst die Tatsache, dass sich fiir einen
Abstand von 20 bp zwischen den SSBs nur in sehr geringem Mafs NHE] Ereignisse feststellen las-
sen. Die bestimmten Mutagenesefrequenzen liegen hier bei 2,2 % fiir ADH1, 6,1 % intergenisch und
1,3 % im Heterochromatin. Fiir den Abstand von 50 bp zeigen sich dhnliche Ergebnisse wie zuvor

ftir RTEL1 (Abschnitt 3.4). Die Frequenzen liegen hier bei 63,1 % (ADH1), 30,4 % (intergenisch) und
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27,7 % (Heterochromatin). Die Charakteristik der Verteilung von Mutationen dhnelt sich ebenfalls.
Im Bereich der Zielsequenzen der sgRNAs sind die meisten Mutationen zu finden, pro Position
handelt es sich hadufig im Deletionen. Bei 100 bp Abstand zwischen den SSBs bleiben die Frequen-
zen fiir den intergenischen Bereich mit 26,6 % und im Heterochromatin mit 30,5 % auf einem &hnli-
chen Niveau. Fiir ADH1 liegt die Frequenz noch einmal hoher bei 77 %. An der Verteilung entlang
der Sequenzen dndert sich wenig; die Maxima liegen in groflerem Abstand zueinander nach wie
vor im Bereich der sgRNAs, der iiberwiegende Anteil der Mutationen pro Position sind auch hier

Deletionen.

Die Grofienverteilung fiir Deletionen und Insertionen ist in Abbildung 3.18 dargestellt. Es zeigt
sich, dass vor allem die Grofie von Deletionen mit htherem Abstand der SSBs zunimmt. Besonders
auffillig ist bei ADH1 fiir den Abstand von 100 bp die Prasenz einer Deletion von 105 bp Grofe.
Diese macht 17,6 % aller Reads in diesem Datensatz aus. Die Besonderheit dieser Mutation wird in
Abschnitt 4.5.1 zusammen mit anderen Ereignissen eingehender diskutiert. Insertionen scheinen
beim Abstand der SSBs von 50 bp am hdufigsten aufzutreten, die Grofse liegt dabei meist unter

50 bp.

Die Betrachtung einzelner Insertionen ist fiir ADHI in Abbildung 3.19 dargestellt, die Daten fiir
die beiden weiteren Loci sind im Anhang zu finden (Abschnitt 8.5). Fiir die Darstellung wurden
aus den Datensdtzen jeweils die langsten Insertionen ausgewdhlt. Fiir die Distanz von 20 bp sind
keine Ergebnisse dargestellt, da zum einen die Frequenz an Mutationen insgesamt sehr gering war,
zum anderen wurde eine Mindestgrofie von 10 bp fiir Insertionen angesetzt, um den Ursprung der
Insertion sicher bestimmen zu kénnen. Diesem Kriterium entsprach keiner der Reads im Datensatz
fiir das Konstrukt ADH-020.

Passend zu den Ergebnissen im RTEL1 Locus (Abbildung 3.12) liefSen sich auch hier die Insertio-
nen der unmittelbaren Umgebung des Insertionsortes zuordnen. Letzterer lag stets zwischen den
beiden induzierten SSBs, allerdings nicht exakt an der Position der Schnittstelle der Cas9 Nickase.
Obwohl sich die insgesamte Lange der dargestellten Insertionen abhingig von der Distanz der SSBs
nicht unterschied, handelte es sich bei der geringeren Distanz in allen Fallen um mehrfache (in der
Regel dreifache) Insertion der nahezu selben Sequenz kiirzerer Lange. Im Fall von 100 nt Distanz

lag haufig die inserierte Sequenz nur einmal vor, dafiir wies diese eine grofiere Lange auf.
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0,74

== Substitutionen
= |nsertionen
0,6

== Deletionen

0,54

0,4+

relative Anzahl

0 DT o o e e 0 e e =
CAGCCAGGAGATCATGTGTTGCCGATCTTTACCGGAGAATGTGGGGAGTGTCGTCATTGCCACTCGGAGGAATCAAACATGTGTGATCTTCTCAGGATCAACACL!

GAGCGAGGAGGGATG

0,74

0,6

0,54

0,4+

relative Anzahl

ATCAAACATGTGTGATCTTCTCAGGATCAACACCGAGCGAGGAGGGATG

0,7+

0,4+

0,3

0,2+

0,14
0

CAGCCAGGAGATCATGTGTTGCCGATCTTTACCGGAGAATGTGGGGAGTGTCGTCATTGCCACTCGGAGGAATCARACATG!

relative Anzahl
1
10

GATCTTCTCAGGATCAACACCGAGCGAGGAGGGATG

Abbildung 3.15: Deep sequencing Analysen gepaarter SSBs in ADHI. Fiir den Abstand von 20 bp zwischen
den SSBs (erstes Diagramm) findet kaum Induktion von Mutationen statt. Fiir die Distanz
von 50 bp (zweites Diagramm) finden sich die meisten Mutationen im Bereich der Bindestel-
len der sgRNAs, es handlet sich zumeist um Deletionen. Auffallig fiir die Distanz von 100 bp
ist die Tatsache, dass die Frequenz mutierter Reads mit tiber 60 % deutlich hoher ausféllt als
bei den anderen beiden Loci.
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0,24

== Substitutionen

0,18 = nsertionen

0,16 == Deletionen

0,14

0,12+

relative Anzahl

0,14
0,08
0,06
0,04
0,02

o O e e e 0 o

GGCCTTTGGCCGGCCCGTGAGTCCAAGAAGAGGGTGTCTCCATTTGGACGATTTCTTTGTTGCGGTCCATAATTCATAAGCCGTATATTAGCATAGTTCATACTTACCCATAATTGGAAT

02
0,184
0,164
0,144

0,124

014 g = =

relative Anzahl

0,08

0,06+ - n

0,04+ -

0,02

GGCCTTTGGCCGGCCCGTGAGTCCAAGAAGAGGGTGTCTCCATTTGGACGATTTCTTTGTTGCGGTCCATAATTCATAAGCCGTATATTAGCATAGTTCATACTTACCCATAATTGGAAT

0,24
0,18

0,16+

0,14 i:zz | |
0,12- =1 TR = =

0,14

relative Anzahl
Il
I]
|
]

0,084

0,06+
0,04

0,02

GGCCTTTGGCCGGCCCGTGAGTCCAAGAAGAGGGTGTCTCCATTTGGACGATTTCTTTGTTGCGGTCCATAATTCATAAGCCGTATATTAGCATAGTTCATACTTACCCATAATTGGAAT

Abbildung 3.16: Deep sequencing Analysen gepaarter SSBs im intergenischen Bereich. Das Bild dhnelt im
Grundsatz dem fiir ADH]I, einzig die mit etwa 5 % etwas hohere Induktion von Mutationen
bei der Distanz von 20 bp féllt hier deutlich auf.
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0,25+

== Substitutionen

= Insertionen

0,2 4 == Deletionen

0,154

relative Anzahl

0,14

0,054

0 e T T T T T T T T ey
TGTGAACACCACGAGATGGGACTCTCTCCAAGGTAGGAAATGTGACCGGCTGTACTCTTGCCATCATCAGGATCAACATTGTGGTTGCTGTCACTATAGCCTACTAGCTTTGGTATCTTT

0,25+

0,24

0,154

relative Anzahl

0,14

0,054

GCTGTACTCTTGCCATCATCAGGATCAACATTGTGGTTGCTG

ACTATAGCCTACTAGCTTTGGTATCTTT

0,25+

0,15 =

relative Anzahl
I

0,14

0,054

TGTGAACACCACGAGATGGGACTCTCTCCAAGGTAGGAAATGTGACCGGCTGTACTCTTGCCATCATCAGGATCAACATTGTGGTTGCTGTCACTATAGCCTACTAGCTTTGGTA

CTTT

Abbildung 3.17: Deep sequencing Analysen gepaarter SSBs im Heterochromatin. Auch hier gibt es beim ge-
ringsten Abstand kaum Mutationen, die hoheren Distanzen zeigen insgesamt eine vergleich-
bare Mutagenesefrequenz, wobei der betroffene Bereich mit der Distanz der sgRNA Zielse-
quenzen zueinander korreliert.
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Abbildung 3.18: Grofien von Mutationen nach gepaarten SSBs auf beiden DNA-Striangen. Mit steigendem
Abstand der SSBs steigt vor allem die Grofie von Deletionen. Insertionen treten vor allem
beim Abstand von 50 bp auf und erreichen dann in der Regel Grofien von bis zu 50 nt. Die
stark tiberreprésentierte Fraktion von Deletionen > 100 bp in ADH1 wird in Abschnitt 4.5.1

diskutiert.

3.5.2 Induktion von SSBs auf dem selben DNA-Strang

Die fiir die Induktion von SSBs auf dem selben DNA-Strang ausgewéhlten sgRNAs Zielsequenzen
wurden entsprechend kloniert und in A. thaliana eintransformiert. Erhaltene Primértransformanten

wurden der Deep sequencing Analyse unterzogen, die Ergebnisse gibt Tabelle 3.1 wieder (Primer
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ADH1_Referenz
50 bp Distanz
Read ID

JN35DQI01D0OG30

JN35DQI01AZAIW

JN35DQI01B2FOM

JN35DQI01C2APR

JN35DQI01CFVET

JN35DQI01BRKZS

JN35DQI01C3LKC

JN35DQI01DOXSR

JN35DQI01EOD3Q

JN35DQI01EOD3Q

100 bp Distanz
JN35DQI01DEUZW

JN35DQI01C8R3P
JN35DQI01CU3D3
JN35DQI01E1UPD
JN35DQI01A6TON
JN35DQI01BRO81
JN35DQIO1ENORY
JN35DQI01DSV29
JN35DQI01DPPLS

JN35DQI01CDVKS

v
CAGGAGATCATGTGTTGCCGATCTTTACCGGAGAATGTGGGGAGTGTCGTCATTGCs&cTCGGAGGAATCAAACATGTGTGATCTTCTCAGGATCAACACCGAGCG%EGAGGGATG

CAGGAGATCATGTGTTGCCGATCTTTACCGGAGAATGT *GGGGAGTGTCGTCATTGCCACTCGGAGGAATCAAACATGTGTGATCTTCTCAGGATCAACACCGAGCGAGGAGGGATG
GTTGCCGATCTTTACCGGAGAATGT-GGGGAGTGTCGTCATT
TTACCGGAGAATGTGGGGAGTGT
GTTGCCGATCTTTACCGGAGAATGTGGGGAGTGT

CAGGAGATCATGTGTT*GCCGATCTTTACCGGAGAATGTGGGGAGTGTCGTCATTGCCACTCGGAGGAATCAAACATGTGTGATCTTCTCAGGATCAACACCGAGCGAGGAGGGATG
CCGATCTTTACCGGAGAATGTGGGGAGT
CGATCTTTACCGGAGAATGTGGGGAGTGTCG
CCGATCTTTACCGGAGAATGTGGGGAGTGTCG

CAGGAGATCATGTGTTGCCGATCTTTACCGGAGAATGTGGGGAGTTGC*GTCATTGCCACTCGGAGGAATCAAACATGTGTGATCTTCTCAGGATCAACACCGAGCGAGGAGGGATG
GTTGC
CGATCTTTACCGGAGAATGTGGGGAGTTGC
CGATCTTTACCGGAGAATGTGGGGAGTTGC
CGATCTTTACCGGAGAATGGTGGGGA

CAGGAGATCATGTGTTGCCGATCTTTACCGGAGAATGTGGGGAGTGTCGTC*ATTGCCACTCGGAGGAATCARACATGTGTGATCTTCTCAGGATCAACACCGAGCGAGGAGGGATG
ACTTTACCGGAGAATGTGGGGAGTGTCG
ATCTTTACCGGAGAATGTGGGGAGTGTCGTC
ACTTTACCGGAGAATGTGGGGAGTGTCGTC

CAGGAGATCATGTGTTGCCGATCTTTACCGGAGAATGTGGGGAGTGTCGTCATTG*CCACTCGGAGGAATCARACATGTGTGATCTTCTCAGGATCAACACCGAGCGAGGAGGGATG
TTACCGGAGAATGTG
TTGCCG
ATCTTTACCGGAGAATGTGGGGAGTGTCGTCATTG
TTACCGGAGAATGTGGGGAGTGTCGTCATTG

CAGGAGATCATGTGTTGCCGATCTTTACCGGAGAATGTGGGGAGTGTCGTCATT*GCCACTCGGAGGAATCARACATGTGTGATCTTCTCAGGATCAACACCGAGCGAGGAGGGATG
TACCGGAGAATGTGGGGAGTGTCGT
TACCGGAGAATGTGGGGAGTGTCGTCATT
TACCGGAGAATGTGGGGAGTGTCGTCATT

CAGGAGATCATGTGTTGCCGATCTTTACCGGAGAATGTGGGGAGTGTCGT *CATTGCCACTCGGAGGAATCAAACATGTGTGATCTTCTCAGGATCAACACCGAGCGAGGAGGGATG
TTTTACCGGAGAATGTG
TGTTGCCGATCTTTACCGGAGAATGTGGGGAGTGTCGT
TTTTACCGGAGAATGT-GGGAGTGTCGT

CAGGAGATCATGTGTTGCCGATCTTTACCGGAGAATGTGGGGAGTGTCGT*CATTGCCACTCGGAGGAATCAAACATGTGTGATCTTCTCAGGATCAACACCGAGCGAGGAGGGATG
TTACCGGAGAATGTGGGGAGTGTCG
GCAATTTACCGGAGAATGTGGGGAGTGTCGT
TTACCGGAGAATGTGGGGAGTGTCGT

CAGGAGATCATGTGTTGCCGATCTTTACCGGAGAATGTGGGGAGTGTC*GTCATTGCCACTCGGAGGAATCAAACATGTGTGATCTTCTCAGGATCAACACCGAGCGAGGAGGGATG
CGATCTTTACCGGAGAATGTGCCGA
TCTTTACCGGAGAATGTGGGGAGTGTC
GATCTTTACCGGAGAATGTGGGGAGTGTC

CAGGAGATCATGTGTTGCCGATCTTTACCGGAGAATGTGGGGAGTGTC*GTCATTGCCACTCGGAGGAATCARACATGTGTGATCTTCTCAGGATCAACACCGAGCGAGGAGGGATG
CGATCTTTACCGGAGAATGTG
CCGATCTTTACCGGAGAATGTG
GGGAGTGTC
GATCTTTACCGGAGAATGTGGGGAGTGTC

CAGGAGATCATGTGTTGCCGATCTTTACCGGAGAATGTGGGGAGTGTCGTCATTGCCACTCGGAGGAATCARACATGTGTGATCTTCTC*AGGATCAACACCGAGCGAGGAGGGATG
TTTACCGGAGAATGTGGGGAGTGTCGTCATTGCCACTCGGAGGAATCARACATGTGTGATCTTCTC
CAGGAGATCATGTGTTGCCGATCTTTACCGGAGAATGTGGGGAGTGTCGTCATTGCCACTCGGAGGAATCARACATGTGTGATC*TTCTCAGGATCAACACCGAGCGAGGAGGGATG
CGATCTTTACCGGAGAATGTGGGGAGTGTCGTCATTGCCACTCGGAGGAATCARACATGTGTGATC
CAGGAGATCATGTGTTGCCGATCTTTACCGGAGAATGTGGGGAGTGTCGTCATTGCCACTCGGAGGAATCARACATGTGTGATCTTCTCAGGATC*AACACCGAGCGAGGAGGGATG
TTTACCGGAGAATGTGGGGAGTGTCGTCATTGCCACTCGGAGGAATCARACATGTGTGATCTTCTCAGGATC
CAGGAGATCATGTGTTGCCGATCTTTACCGGAGAATGTGGGGAGTGTCGTCATTGCCACTCGGAGGAATCARACATGTGTGATCTT*CTCAGGATCAACACCGAGCGAGGAGGGATG
TACCGGAGAATGTGGGGAGTGTCGTCATTGCCACTCGGAGGAATCARACATGTGTGATCTT
CAGGAGATCATGTGTTGCCGATCTTTACCGGAGAATGTGGGGAGTGTCGTCATTGCCACTCGGAGGAATCAAACATGTGTGATCTT*CTCAGGATCAACACCGAGCGAGGAGGGATG
TTACCGGAGAATGTGGGGAGTGTCGTCATTGCCACTCGGAGGAATCAAACATGTGTGATCTT
CAGGAGATCATGTGTTGCCGATCTTTACCGGAGAATGTGGGGAGTGTCGTCATTGCCACTCGGAGGAATCAAACATGTGTGATCTTC*TCAGGATCAACACCGAGCGAGGAGGGATG
CGATCTTTACCGGAGAATGTGGGGAGTGTCGTCATTGCCACTCGGAGGAATCAAACATGTGTGATCTTC
CAGGAGATCATGTGTTGCCGATCTTTACCGGAGAATGTGGGGAGTGTCGTCATTGCCACTCGGAGGAATCARACATGTGTGATCTTCTCAGG*ATCAACACCGAGCGAGGAGGGATG
TATCTTTACCGGAGAATGTGGGGAGTGTCGTCATTGCCACTCGGAGGAATCARACATGTGTGATCTTCTCAGG
CAGGAGATCATGTGTTGCCGATCTTTACCGGAGAATGTGGGGAGTGTCGTCATTGCCACTCGGAGGAATCARACATGTGTGATCTT*CTCAGGATCAACACCGAGCGAGGAGGGATG
GTTGATCCGATCTTTACCGGAGAATGTGGGGAGTGTCGTCATTGCCACTCGGAGGAATCAAACATGTGTGATCTT
CAGGAGATCATGTGTTGCCGATCTTTACCGGAGAATGTGGGGAGTGTCGTCATTGCCACTCGGAGGAATCARACATGTGTGATCTTCTCAG*GATCAACACCGAGCGAGGAGGGATG
TTGCCGATCTTTACCGGAGAATGTGGGGAGTGTCGTCATTGCCACTCGGAGGAATCARACATGTGTGATCTTCTCAG

CAGGAGATCATGTGTTGCCGATCTTTACCGGAGAATGTGGGG-AGTGTCGTCATTGCCACTCGGAGGAATCARACATGTGTGATCTTCTC*AGGATCAACACCGAGCGAGGAGGGATG
GTTGCCGATCTTTACCGGAGAATGTGGGGGAGTGTCGTCATTGCCACTCGGAGGAATCAARACATGTGTGATCTTCTC
TGTGGGG-AGTGTCGTCATTGCCACTCGGAGGAATCARACATGTGTGATCTTCTC-AGGATCAA

Abbildung 3.19: Insertionen fiir die Konstrukte ADH-050 und ADH-0100. Der Ort der Insertion ist jeweils

markiert (*), die inserierte Sequenz ist darunter ihrem passenden Ursprung zugeordnet. Zei-
lenumbriiche bedeuten eine Fortsetzung der Insertion mit einer weiteren Duplikation, die
wiederum ihrem Ursprung zugeordnet ist. In allen Fallen lasst sich der Ursprung der Inserti-
on auf die unmittelbare Umgebung des Insertionsortes bestimmen. Im Fall der kiirzeren Di-
stanz zwischen den SSBs ist die Lange der Duplikation geringer, allerdings sind dann immer
mehrere Wiederholungen der gleichen oder nahezu gleichen Sequenz inseriert. Bei 100 bp
Abstand ist dies nur einmal der Fall, dafiir sind die duplizierten Abschnitte entsprechend
langer.
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56283-55286 fiir ADH1, S5290-55293 intergenisch, S5297-555300 Heterochromatin).

Insgesamt lagen kaum Veranderungen vor, fiir fast alle Konstrukte liegen die Anzahlen von sowohl
Deletionen als auch Insertionen unter 1 % und in fast allen Fillen zeigen sich minimal mehr Dele-
tionen als Insertionen. Lediglich der Wert fiir die Deletionen beim Konstrukt Int-s20, also SSBs im

intergenischen Bereich im Abstand von 20 bp, liegt mit tiber 4 % etwas hoher.

Tabelle 3.1: Deep sequencing Ergebnisse von gepaarten SSBs auf einem DNA-Strang. Angegeben sind je-
weils die Werte nach Filterung und Auswertung durch CRISPResso.

Konstrukt Reads % Deletion % Insertion

ADH-s20 13.462 <0,01 0,25
ADH-s50 12.392 0,62 0,23
ADH-s100 10.654 0,65 0,28
Int-s20 19.613 4,36 0,48
Int-s50 12.786 0,12 0,27
Int-s100  19.379 044 04
Het-s20 12.697 0,41 0,19
Het-s50 14.794 0,32 0,23
Het-s100 17.818 <0,01 041

Eine reprasentative Auswahl grofler Deletionen in ADH1 ist in Abbildung 3.20 dargestellt, fiir die
beiden anderen Loci ist die Darstellung im Anhang zu finden (Abschnitt 8.5). Insgesamt sieht das
Bild dhnlich aus, wie bei der Induktion von SSBs auf beiden DNA-Strangen. Mit grofSerem Abstand
der SSBs lagen auch groflere Deletionen vor, positioniert sind sie immer im Bereich der sgRNA Ziel-
sequenzen. Dennoch waren Verdnderungen grundsétzlich selten zu beobachten (siehe Tabelle 3.1),

die meisten Reads wiesen keine Mutation auf.

ADH1-Referenz  AGGAGTGACTGATCTTCAGCCAGGAG CGATCTTTACCGGAGA: GTCATTGCCACTCG ARAC TTCTCAGGATCAACACCGAGCE TCACGATGG

20 bp Distanz

TGTGATCTTCTCAGGATCAACACCGA(
GTGATCTTCTCAGGATCAACACCGA
GTGATCTTCTCAGGATCAACACCGAGCGAG

50 bp Distanz

IN35DX

GATCTTCAGCCAGGA
TCTTC
TCTTCAGCCAGGA

AELSP

ACCGGAGAARTG

SAATCAAACATGTGTGATC

TCAACACCGAGCG
AR- AT-

GAATCAAACATGTGTGATCTTCTCAGGATCAACACCGAGCGAGGAGGGATGATTCAC

Abbildung 3.20: Deletionen fiir SSBs auf einem DNA-Strang in ADH1. Es zeigen sich insgesamt wenig De-
letionen, die Grofle korreliert jedoch mit dem Abstand der SSBs. Die Deletionen tauchen im
Bereich der induzierten SSBs auf.

Um die Identitdt einzelner Insertionen zu iiberpriifen, wurden die Reads mit den lingsten Insertio-
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nen aus den Datensatzen extrahiert und im Detail betrachtet (Abbildung 3.21). Zwar handelt es sich
insgesamt um extrem wenig Ereignisse, die eine grofle Insertion tragen, dennoch lassen sich einzel-
ne Reads identifizieren und darstellen. Das Bild ist dabei dhnlich wie bei Insertionen nach SSBs auf
beiden DNA-Strangen. Es kam immer zu Duplikationen, meist direkt der benachbarten Sequenz.
In zwei Féllen stammte die Sequenz der Insertion auch von einem weiter entfernt liegenden Ab-
schnitt, allerdings immernoch in der direkten Nédhe des Insertionsortes und den induzierten SSBs.

Eine eingehendere Diskussion der Entstehung dieser Ereignisse folgt in Abschnitt 4.5.1.
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ADHl1-Referenz
Read ID

20 bp Distanz
JN35DQI01C1B5N

50 bp
JN35DQI01CM67K

100 bp
JN35DQI01D23FE

Int.-Referenz
20 bp Distanz
JN35DQI01CN686
JN35DQI01BHNOE
JN35DQI01EOQAE
JN35DQI01CWRDF
JN35DQI01DY087

50 bp
JN35DQI01D5FDN

Het.-Referenz

20 bp Distanz
JN35DQI01CJILLB

CTTCAGCCAGGibATCALbLbLlbLLbAlclliACCGGAGAALbL GTGTCGTCATTGCCACTebGAGGAATCAAACATGTGTGATCTTCTCAGGATCAACACCGAGdEAGGAGGGATGATTCACGAT

CTTCAGCCAGGAGATCATGTGTTGCCGATCTTTACCGGAGAATGTGGGGAGTGTCG*TCATTGCCACTCGGAGGAATCARACATGTGTGATCTTCTCAGGATCAACACCGAGCGAGGAGGGATGATTCACGAT
AATGTGGGGAGTGTCG

CTTCAGCCAGGAGATCATGTGTTGCCGATCTTTACCGGAGAAT*GTGGGGAGTGTCGTCATTGCCACTCGGAGGAATCAAACATGTGTGATCTTCTCAGGATCAACACCGAGCGAGGAGGGATGATTCACGAT
TTACCGGAGAAT

CTTCAGCCAGGAGATCATGTGTTGCCGATCTT*TACCGGAGAATGTGGGGAGTGTCGTCATTGCCACTCGGAGGAATCAAACATGTGTGATCTTCTCAGGATCAACACCGAGCGAGGAGGGATGATTCACGAT
GATCATGTGTTGCCGATCTT

AAGTATCTGGTAATGCCTAATCACAACAGTATGTTTCATAGTAGGCCTTTGGCCGGCCCGTGAGTCCAAGAAGAGGGTGTCTCCATTTGGACGATTTCTTTGT TGCGGTCCATAATTCATAAGCCGTATATTAGCATAGTTCATACTTACCCATAATTGGAA

AAGTATCTGGTAATGCCTAATCACAACAGTATGTTTCATAGTAGGCCTTTGGCCGGCCCGTGAGTCCARGAA*GAGGGTGTCTCCATTTGGACGATTTCTTTGTTGCGGTCCATAATTCATAAGCCGTATATTAGCATAGTTCATACTTACCCATAATTGGAA
GAGGGTGTCTCCATTTGGACGA
CCCGTGAGTCCAAGAA
AAGTATCTGGTAATGCCTAATCACAACAGTATGTTTCATAGTAGGCCTTTGGCCGGCCCGTGAGTCCAAGAAGAGGGTGTCTCCATTTGGACGATTTCT*TTGTTGCGGTCCATAATTCATAAGCCGTATATTAGCATAGTTCATACTTACCCATAATTGGAA
GAGTCCAAGAAGAGGGTGTCTCCATTTGGACGATTTCT
AAGTATCTGGTAATGCCTAATCACAACAGTATGTTTCATAGTAGGCCTTTGGCCGGCCCGTGAGTCCAAGAAGAGGGTGTCTCCATTTGGACGATTTCTTTGTTGCGGTCCATAATTCAT*AAGCCGTATATTAGCATAGTTCATACTTACCCATAATTGGAA
TTGGACGATTTCTTTGTTGCGGTCCATAATTCAT

AAGTATCTGGTAATGCCTAATCACAACAGTATGTTTCATAGTAGGCCTTTGGCCGGCCCGTGAGTCCAA-——————— *TGTCTCCATTTGGACGATTTCTTTGTTGCGGTCCATAATTCATAAGCCGTATATTAGCATAGTTCATACTTACCCATARTTGGAA
AGTATCTGGTAATGCCTAATCACAACAGTA
AAGTATCTGGTAATGCCTAATCACAACAGTATGTTTCATAGTAGGCCTTTGGCCGGCCCGTGA-——————— *AGAGGGTGTCTCCATTTGGACGATTTCTTTGTTGCGGTCCATAATTCATAAGCCGTATATTAGCATAGTTCATACTTACCCATAATTGGAA

CGATTTCTTTGTTGCGGTCCATAATTCAT
AAGTATCTGGTAATGCCTAATCACAACAGTATGTTTCATAGTAGGCCTTTGGCCGGCCCGTGAGTCCARGAAGAGGGTGTCTCCATTTGGACGAT*TTCTTTGTTGCGGTCCATAATTCATAAGCCGTATATTAGCATAGTTCATACTTACCCATAATTGGAA
GAGTCCAAGAAGAGGGTGTCTCCATTTGGACGAT

TTGTTTCTTGTTTCTGTGAACACCACGQFATGGGACTCTCTCCA%FGTAGGAAATGTGACCGGCTGTACTCTTGCCATqPTCAGGATCAACATTGTGGTTGCTGTCACTATAGCCTACTAqFTTTGGTATCTTT

TTGTTTCTTGTTTCTGTGAACACCACGAGATGGGACTCTCTCCAAGGTAGGAAATG*TGACCGGCTGTACTCTTGCCATCATCAGGATCAACATTGTGGTTGCTGTCACTATAGCCTACTAGCTTTGGTATCTTT
GGACTCTCTCCAAGGTAGGAAATG

Abbildung 3.21: Alignment der grofiten Insertionen nach gepaarten SSBs auf einem DNA-Strang. Fiir die jeweiligen Konstrukte sind alle Reads mit Inser-

tionen von mehr als 10 bp dargestellt. In der Referenzsequenz sind die Zielsequenzen (inklusive PAM) markiert. Im Read ist die Position der
Insertion markiert (*), die inserierte Sequenz ist jeweils darunter angegeben, passend zu dem Sequenzabschnitt, mit dem sie tibereinstimmt.
In allen Féllen hat die Insertion ihren Usrprung in der umittelbaren oder naheren Umgebung. In zwei Fillen liegt zusétzlich eine kurze
Deletion vor.
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Diskussion

4 Diskussion

4.1 Etablierung eines CRISPR/Cas Systems in Arabidopsis thaliana

Die Moglichkeit von prazisen, zielgerichteten Verdnderungen des Genoms begann zwar bereits in
den 1990er Jahren mit dem ersten erfolgreichen Einsatz von I-Scel in Tabak (Puchta et al., 1993),
jedoch erst durch die Entwicklung der synthetischen Nukleasen war es moglich, auch gezielt en-
dogene Loci zu manipulieren (Ubersichten in Voytas, 2013; Puchta & Fauser, 2014). Auch wenn
ZFNs bis heute zum Einsatz kommen, wurde der Einsatz synthetischer Nukleasen erst durch die
Entwicklung der TALENs und die Moglichkeit, diese einfach und kostengiinstig in grofler Zahl
herzustellen, einer breiten Masse zuganglich (Mahfouz ef al., 2011; Cermak et al., 2011). Dies wurde
vor allem dadurch begtinstigt, dass sich neue Nukleasen automatisiert bioinformatisch entwerfen
lieflen, und ein wesentlicher Teil der bei ZFNs notigen Aktivitatstests entfiel.

Den jiingsten Fortschritt im Bereich der synthetischen Nukleasen stellt die Entdeckung und Ent-
schliisselung des bakteriellen CRISPR/Cas Systems dar (Jinek ef al., 2012). Bereits kurz nach der in
vitro Charakterisierung des moleklularen Mechanismus der Nuklease Cas9 konnte gezeigt werden,
dass sich das System auch in menschlichen Zellen zur Induktion von Mutationen und HR einset-
zen ldsst (Cong et al., 2013; Mali et al., 2013b). Mafigeblich fiir den Erfolg von CRISPR/Cas basierten
Systemen ist zum einen der einfache Aufbau: Statt eines kiinstlichen Fusionsproteins wie bei ZFNs
und TALENSs bestehen CRISPR/Cas basierte Nukleasen aus dem natiirlichen Protein Cas9 und der
chiméren sgRNA. Dabei muss keine Verdnderung des Proteins erfolgen, um die Nuklease auf eine
neue Zielsequenz einzustellen. Anders als bei ZFNs und TALENS, bei denen durch teils aufwandi-
ge Klonierungen die DBD innerhalb des Proteins angepasst werden muss, wird die Spezifitit von
Cas9 einzig durch die sgRNA vermittelt. Da es sich hierbei um eine Zielerkennung durch direkte
Basenpaarung handelt, kommt es auch nicht zu Positionseffekten oder anderen Interferenzen wie
sie vor allem bei ZFNs, in geringem Ausmafs auch bei TALENs eine Rolle spielen. Damit gibt es
bis auf die Prasenz des korrekten PAM auch keine direkten Vorraussetzungen fiir die Zielsequenz
der sgRNA. Tatsdchlich wurde in der vorliegenden Arbeit zu keiner Zeit eine Software oder Daten-
bank benutzt, die eine Auswahl der Zielsequenz vornimmt. Die gewé&hlten Zielsequenzen wurden
grundsétzlich nur nach ihrer korrekten Lage zu einem PAM ausgesucht und zeigen trotzdem alle-

samt entsprechende Aktivitat. Weiterhin gestaltet sich auch die Klonierung von sgRNAs denkbar
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einfach, miissen doch lediglich zwei passende Oligonukleotide eingesetzt werden, die durch einfa-
che Ligation das Expressionsystem fiir eine sgRNA komplettieren.

Der zweite Grund fiir den Erfolg von Cas9-basierten Nukleasen ist die hohe Zahl an Organismen,
in denen das System funktioniert. Zwar handelt es sich um ein System, das seinen Usrprung in
Bakterien und Archeen hat, jedoch wurde es auch in den verschiedensten eukaryotischen Organis-
men erfolgreich angewendet (DiCarlo et al., 2013; Friedland et al., 2013; Gratz et al., 2013; Shen et al.,
2013). Mitte 2013 wurden die ersten Studien verdffentlicht, die auch die Anwendung in Pflanzen
dokumentierten (Li et al., 2013; Nekrasov et al., 2013; Shan ef al., 2013) und auch hier wurde das

Anwendungsspektrum rasch auf zahlreiche Pflanzenspezies ausgeweitet.

Das in dieser Arbeit verwendete CRISPR/Cas System basiert auf einer fiir A. thaliana Codon-
optimierten Version von Cas9 unter der Kontrolle eines konstitutiven pflanzlichen Expressions-
systems (Fauser et al., 2014). Die Wahl des Expressionssystems spielt fiir den Einsatz in Pflanzen
eine wichtige Rolle. Um eine hohe Rate an DSB Induktion zu erhalten, muss eine hohe Expressi-
on gewdahrleistet sein (Duda et al., 2014). Héufig wird fiir eine konstitutive Expression heterologer
Proteine in Pflanzen der 355 Promotor des Cauliflower mosaic virus eingesetzt. Dieser wurde auch in
mehreren Studien fiir die Expression von Cas9 benutzt (Feng ef al., 2014; Zhang et al., 2014; Brooks
et al., 2014; Xing et al., 2014). Allerdings ist fiir diesen Promotor bekannt, dass er auch in Bakterien
exprimiert wird (Assaad & Signer, 1990). Im Fall von Cas9 scheint eine Kontrolle durch den 35S
Promotor nicht optimal zu sein, da es offenbar zu toxischen Effekten wihrend der Kultur der zur
Pflanzentransformation benutzten Agrobakterien kommen kann (Zhou et al., 2014). Eine Losung
fuir diesen Umstand kann neben der in dieser Arbeit gewahlten Benutzung eines anderen Promo-
tors auch das Einfithren eines pflanzlichen Introns in den Cas9 ORF darstellen (Li et al., 2013)

Die zweite Komponente des verwendeten CRISPR/Cas Systems, die sgRNA, wird im hier beschrie-
benen System vom U6-26 Promotor von A. thaliana kontrolliert. Diese Klasse von Promotoren re-
krutiert zur Transkription RNA Polymerase III, deren Aufgabe die Expression von kurzen RNAs
ist. Der gewéahlte U6-26 Promotor zeigte in Expressionsanalysen durch Li et al. (2007) die hochste
Expression der dort analysierten U6-Promotoren. In den Konstrukten anderer Arbeitsgruppen ka-
men auch U6-1 von A. thaliana, U6.1 und 2 von Reis oder die eng verwandten U3-Promotoren mit

meist vergleichbarem Erfolg zum Einsatz (Li et al., 2013; Zhou et al., 2014; Ma et al., 2015).
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Fiir eine einfache und schnelle Herstellung von Cas9 Konstrukten wurden in dieser Arbeit meh-
rere Varianten kloniert. Zum einen wurde ein Gateway-basiertes Klonierungsystem erstellt, das die
Klonierung einer neuen Nuklease innerhalb einer Woche in zwei effizienten Klonierungsschritten
ermoglicht. Daneben wurden die beiden Cas9 Nickasen D10A und H840A im gleichen Vektorsys-
tem etabliert, sodass auch hier eine schnelle Herstellung von Konstrukten moglich ist. Basierend auf
den Nickase-Konstrukten wurde das Klonierungsystem dahingehend erweitert, dass die Produk-
tion von gepaarten Nickasen zur Induktion von koordinierten SSBs moglich wurde. Dazu wurde
lediglich ein weiterer Klonierungsschritt in den Ablauf integriert. Die hier beschriebenen Vekto-
ren finden bereits in weltweit {iber 160 Arbeitsgruppen vor allem als Werkzeug zur zielgerichteten

Mutagenese Verwendung.

4.2 Analyse von NHEJ als Folge von DSBs und SSBs

Um eine umfassende Aussage iiber die moglichen Ergebnisse von NHE] induzierter Mutagenese
zu erhalten, wurde ein Amplicon deep sequencing mittels NGS durchgefiihrt. Dabei fiel die Wahl der
Sequenziertechnologie auf Roche 454. Grund dafiir ist die Tatsache, dass diese Technologie eine
grofse Leseweite von 400 - 500 bp pro Read bietet (Frey et al., 2014). Dies war fiir die beschriebenen
Versuche von grofier Bedeutung, da im Vorfeld nur sehr beschrankt Aussagen tiber die zu erwar-
tenden Mutationen gemacht werden konnten. Vergleichbare Analysen lagen zu diesem Zeipunkt
nur fir andere Organismen vor (Mali ef al., 2013b). Im Fall sehr grofler Insertionen oder auch De-
letionen hétten diese mit kiirzeren Leseweiten, wie sie beispielsweise die HiSeq-Technologie von
[llumina bietet, unter Umstanden nicht detektiert werden konnen. Ebenfalls von grofier Bedeutung
bei der Auswahl der Plattform war die geringe Fehlerrate von 454 in einzelnen Reads, um auch sehr
gering reprédsentierte Mutationen detektieren zu konnen.

Die Induktion von NHE] durch die hier verwendete Cas9 Nuklease fiihrte in den meisten Fillen
zur Insertion eines Basenpaars 3 bp entfernt des PAM. Damit entspricht die Position der detektier-
ten Mutationen der exakten Stelle, an welcher der DSB durch Cas9 induziert wird (Jinek et al., 2012).
Auch Deletionen sollten an dieser Position am haufigsten auftreten, werden aber durch die Aus-
wertung bedingt ein bis zwei bp weiter entfernt abgebildet, da sich die DSB-Induktion innerhalb
eines Tripletts aus Guaninen abspielt, und hier entsprechend eine falsche Anpassung der Reads

ablaufen kann. Die Grofie der Mutationen umfasst in den allermeisten Féillen nur ein bp, haufig
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sind es Insertionen. Diese Beobachtung weicht von den Ergebnissen mit anderen sequenzspezifi-
schen Nukleasen ab. Fiir ZFNs und TALENs wurden in Pflanzen héufiger Deletionen mehrerer bp
beobachtet (de Pater et al., 2009; Cermak et al., 2011). Der Unterschied liegt wahrscheinlich darin
begriindet, dass diese Nukleasen durch die Architektur als Dimer einen versetzten Schnitt in die
DNA einfiihren, also an den freien Enden Uberhinge entstehen. Diese unterliegen offenbar einer
starkeren Prozessierung der zelleigenen Reparaturproteine, sodass es haufiger zur Ausbildung von
Mikrohomologien kommen kann, was in der Folge zu aNHE] und damit einhergehenden Deletio-
nen fiihrt (siehe Abschnitt 1.1.1). Im Gegensatz dazu fiihrt Cas9 keinen versetzten Schnitt durch,
stattdessen hinterldsst es Enden ohne Uberhénge an der Schnittstelle. Diese scheinen weniger pro-
zessiert zu werden, sodass die entstehenden Mutationen kleiner ausfallen.

Die erhaltenen Ergebnisse konnen auch durch weitere Studien bestétigt werden. Feng et al. (2014)
identifizierten in A. thaliana ebenfalls 1 bp Insertionen als hdufigste Form der Cas9-inuzierten Muta-
genese. Die gleiche Arbeitsgruppe konnte dieses Muster auch in Reis bestitigen (Zhang et al., 2014).
Auch in anderen Organismen sind die Ergebnisse dahingehend vergleichbar, etwa in menschlicher
Zellkultur (Mali et al., 2013b), Mausen (Weber et al., 2015) oder Affen (Niu et al., 2014).
Zusammenfassend handelt es sich bei der hier verwendeten Cas9 Nuklease um ein hoch effizien-
tes System zur zielgerichteten Mutagenese. Die erhaltenen Mutationen, die haufig 1 bp Insertio-
nen oder Deletionen darstellen, sorgen fiir eine Verschiebung des Leserahmens und damit fiir den
Knock-out des betroffenen Gens (Fauser ef al., 2014). In Pflanzen kénnen die in somatischem Gewe-
be entstandenen Mutationen in die Keimbahn eingehen, und werden so in die nachste Generation
vererbt, was das System auch fiir die gezielte Ziichtung neuer Pflanzensorten interessant macht

(Ubersicht in Schaeffer & Nakata, 2015).

Neben der Untersuchung von NHE] durch DSBs wurde in dieser Arbeit auch eine Cas9 Nickase
in Bezug auf NHE] untersucht. Dabei konnten keine Hinweise auf eine Mutagenese im Bereich der
Zielsequenz der sgRNA festgestellt werden. Zwar lassen sich einzelne Reads im Datensatz finden,
die eine Mutation aufweisen, doch sind diese sehr wahrscheinlich nur durch Sequenzierfehler ent-
standen. Es wird angenommen, dass SSBs in pflanzlichem Gewebe in der Regel mit hoher Prazision
repariert werden, da der zweite, intakte DNA-Strang direkt zur Reparatur genutzt werden kann.
Die genauen Mechanismen dabei sind zwar noch nicht ergriindet, als wahrscheinlich gilt die Betei-

ligung von Basenexzisionsreparatur (BER), die bespielsweise auch fiir die Reparatur von Schiaden
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durch UV-Licht verantwortlich ist (Ubersicht in Gill et al., 2015).

Das hier erhaltene Ergebnis stimmt im Wesentlichen mit den Ergebnissen in anderen Organismen
tiberein. Experimente mit Cas9-D10A in menschlichen Zellen zeigten jedoch, dass NHE] zwar stark
reduziert, jedoch nicht komplett unterdriickt ist (Mali et al., 2013b; Li et al., 2014). Fur Pflanzen stel-
len die hier gezeigten Ergebnisse die ersten und aktuell einzigen Daten in diesem Zusammenhang
dar. Der Unterschied kann mehrere Griinde haben, etwa verschiedene Enzymaktivitdten zwischen
dem fiir Menschen Codon-optimierten hCas9 und dem hier verwendeten Cas9 fiir A. thaliana, oder
auch mechanistische Unterschiede in der Reparatur der SSBs, die in Pflanzen moglicherweise pra-
ziser ablauft. Fiir letzteres spricht, dass auch mit anderen SSB induzierenden Enzymen in mensch-

lichen Zellen ein geringes Mafl an NHE] nachgewiesen werden konnte (Certo et al., 2011).

4.3 Induktion von HR durch Cas9-vermittelte DSBs und SSBs

Durch den Einsatz in geeigneten HR Reporterlinien wurde in der vorliegenden Arbeit die Induk-
tion von HR durch Cas9 nachgewiesen. Die beiden verwendeten Reporter zeigen DSB Reparatur
durch SSA beziehungsweise SDSA an. Die Cas9 Nuklease war in vergleichbarem Maf$ wie I-Scel in
der Lage dazu, die HR zu induzieren. Interessanterweise wurde die hochste Rate an HR nach SSB
Induktion durch die Cas9 Nickase erzeugt. Zusammen mit den Daten zur Induktion von NHE]
lasst sich ein entsprechendes Modell aufstellen (Abbildung 4.1). Sowohl fiir einen DSB als auch
fiir einen SSB findet nur in geringem Mafl HR statt. Vielmehr sind die bevorzugten Wege NHE]
beziehungweise prizise SSB Reparatur wie etwa BER. Im Fall eines DSB fiihrt NHE] dabei haufig
zur Ausbildung von Mutationen, besonders das hier verwendete Cas9 sorgt hocheffizient fiir ziel-
gerichtete Mutagenese (siehe Abschnitt 3.2). Im Gegensatz dazu waren nach SSB Induktion keine
Mutationen zu beobachten. Die unmittelbare Folge dieses Umstandes ist aber, dass die sgRNA Ziel-
sequenz fiir die Nickase erneut zur SSB Induktion zur Verfiigung steht, wohingegen Mutationen
nach einem DSB eine weitere Erkennung der Zielsequenz verhindern. Dadurch erhoht sich insge-
samt im Fall der Nickase die Wahrscheinlichkeit von HR, da nach jeder Reparatur ein weiterer SSB
induziert werden kann. Erst ein HR Ereignis, das zu einer intakten GUS Sequenz ohne den Spacer

fiihrt, stellt einen stabilen Zustand dar, in dem keine weitere Nickaseaktivitit vorhanden ist.

Bei der HR, die als Folge eines SSB auftritt, handelt es sich wahrscheinlich nicht um einen klassi-
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Abbildung 4.1: Modell fiir die unterschiedlich starke Rate an HR als Folge von DSBs und SSBs. A Die In-
duktion eines DSB durch eine Cas9 Nuklease fiihrt in den meisten Fallen zu NHE], da es der
bevorzugte Reparaturmechanismus fiir DSBs in somatischem Pflanzengewebe ist. Die dabei
entstehenden Mutationen sorgen dafiir, dass das Ergebnis ein fixierter Zustand ohne weite-
re DSB Induktion ist. In wenigen Fallen kommt es zu HR, was fiir die Restaurierung des GUS
Gens und damit die Detektion tiber Farbung und Fluoreszenz sorgt. B Durch die Cas9 Nickase
induzierte SSBs werden bevorzugt fehlerfrei repariert, auch hier kommt es nur in seltenen Fal-
len zu HR. Die Reparatur sorgt jedoch nicht fiir Mutationen, sodass sgRNA und Cas9 erneut
einen SSB erzeugen koénnen, durch den es zu HR kommen kann.

schen Mechanismus von SSA oder SDSA, da beide in ihrem Ablauf einen DSB voraussetzen (sie-
he Abbildung 1.2). Vorstellbar sind Mechanismen intrachromosomaler Rekombination, wie sie in
Abbildung 4.2 dargestellt sind. In beiden Féllen wird der SSB im antisense Strang des GUS Gens
induziert. Dadurch entsteht downstream ein freies 3’-Ende, welches freigesetzt werden kann und
in den homologen Bereich des Reporterkonstruktes invadieren kann, sodass es zur Ausbildung
eines D-loops kommt. Nach Neusynthese entlang der Homologie kommt es im Fall von IU.GUS
zur Auflosung des D-loops, wenn der neu syntherisierte Strang mit dem Abschnitt des GUS Gens
hybridisieren kann, der upstream vom Spacer liegt. Das freie 5’-Ende des SSB kann durch spezielle
Exonukleasen wie FENT1 resektiert werden (Ubersicht in Liu ef al., 2004). Im Fall von DGU.US kann
das freie 3’-Ende in den upstream Bereich des GUS Gens invadieren und neu synthetisiert werden.
Das dadurch verdrangte 5’-Ende muss ebenfalls durch Exonukleasen abgebaut werden, sodass eine
Ligation der Enden moglich ist.

In beiden Modellen kommt es schliefSlich zur Ausbildung einer Struktur, bei der ein Abschnitt des

sense Stranges nicht mit dem modifizierten antisense Strang hybridisiert. Dieser Abschnitt muss
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schliefilich abgebaut werden, denkbar ist hier beispielsweise fiir IU.GUS eine Reparatur iiber long
patch BER, da es sich nur um einige nt handelt. Fiir beide Modelle ist auch eine Rekombination mit
dem Schwesterchromatid moglich, allerdings scheint intrachromosomale Reparatur in Pflanzen all-

gemein bevorzugt zu sein (Roth et al., 2012).
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Abbildung 4.2: Modelle fiir SSB induzierte HR in den Reporterkonstrukten. A Ablauf in DGU.US. Das 3'-
Ende des SSB kann in die upstream liegende Homologie invadieren und wird dort verlangert.
Paralleler Abbau des 5’-Endes fiihrt schliefSlich zur Ausbildung einer Schleife im ungeschnit-
tenen Strang. Wird diese abgebaut, sorgt das fiir den Verlust des Spacer und damit fiir die
Restausrierung der GUS-Sequenz.B In IU.GUS invadiert das 3’-Ende ebenfalls in den homo-
logen Bereich. Erreicht die Synthese den Abschnitt downstream des Spacer, so kann der D-loop
aufgelost werden, und es bildet sich ebenfalls eine Schleifenstruktur. C In beiden Fillen kann
die Schleife auch durch Aulffiillen der Liicke aufgelost werden, was zur Wiederherstellung der
Ausgangsituation und damit zu weiterer Induktion von SSBs fiihrt.
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4.3.1 Vergleich von HR nach SSBs auf den verschiedenen DNA-Strangen

Die hohe Induktion von HR nach SSB innerhalb des Reporterkonstruktes konnte sich auch durch
einen spezialisierten Reparaturmechanismus erkéiren lassen. Durch Davis & Maizels (2014) wurde
die Hypothese aufgestellt, dass es einen Reparaturmechanismus gibt, der mit der Transkription as-
soziiert ist. Grund fiir diese Annahme waren Ergebnisse in menschlichen Zellen, nach denen mit
einem dhnlichen Reportersystem wesentlich mehr HR zu beobachten war, wenn ein SSB auf dem
transkribierten DNA-Strang vorlag.

Bei dem in Abschnitt 3.3 beschriebenen Experiment lag der SSB tatsdchlich auf dem transkribierten
Strang, jedoch brachte die Induktion eines SSB auf dem anderen Strang naheuzu die selben Ergeb-
nisse, es konnte also keine Prédferenz der HR fiir einen der beiden DNA-Strange nachweisen. Ein
moglicher Grund kénnen zum einen unterschiedliche Aktivitdten der eingesetzten sgRNAs sein,
die den Unterschied in der HR Rate kompensieren. Dies ist allerdings wenig wahrscheinlich, da es
sich dann um eine zufillig zustande gekommene Ubereinstimmung der Messwerte handeln miiss-
te. Wahrscheinlicher ist die Annahme, dass es den Transkriptions-assoziierten Reparaturweg in
Pflanzen entweder nicht gibt, oder er im vorliegenden Fall nicht verwendet wird. Auch im mensch-
lichen System konnnte ein starker Effekt erst beobachtet werden, wenn die Gene fiir BRCA2 und
RADS51 herunterreguliert wurden. Fiir eine Bestdtigung in Pflanzen wére es daher denkbar, die
homologen Gene ebenfalls transkriptionell zu unterdriicken. Eine Moglichkeit, dies zu erreichen
basiert ebenfalls auf Cas9. In Hefe-, menschlichen und Tabakzellen konnte die Expression von Ge-
nen durch die Fusion von Aktivatoren oder Repressoren an kathalytisch inaktives dCas9 reguliert

werden (Gilbert et al., 2013; Larson et al., 2013; Piatek et al., 2015).

4.3.2 Analyse der Cas9 Nukleasedomanen

Der Einsatz von Cas9-D10A und H840A mit der selben sgRNA im Reporterhintergrund zeigte ei-
ne deutlich hohere Rate an HR fiir D10A. Dies kann direkt mit der Effizienz assoziiert werden, mit
der das jeweilige Enzym SSBs induziert. Zwar handelt es sich bei den vorliegenden Ergebnissen um
die ersten und aktuell einzigen Analysen zu Cas9 Nickasen in Pflanzen, doch kénnen die Daten mit
Ergebnissen aus anderen Organismen verglichen werden. Bei D10A wird der SSB durch das HNH-
Motiv durchgefiihrt, bei H840A durch die RuvC-Doméane (Abbildung 1.5B), sodass mehr Aktivitat
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vom HNH-Motiv ausgeht. Als mogliche Erklarung dafiir ist eine kooperative Wirkung der beiden
Nukleasedoménen vorstellbar. Die Betrachtung der Struktur des Cas9 von S. pyogenes gibt Hinwei-
se auf eine starke Konformationsdnderung bei der Bildung des Komplexes mit der sgRNA und der
Ziel-DNA (Jinek et al., 2014; Nishimasu et al., 2014). Die in dieser Arbeit gezeigten Ergebnisse legen
die Vermutung nahe, dass das HNH-Motiv dabei wenig reguliert wird, und zuerst nukleolytisch
aktiv wird, wobei die RuvC-Doméne von der Aktivitdt des HNH-Motivs abhéngig ist, und daher
die H840A Nickase weniger aktiv ist.

Insgesamt konnen die hier gemachten Untersuchungen zur Aktivitit der Domédnen durch die Er-
gebnisse andere Experimente unterstiitzt werden. Bei Verwendung gepaarter Nickasen ergaben
sich bei mehreren Studien in menschlichen Zellen hohere Mutageneseraten fiir D10A als fiir H840A
(Nishimasu et al., 2014; Shen et al., 2014). Auch die Anwendung des Cas9 Orthologs aus Staphylo-
coccus aureus flir gepaarte SSBs zeigte kiirzlich dhnliche Ergebnisse (Friedland et al., 2015). Bei Ver-
wendung eines GFP-basierten Reporters in menschlichen Zellen wurden ebenfalls leicht reduzierte

HR Raten fiir die H840A Nickase beobachtet (Vriend et al., 2014).

4.4 Analyse von NHEJ als Folge gepaarter SSBs

In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals die Anwendung gepaarter Cas9 Nickasen zur Induktion
von NHE] in Pflanzen demonstriert. Die kominierte Aktivitat der Cas9 Nickase an zwei benachbar-
ten Orten im Genom auf beiden DNA-Strangen sorgt fiir die Ausbildung eines DSB mit langen,
einzelstrangigen Uberhidngen, dessen Reparatur in der Folge fiir die Ausbildung von Mutationen
sorgt.

Die Deep sequencing Analyse zeigt, dass die Effizienz der gepaarten Nickasen fiir zielgerichtete Mu-
tagenese mit der einer einzelnen Nuklease vergleichbar ist. Diese Beobachtung wurde auch in den
passenden Experimenten in menschlichen Zellen gemacht, wo in endogenen Loci ebenfalls Mu-
tationsraten von bis zu 40 % bestimmt wurden (Ran et al., 2013). Die Verteilung von Mutationen
iiber die Sequenz des Locus ergibt ein charakterisitisches Bild, bei dem die Mutationsraten im Be-
reich der sgRNA Zielsequenzen am hochsten sind. Diese Charakteristik ldsst sich durch die Tatsa-
che erklédren, dass eine Mutation, die keine der beiden Zielsequenzen betrifft, also beispielsweise
dazwischen liegt, die Aktivitdt der Nickasen nicht beeintrdchtig. Erst wenn mindestens eine der

Zielsequenzen betroffen ist handelt es sich um einen fixierten Zustand, der keiner weiteren Veran-
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derung durch NHE] unterworfen ist. Dabei ist hdufig nur eine der beiden Zielsequenzen betroffen,
da ein einzelner SSB, der weiterhin durch die zweite sgRNA erzeugt wird, nicht zu weiteren Muta-
tionen fithren kann (siehe Abschnitt 3.2.2).

Die Betrachtung einzelner Ereignisse zeigt, dass entstehende Insertionen haufig eine Duplikation
eines Sequenzabschnittes erzeugen. Eine detaillierte Beschreibung zugrunde liegender Mechanis-
men folgt in Abschnitt 4.5.1. Die Ausbildung von Tandemwiederholungen sorgt allerdings nicht
notwendigerweise fiir die Verdnderung der sgRNA Zielsequenzen, sodass bei diesen Ereignissen
wahrscheinlich wiederum weitere Briiche induziert werden. Dadurch kann es zu der beobachteten
grofleren Anzahl an Deletionen kommen, da Deletionen im Bereich der Zielsequenzen dazu fiihren,
dass nicht mehr beide SSBs entstehen konnen, und damit keine weitere Mutagenese erfolgt, bereits
vorhandene Insertionen kénnen dabei allerdings verloren gehen.

Allgemein zeigen die beobachteten Mutationen grofiere Unterschiede als beispielsweise bei Induk-
tion von NHEJ durch die Cas9 Nuklease. Die etwa 50 nt langen, einzelstrangigen Uberhiange an
den Enden des DSB stellen einen Ausgangspunkt fiir verschiedene Reparaturmechanismen dar,
die zum Teil auch in Konkurrenz zueinander stehen. Es sind verschiedene Prozessierungen zur
Reparatur denkbar, wie etwa der nukleolytische Abbau vom freien 5’-Ende aus. Dariiber hinaus
liegen mit Sicherheit zum Teil auch Mikrohomologien auf den Einzelstringen vor, durch die be-
stimmte Strukturen stabilisiert werden kénnen. Ein genauerer Einblick in die moglichen Vorgange

wird in Abschnitt 4.5.1 gegeben.

Dariiber hinaus konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass durch gepaarte SSBs er-
zeugte Mutationen in A. thaliana in die ndchste Generation weitervererbt werden konnen. Dabei
handelt es sich um den wichtigsten Schritt, wenn die Methode fiir die Erzeugung neuer Pflanzenli-
nien engesetzt werden soll. Gerade in Pflanzen bietet die biotechnologische Anwendung gepaarter
SSBs wichtige Vorteile. Viele Pflanzen, insbesondere zahlreiche wichtige Kulturpflanzen, besitzen
enorm grofse Genome, bei denen fiir zahlreiche Gene, Gencluster und auch gesamte Genome Du-
plikationen vorliegen, die zum Teil Redundanzen darstellen, zum Teil aber im Laufe der Evolution
auch unterschiedliche Funktionen angenommen haben (Ubersichten in Flagel & Wendel, 2009; Pa-
terson et al., 2010). Daher ist die Gefahr von Off-target Aktivitdten bei der zielgerichteten Mutage-
nese besonders hoch, was zur Ausbildung unerwiinschter Mutationen in paralogen Genen fiihren

wiirde. Der Ansatz gepaarter SSBs stellt hier also ein einfach anzuwendendes und effizientes Mit-
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tel dar, um dieses Risiko zu mindern, da die unabhéngige Off-target Aktivitdt der beiden Nickasen
nicht zu Mutationen fiihren kann (siehe Abschnitt 3.2.2).

Die Bedeutung dieses Ansatzes wird auch dadurch unterstrichen, dass er neben den initialen Ex-
perimenten in menschlichen Zellen (Mali et al., 2013a; Ran et al., 2013) auch schon auf weitere Or-
ganismen wie Mduse (Shen et al., 2014) oder Drosohpila (Port et al., 2014) tibertragen wurde. Die
in dieser Arbeit gezeigten Ergebnisse stellen die erste erfolgreiche Anwendung des Systems auf

Pflanzen dar (Schiml et al., 2014).

4.5 Genomveranderungen durch gepaarte SSBs

Fiir die detaillierte Analyse von Genomveranderungen nach Induktion gepaarter SSBs wurden in
drei unterschiedlichen genomischen Regionen (innerhalb eines Gens, im intergenischen Bereich
und im Heterochromatin) in verschiedenen Absténden zueinander SSBs auf beiden oder auf dem
selben DNA-Strang induziert, und daraus resultierende Mutationen analysiert. Zunéchst fallt auf,
dass sich mit dem hier gewidhlten experimentellen System keine Unterschiede zwischen den drei
analysierten genomischen Loci zeigen. Das bedeutet, dass es sowohl fiir die Aktivitdt Cas9, als auch
fiir die im Folgenden vorgeschlagenen Mechanismen keine Unterschiede gibt, ob es sich um einen
Bereich mit verschieden hoher transkriptioneller Aktivitdt handelt, oder ob ein starker Methylie-

rungsgrad vorliegt.

Auch wenn es bisher noch wenig Studien dazu gibt, scheint die Cas9 Nuklease weder in vitro noch
in vivo reduzierte Aktivitat bei methylierter DNA zu zeigen (Hsu et al., 2013). Eine genomweite Un-
tersuchung der Bindungsaffinitdt von sgRNAs in menschlichen und Mauszellen zeigte hingegen,
dass die Bindungsstdrke negativ mit dem Methylierungsgrad korreliert (Wu et al., 2014a). Die in
dieser Arbeit erhaltenen Daten zeigen ebenfalls keine detektierbare Beeintrachtigung der Indukti-
on von NHE] in einem methylierten genomischen Bereich. Eine endgtiltige Aussage kann jedoch
auch hier nicht getroffen werden, da dazu eine ausgiebigere Analyse in weiteren Loci durchgefiihrt
werden miisste und parallel auch die tatsdchliche Methylierung der Zielsequenzen bestimmt wer-
den muss.

Unikal fiir den hier verwendeten Ansatz ist die Tatsache, dass bei einem Abstand von 20 bp zwi-

schen SSBs auf verschiedenen DNA-Strangen nur sehr wenig NHE] beobachtet werden konnte.
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Das stellt einen Unterschied zu den Daten in mammalischen Zellen dar, bei denen auch sehr kurze
5’-Uberhinge zu hohen Anzahlen an Insertionen und Deletionen fiihrten (Ran et al., 2013), somit
handelt es sich offensichtlich um eine fiir Pflanzen spezifische Eigenschaft dieses experimentellen

Ansatzes.

4.5.1 Betrachtung einzelner Ereignisse nach Induktion gepaarter SSBs

In Abbildung 3.18 liegen einige Grofien von Deletionen tiberrepréasentiert vor. An diesen ldsst sich
beispielhaft analysieren, nach welchem Mechanismus die Reparatur gepaarter SSBs zur Ausbil-
dung von Deletionen fithren konnte. In einem Fall, bei gepaarten SSBs in ADH1 im Abstand von
100 bp, wurde eine Deletion festgestellt, die mit 17,6 % aller Reads den grofiten Teil aller Mutatio-
nen dieses Datensatzes ausmacht. Die Betrachtung des Ereignisses auf Sequenzebene zeigt, dass
die Position der SSBs exakt zur Freilegung einer 5 bp langen Mikrohomologie an den 3’-Enden
fiihrt (Abbildung 4.3). Diese kénnen in der Folge hybridisieren, und die tiberstehenden 5-Enden
konnen entfernt werden. Dadurch kommt es schliefilich zur exakten Auspragung der beobachteten
Deletion. Der Vorgang scheint in diesem Fall sehr effizient abzulaufen, da die Mutation deutlich
héufiger als jede andere zu finden ist.

Dartiber hinaus treten Deletionen auch ohne erkennbare Prdsenz einer Mikrohomologie auf. In
diesem Fall muss die Prozessierung der freien 5-Enden des DSB so weit ablaufen, dass kein kom-
plementérer Bereich mehr vorliegt. Letztlich kommt es dann zur Neusynthese der Doppelstriange
von den 3’-Enden aus, und schliefSlich zu einer Ligation der doppelstrangigen Enden tiber NHE],

dhnlich dem in Abbildung 4.4B dargestellten Modell.

Insertionen treten nach Induktion gepaarter SSBs fast immer als Duplikation des unmittelbar be-
nachbarten Sequenzabschnittes auf. Ein Grofserer Abstand der SSBs sorgt dabei zwar nicht unmit-
telbar fiir eine groflere Insertion, allerdings bestehen die grofiten Insertionen bei einem Abstand
von 50 bp hédufiger aus dreimal der selben inserierten Sequenz, was die Vermutung nahelegt, dass
es sich um wiederholte Induktion der SSBs mit anschlieffender Duplikation des gleichen Abschnit-
tes handelte, da eine Duplikation die Zielsequenzen der sgRNAs meist nicht verandert.

Modelle, nach denen die Ausbildung von Insertionen ablaufen kann, sind in Abbildung 4.4 anhand

von Beispielen aus Abbildung 3.19 dargestellt. So kann es nach Dissoziation der einzelstrangigen
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ADH1-Referenz CTTCAGCCAGGAGATCATGTGTTGCCGATCTTTACCGG. . .TCTCAGGATCAACACCGAGCGAGGAGGGATGATTCAC
JN35DQI01AL2HF CTTCAGCCAGGAG-——————========—=———————— B e GGATGATTCAC

ATCATGTGTTGCCGATCTTTACCGG. . . TCTCAGGATCAACACCGAGCGAGGAGGGATGATTCAC
CAGCCAGGAG EERRRRRERREEN
(EEREREEEE TCCTCCCTACTAAGTG
GTCGGTCCTCTGTTACACAACGGCTAGARATGGCC . . . AGAGTCCTAGTTGTGGCTCGC

CAGCCAGGAG *

RN
,?CCTCCCTACT

.

CAGCCAGGAG

FE
TCCTCCCTACT

Abbildung 4.3: Ablauf fiir die Auspriagung einer Deletion durch Mikrohomologien. Die Induktion der SSBs
hinterldsst eine exakte Mikrohomologie an den 3’-Enden der Briiche (blau). Hybridisieren die-
se, kann der DSB unter Ausbildung der beobachteten Deletion aufgelost werden.

DNA zur Hybridisierung im Bereich von Mikrohomologien kommen. Nach Prozessierung der frei-
en 5-Enden und Neusynthese von den 3’-Enden aus kann das DNA-Riickgrat wieder geschlossen
werden, wobei der Bereich zwischen den Mikrohomologien sowie die Mikrohomologie selbst im
Resultat dupliziert vorliegen. Ein Modell fiir die Entstehung der Duplikation ohne Mikrohomo-
logie wurde bereits nach bioinformatischer Analyse von Genomen verschiedener Reis Okotypen
durch Vaughn & Bennetzen (2014) vorgeschlagen: Demnach kommt es nach Dissoziation der Uber-
hénge zur Prozessierung der 5-Enden wahren gleichzeitig auf beiden Seiten von den 3’-Enden aus
die Neusynthese beginnt. Am Ende des Vorganges liegen beide Enden des Bruch als stumpfe En-
den ohne Uberhang vor und kinnen schliellich durch NHE] verkniipft werden. Auch dieser Fall
sorgt fiir die Bildung der Duplikation, allerdings lassen sich dann keine Mikrohomologien an den

Enden des duplizierten Bereichs erkennen.

Liegen SSBs auf dem selben DNA-Strang vor, so sind Mutationen als Folge der Reparatur deutlich
seltener. Dennoch lassen sich in geringem MafSe auch hier grofiere Deletionen und in sehr seltenen
Fallen auch grofiere Insertionen beobachten. Zwar haben diese Muationen keine biotechnologische

Bedeutung, allerdings kénnen sie bei der Veranderung von Genomen im Lauf der Evolution eine
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A

ADH-0100, Read-ID
JN35DQI01E1UPD CAGGAGATCATGTGTTGCCGATCTTTACCGGAGAATGTGGGGAGTGTCGTCATTGCCACTCGGAGGAATCAAACATGTGTGATCTT*CTCAGGATCAACACCGAGCGAGGAGGGATG
TACCGGAGAATGTGGGGAGTGTCGTCATTGCCACTCGGAGGAATCARACATGTGTGATCTT

GATCATGTGTTGCCGATCTTTACCGGAGAATGTGGGGAGTGTCGTCATTGCCACTCGGAGGAATCAAACATGTGTGATCTTCTCAGGATCAACACCGAGCGAGGAGGGATG
CAGGA [ARERERAN
[AREN CCTCCCTAC
GTCCTCTAGTACACAACGGCTAGAAATGGCCTGTTACACCCCTCACAGCAGTAACGGTGAGCCTCCTTAGTTTGTACACACTAGAAGAGTCCTAGTTGTGGCTCGCT

s V

3

— GATCTTT.

[RERAN] [RRAN [ARRAN
ACACTAGAA\ 3|—

5'

— e » GATCTTT

[RARRN [ANRRN] [ANRRN]
ACACTAGAA o - —

CAGGAGATCATGTGTTGCCGATCTTT
GTCCTCTAGTACACAACGGCTAGAAR

TGATCTTCTCAGGATCAACACCGAGCGAGGAGGGATG
ACTAGAAGAGTCCTAGTTGTGGCTCGCTCCTCCCTAC

B

ADH-0100, Read-ID
JN35DQI01ENORY CAGGAGATCATGTGT GATCTTTACCGGAGAATGTGGGGAGTGTCGTCATTGCCACTCGGAGGAATCAAACATGTGTGATCTTCT *ATCAACACCGAGCGAGGAGGGATG
TATCTTTACCGGAGAATGTGGGGAGTGTCGTCATTGCCACTCGGAGGAATCAAACATGTGTGATCTTCT

[T LI
NHEJ

Abbildung 4.4: Modelle fiir die Ausbildung von Insertionen nach gepaarten SSBs. A Modell unter Ver-
wendung von Mikrohomologien. Nach Dissiziation der Enden kann eine Hybridisierung der
Mikrohomologien (blau) stattfinden. Neusynthese und Schlieffen des DNA-Riickgrats fiihrt
schliefslich zur Ausbildung der Duplikation. B Modell nach Vaughn & Bennetzen (2014) ohne
Mikrohomologien. Es findet parallel eine Prozessierung der 5’-Enden sowie Neusynthese von
den 3’-Enden aus statt. Am Ende werden die Enden des DSB durch NHE] geschlossen.

Rolle spielen. Wahrend ihres Lebenszyklus ist jede pflanzliche Zelle stindig DNA-schddigenden
Faktoren wie UV-Strahlung oder im Stoffwechsel entstehenden reaktiven Sauerstoffspezies aus-

gesetzt, die unter anderem auch zur Induktion von Briichen in der DNA fiihren kénnen. Somit

86



Diskussion

konnen iiber lange Zeitraume hinweg auch diese Ereignisse durchaus eine Rolle bei der evolutio-
ndren Verdnderung von pflanzlichen Genomen spielen.

Mogliche Abldufe zur Ausbildung von Mutationen werden in Abbildung 4.5 vorgeschlagen. Aus-
gangspunkt ist die Dissoziation des einzelstrangigen Bereiches, der zwischen den beiden SSBs liegt.
Kommt es im dann freiliegenden Bereich zur spontanen Bildung eines weiteren Bruches und zur
anschlieffenden Reparatur tiber NHE], so bildet sich schlieilich eine Deletion zwischen den ur-
spriinglichen SSBs. Ohne spontanen Bruch kommt es zur Neusynthese vom 3’-Ende aus, wobei die
Moglichkeit von Template switch besteht. Dadurch ist die Ausbildung von Duplikationen oder die

Kopie von umgebenden Abschnitten moglich.

Deletion ‘1’

v

Insertion
(Duplikation)

Abbildung 4.5: Verinderungen nach Induktion von SSBs auf einem DNA-Strang. Der einzelstrangige Ab-
schnitt zwischen den SSBs muss zunichst dissoziieren. Fiir eine Deletion (linke Seite) wiirde
im dann freiliegenden, einzelstrangigen Abschnitt ebenfalls ein Bruch entstehen, der durch
Reparatur mittels NHE] zur Auspragung von Deletionen fiihren kann. Fiir Insertionen (rechts)
findet eine Neusynthese entlang des freiliegenenden Stranges statt. Im Verlauf dieser Synthe-
se kann es zum Template switch kommen, sodass ein Bereich dupliziert wird, oder es dient
zeitweise ein weiter entfernt liegender Abschnitt als Matrize. Uber die Auflssung des entste-
henden Intermediats mit teilweise ungepaarten DNA-Abschnitten kann es zur Bildung der
beobachteten Insertionen kommen.
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4.5.2 Ausblick

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Versuche zu Genomveridnderungen nach benachbarten SSBs
stellen nur einen ersten Schritt dar, um die Vorgédnge im pflanzlichen Genom zu verstehen. Mit Cas9
steht erstmals ein Werkzeug zur Verfiigung, welches einfach anzupassen ist, dabei aber prazise
und effizient einsetzbar ist. Als Nickase ist Cas9 anderen Systemen {iiberlegen, bisherige Nickasen
basierten entweder auf synthetischen Varianten von Meganukleasen (Niu et al., 2008; McConnell
Smith et al., 2009), die eine entsprechende Erkennungssequenz voraussetzen, oder auf Nickase-
Varianten von ZFNs oder TALENs (Ramirez et al., 2012; Wu et al., 2014b), die ebenfalls weniger
Flexibiltdt bieten als Cas9. Mit der hier charakterisierten Cas9 Nickase besteht die Moglichkeit, mit
wenig Aufwand weitere Untersuchungen zu SSB induzierten Genomverdnderungen durchzufiih-
ren. Denkbar wire hier etwa die Ausweitung auf weitere Loci, moglicherweise auch mit Uber-
prifung der tatsdchlichen Chromatinstruktur oder des Methylierungsgrades. Aufierdem wire die
Untersuchung weiterer Distanzen zwischen den SSBs interessant, etwa um herauszufinden, ab wel-
cher Distanz die Struktur nicht mehr als DSB repariert wird, sondern als zwei unabhéngige SSBs.
Denkbar konnten auch Unterschiede zum mammalischen System bei der Reparatur von DSBs mit
3’-Uberhingen sein. Zwar konnten in mammalischen Zellen in diesem Fall kaum NHE] Ereignisse
beobachtet werden (Ran ef al., 2013), doch konnte sich dies in pflanzlichen Zellen unterscheiden.
Weiterhin wire in diesem Zusammenhang die Induktion von mehr als zwei SSBs vorstellbar. Dazu
bedarf es allerdings zundchst eines geeigneten Multiplex Systems zu simultanen Expression von
mehr als zwei sgRNAs. Zwar bietet das nattirliche, bakterielle CRISPR/Cas System grundsitzlich
die Moglichkeit, mehrere crRNAs zu exprimieren, eine Ubertragung dieses Ansatzes auf Pflanzen
wurde jedoch bisher nicht berichtet. Eine elegante Losung dieses Problems wurde in Reis durch die
Kombination mehrerer sgRNAs mit tRNA-Sequenzen erreicht (Xie et al., 2015). Durch Anordnung
in einer alternierenden Abfolge aus sgRNAs und tRNAs kommt es dabei zur Prozessierung durch
endogene RNasen, die dann die einzelnen sgRNAs freisetzen. Eine Anpassung des Ansatzes fiir
die in dieser Arbeit verwendeten Konstrukte kann die Untersuchung von Genomveranderungen
durch mehrere SSBs ermoglichen. Schliefilich wird ein wichtiger weitere Schritt die Analyse in ver-
schiedenen Pflanzenlinien sein, bei denen ein Knock-out einzelner Reparaturfaktoren vorliegt, um
einen Einblick zu erhalten, welche Proteine an der Prozessierung der verschiedenen Ereignisse be-

teiligt sind. Fiir all diese zukiinftigen Untersuchungen bietet die hier etablierte Cas9 Nickase das
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passende Werkzeug, welches mit wenig Aufwand die einzelnen zu untersuchenden Fille erzeugen

kann.

4.6 Ausblick auf Cas9 als Werkzeug der Griinen Biotechnologie

Cas9 wurde binnen kiirzester Zeit nach Entdeckung des molekularen Mechanimus als gentech-
nologisches Werkzeug etabliert. Durch den simplen Aufbau vor allem im Vergleich zu ZFNs und
TALENs wurde das Potential des Systems schnell erkannt und ausgenutzt. Die erfolgreiche An-
passung an eine Vielzahl der verschiedensten Organismen hat daftir gesorgt, dass es bereits heute
das am meisten benutzte System sequenzspezifischer Nukleasen ist. Auch bei Pflanzen konnte das
System erfolgreich und hoch effizient eingesetzt werden, wobei neben den klassischen Modellor-
ganismen wie A. thaliana oder Tabak auch bereits wirtschaftlich wichtige Pflanzenspezies wie Reis,
Weizen oder Mais durch Cas9 modifiziert wurden. Eine besondere Bedeutung hat dabei die zielge-
richtete Mutagenese fiir die Grundlagenforschung bei Pflanzen . Uber lange Zeit hinweg existierten
ausschliefllich ungerichtete Methoden zur Mutagenese bei Pflanzen wie der Einsatz von Genotoxi-
nen oder die Generierung von T-DNA Insertionsmutanten. Mit Cas9 steht nun ein Werkzeug zur
Verfiigung, mit dem praktisch jedes Labor in kurzer Zeit prazise Knock-outs erzeugen kann. Das
schlédgt sich auch in der Tatsache nieder, dass die in dieser Arbeit verwendeten Konstrukte bereits
weltweit in tiber 160 Arbeitsgruppen verwendet werden.

Die Moglichkeit, schnell und effizient bestimmte Gene zu mutagenisieren erdffnet die Chance, auch
solche Gene zu untersuchen, fiir die bisher keine Insertionsmutanten vorliegen. Kiirzlich wurde au-
Berdem gezeigt, dass auch bestehende Charakterisierungen von Genen hinterfragt werden kénnen.
In einer iiberzeugenden Studie konnte durch eine Cas9-vermittelte Mutagenese in A. thaliana de-
monstriert werden, dass der Phianotyp einer ausfiihrlich charakterisierten T-DNA Insertionsmutan-
te des Gens ABP1 (Auxin binding protein 1, AT4G02980) wahrscheinlich gar nicht durch das entspre-
chende Gen vermittelt wird (Gao et al., 2015). Weitere dhnliche Untersuchungen zur Bestadtigung

und eventuell auch zur Korrektur von Genfunktionen werden in Zukunft folgen.

Neben der einfachen Anwendung der zielgerichteten Mutagenese wurden auch komplexere Auf-
gaben durch Cas9 in Pflanzen erfiillt. Mehrere Studien berichteten bereits die Verwendung von

Cas9 zum Zweck von GT, eine entsprechende Studie in Soja wurde Mitte 2015 veroffentlicht (Li
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et al., 2015). Auch mit der in dieser Arbeit eingesetzten und charakterisierten Cas9 Nuklease wur-
de erfolgreich ein GT Experiment durchgefiihrt, bei dem eine heterologe Sequenz mithilfe der in
planta GT Methode (Fauser et al., 2012) prazise ins Genom von A. thaliana integriert werden konnte
(Schiml et al., 2014). Cermak et al. (2015) kombinierten kiirzlich Cas9 mit Virus-basierten Replicons,
welche in der Pflanzenzelle sehr héufig repliziert werden, und damit eine grofle Menge an Donor-
Sequenz fiir das GT Ereignis zur Verfligung stellen. Mit dieser Technik gelangen GT Frequenzen
von nahezu 10 %. Fiir GT kann insbesondere auch die Cas9 Nickase eine wesentliche Rolle spie-
len. NHE] ist in somatischem Pflanzengewebe der stark bevorzugte Reparaturweg gegentiber HR.
Somit steht das Auftreten eines echten GT Ereignisses nach Induktion eines DSB immer in Kon-
kurrenz zu einer induzierten Mutagenese. Wenn statt eines DSB hingegen ein SSB im Ziel-Locus
induziert wird, miisste HR mit hoherer Wahrscheinlichkeit auftreten und somit die GT Effizienz er-
hohen. Ein vergleichbarer Ansatz wurde bereits erfolgreich in mammalischen Zellen demonstriert
und kann durch die Cas9 Nickase nun auch einfach auf Pflanzen tibertragen werden (Davis & Mai-
zels, 2011).

Abseits von der Funktion als Nuklease oder Nickase kann Cas9 weitere Aufgaben erfiillen, etwa als
Fusionsprotein aus dCas9 und transkriptionellen Aktivatoren oder Repressoren die Transkription
zu beeinflussen (Piatek ef al., 2015). Im Kontext der Griinen Biotechnologie kann dies beispielsweise
dazu eingesetzt werden, um wahrend eines GT Experiments die Expression von NHEJ-assoziierten
Genen herunter zu regulieren, wie es etwa kiirzlich in einem entsprechenden Experiment in Reis
demonstriert wurde (Endo et al., 2015a). Die néachsten wichtigen Fortschritte in dieser Richtung
werden durch die Anpassung weiterer, orthologer CRISPR/Cas Systeme geschaffen. Neben dem
Cas9 von S. pyogenes wurden im mammalischen System bereits weitere Orthologe erfolgreich ge-
testet (Esvelt et al., 2013; Ran et al., 2015). Die Arbeitsgruppe Puchta konnte vor Kurzem als erste
auch die Anwendung der Cas9 Orthologen von Staphylococcus aureus und Streptococcus thermophilus
in Pflanzen zeigen (Steinert et al., 2015), wobei die verschiedenen Cas9 Proteine spezifisch nur mit
der passenden sgRNA interagieren. Dadurch wird es in Kiirze méglich sein, mehrere unterschied-
liche enzymatische Funktionen gezielt an der DNA in der selben Zelle zu steuern, zum Beispiel
kombiniert Aktionen von Nukleasen und Nickasen oder die Induktion von DSBs wéhrend parallel

die Expression bestimmter Reparaturfaktoren manipuliert wird (Ubersicht in Puchta, 2015).
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4.6.1 Rechtliche Situation fiir die Pflanzenziichtung

Mit Pflanzen wie Soja, Tomate, Weizen, Reis und Kartoffel (Jacobs et al., 2015; Brooks et al., 2014;
Wang et al., 2014; Endo et al., 2015b; Butler et al., 2015) wurden bereits einige bedeutende Kultur-
pflanzen erfolgreich durch Cas9 modifiziert. Das zeigt, dass Cas9 in der Zukunft nicht nur in der
Grundlagenforschung sondern vor allem auch wirtschaftlich von Bedeutung sein wird. Eine noch
zu liberwindende Hiirde dazu stellt die noch offene Frage des geistigen Eigentums von Cas9, also
der Patentrechte, dar (Ubersicht in Kupecz, 2014). Derzeit besteht Uneinigkeit zwischen den beiden
leitenden Wissenschaftlerinnen hinter der Aufklirung des Mechanismus von Cas9, Emmanuelle
Charpentier (Max-Planck-Institut fiir Infektionsbiologie, Berlin) und Jennifer Doudna (Universi-
ty of California, Berkeley), sowie Feng Zhang (Massachusetts Institute of Technology, Cambridge,
USA), dessen Arbeitsgruppe die erste Anwendung von Cas9 im eukaryotischen System gelang.
Erst die Losung dieser Streifrage wird dazu fiithren, dass Cas9 auch fiir kommerzielle Nutzung im

medizinischen Bereich oder in der Pflanzenziichtung eingesetzt werden wird.

Unabhingig davon stellt sich die Frage nach der rechtlichen Einordnung von Organismen, die
mit sequenzspezifischen Nukleasen verdndert wurden. Hier existieren aktuell zwei grundsatzli-
che Ansitze der Bewertung (Ubersichten in Hartung & Schiemann, 2014; Voytas & Gao, 2014). Die
gegenwadrtig beispielsweise in den USA und Kanada giangige Regelung klassifiziert einen Organis-
mus nach dem fertigen Produkt. Es handelt sich also nur dann um einen gentechnisch verdnder-
ten Organismus (GVO), wenn sich noch heterologe DNA nachweisen ldsst und sich in folgende
Generationen verbreiten kann. In der EU wird der Organismus nach seinem Entstehungsprozess
bewertet, waren gentechnische Arbeiten in die Herstellung involviert, so ist das Produkt ungeach-
tet seines tatsdchlichen genetischen Zustands ein GVO. Diese Einordnung wird aber zunehmend
problematisch, vor allem im Kontext der durch Cas9 enorm vereinfachten zielgerichteten Mutage-
nese. Da das Konstrukt zur Expression transient transformiert werden, oder nach erfolgter Muta-
genese durch Segregation entfernt werden kann, sind die entstandenen Pflanzen von konventionell
geziichteten Pflanzen nicht mehr zu unterscheiden, da die Mutation auch ungerichtet oder sogar
spontan entstanden sein kann. Sogar prazise molekularbiologische Methoden oder gar die kom-
plette Genomsequenzierung kann solche Pflanzen nicht von wildtypischen unterscheiden. Korea-

nischen Forschern gelang es kiirzlich sogar, mutagenisierte Pflanzen komplett ohne Transformation
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herzustellen, indem sie Cas9 Protein und sgRNA in die Zellen einbrachten, und diese damit zu kei-
nem Zeitpunkt ihrer Entstehung transgen waren (Woo et al., 2015). Diese Pflanzen sind mit der
aktuellen Regelung in der EU nicht klassifzierbar und zeigen, dass die Rechtslage in Anbetracht

der jiingsten wissenschaftlichen Errungenschaften in diesem Bereich tiberdacht werden muss.
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5 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde ein Vektorset kloniert, das die schnelle und effiziente Klonierung
von Cas9 Nukleasen und Nickasen zum Einsatz in A. thaliana und anderen Pflanzen ermoglicht.
Durch Amplicon deep sequencing Analyse konnte festgestellt werden, dass die Cas9 Nuklease in et-
wa der Hilfte aller Fille eine Mutation im gewtinschten endogenen Locus erzeugte. Die erhaltenen
Mutationen waren dabei meistens die Insertion eines einzelnen Nukleotids, was zur Verschiebung
des Leserasters und damit zum Knock-out des entsprechenden Gens fiihrte. Im Gegensatz dazu
konnten durch eine Cas9 Nickase keine detektierbaren Mutationen verursacht werden. Allerdings
waren sowohl Cas9 Nuklease als auch Nickase in der Lage dazu, in zwei Reporterlinien von A.
thaliana effizient HR zu induzieren, vergleichbar mit der Induktion durch die Meganuklease I-Scel.
Uberraschenderweise konnte die hochste Rate an HR durch die Cas9 Nickase verursacht werden.
Die HR hing dabei nicht vom geschnittenen DNA-Strang ab, ist also nicht mit der Transkription
des Reportergens assoziiert. Die D10A Nickase von Cas9 zeigte eine wesentlich hohere Induktion
von HR als die H840A Variante, was darauf hindeutet, dass das HNH-Motiv die deutlich aktivere
Nukleasedoméne von Cas9 ist.

Des weiteren wurde die Induktion von NHE]J durch den Einsatz gepaarer Cas9 Nickasen analysiert.
Die Effizienz der zielgerichteten Mutagenese war dabei auf einem vergleichbaren Niveau wie bei
der Cas9 Nuklease. Entstehende Mutationen waren in A. thaliana ebenfalls erblich, der Ansatz kann
also als Alternative zur Cas9 Nuklease zu zielgerichteten Mutagenese angewendet werden, wenn
beispielsweise eine Duplikation des Zielgens vorliegt.

Die Analyse von Ereignissen nach Induktion gepaarter SSBs wurde auf drei weitere Loci in ver-
schiedenen genetischen Bereichen ausgeweitet, wobei die Abstinde der SSBs zueinander variiert
wurde. Zusitzlich wurden die SSBs sowohl auf beiden als auch auf dem selben DNA-Strang indu-
ziert. Dabei zeigte sich zum einen keine Abhédngigkeit vom genomischen Hintergrund des Locus,
also keine Unterschiede durch transkriptionelle Aktivitdt, Chromatinstruktur oder Methylierung.
Bei Induktion von SSBs auf beiden DNA-Strangen zeigte sich fiir den Abstand von 20 bp zwischen
den SSBs nur ein geringes Mafs an NHE], bei 100 bp war die Effizienz dhnlich hoch oder sogar hoher
als bei 50 bp. Interessanterweise konnten auch bei Induktion von SSBs auf dem selben DNA-Strang
in geringem Maf} Mutationen beobachtet werden. Fiir verschiedene erhaltene Ereignisse wurden

entsprechende Modelle der abgelaufenen Reparatur vorgeschlagen, bei denen sich zum Teil eine
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Zusammenfassung

deutliche Beteiligung von Mikrohomologien fiir die Reparatur der DNA-Schdden zeigte.
Die charakterisierte Cas9 Nickase und die erhaltenen Ergebnisse zu Genomverdanderungen nach
gepaarten SSBs stellen die Basis fiir folgende Untersuchungen zu Veranderungen pflanzlicher Ge-

nome im Verlauf der Evolution und den zugrunde liegenden Mechanismen dar.
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Summary

6 Summary

In this work, a vectorset was cloned which allows for the fast and efficient cloning of Cas9 nucleases
and nickases for the application to A. thaliana and other plants. Amplicon deep sequencing analysis
revealed the induction of a mutation in the desired endogenous locus by the Cas9 nuclease in about
half of all cases. Resulting mutations were mostly insertions of a single nucleotide, thus leading to
frameshifts and therefore the knock-out of the gene. The Cas9 nickase, however, was not able to
induce any detectable mutations. Both the Cas9 nuclease as well as the nickase were able to effi-
ciently induce HR to a similar extend as the meganuclease I-Scel in two reporter lines of A. thaliana.
Surprisingly, the highest rate of HR was caused by the Cas9 nickase. There was no dependency on
the cut strand observable, therefore, HR was not associated with transcription of the reporter gene.
The D10A variant of Cas9 showed much higher induction of HR than the H840A variant, indicating
that of the two nuclease domains the HNH-motif is by far more active.

Furthermore, the induction of NHE] by the application of paired Cas9 nickases was analysed. The
efficiency of targeted mutagenesis was determined to ba at a comparable level to that of the Cas9
nuclease. Resulting mutations were heritable in A. thaliana, thus, the approach can be used as an
alternative for the Cas9 nuclease if, for example, the target gene is duplicated.

The analysis of resulting events after induction of paired SSBs was extended to three additional loci
in different genomic regions. The distances between the SSBs was varied and SSBs were induced
either on both or on the same DNA strand. In this approach, no dependency on the genomic back-
ground of the target site was observed, indicating that transcriptional activity, chromatin structure
or methylation did not cause any differences. Upon induction of SSBs on both DNA strands, there
was only a small level of NHE] for the distance of 20-nts between the two SSBs. For 100-bps distan-
ce, the efficiency was similar or even higher than the efficiency for 50-bps. Interestingly, also for
induction of SSBs on the same strand, small amounts of mutations could be observed. For different
mutagenesis results, respective models for the repair mechanisms were proposed, partly exhibiting
clear involvement of microhomologies.

The characterized Cas9 nickase and the results for genomic changes due to paired SSBs mark the ba-

sis for future investigations on the evolution of plant genomes and the underlying mechanisms.
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Anhang

8 Anhang

8.1 Plasmide

Tabelle 8.1: Liste aller verwendeten oder hergestellten Plasmide.

Plasmid Resistenz Resistenz Quelle
Bakterium Pflanze
pADH-020 Spectinomycin Kanamycin
pADH-050 Spectinomycin Kanamycin
pADH-0100 Spectinomycin Kanamycin
pADH-s20 Spectinomycin Kanamycin
pADH-s50 Spectinomycin Kanamycin
pADH-s100 Spectinomycin Kanamycin
pCAS9-TPC Spectinomycin PPT Fauser et al. (2014)
pChimera Ampicillin Fauser et al. (2014)
pDe-CAS9 Spectinomycin PPT
pDe-CAS9-D10A  Spectinomycin Kanamycin
pDe-CAS9-H840A  Spectinomycin Kanamycin
pEn-C1.1 Ampicillin
pEn-Chimera Ampicillin
pGEM®-T-Easy Ampicillin Promega GmbH, Mannheim
pHet-020 Spectinomycin Kanamycin
pHet-050 Spectinomycin Kanamycin
pHet-0100 Spectinomycin Kanamycin
pHet-s20 Spectinomycin Kanamycin
pHet-s50 Spectinomycin Kanamycin
pHet-s100 Spectinomycin Kanamycin
pInt-020 Spectinomycin Kanamycin
pInt-050 Spectinomycin Kanamycin
pInt-0100 Spectinomycin Kanamycin
pInt-s20 Spectinomycin Kanamycin
pInt-s50 Spectinomycin Kanamycin
pInt-s100 Spectinomycin Kanamycin
pPZP111 Chloramphenicol Kanamycin Hajdukiewicz et al. (1994)
pRTEL-Cas Spectinomycin PPT
pRTEL-D10A Spectinomycin Kanamycin
pRTEL-DN Spectinomycin Kanamycin
pSDSA Spectinomycin PPT
pSDSA-D10A Spectinomycin Kanamycin
pSDSA-H840A Spectinomycin Kanamycin
pSSA-KanR Spectinomycin Kanamycin
pSSA-D10A Spectinomycin Kanamycin
PSSA-D10A-NTS  Spectinomycin Kanamycin
pSW-5 Spectinomycin PPT Institutseigene Klonierung
pUbi-I-Scel Spectinomycin Gentamycin Fauser et al. (2012)
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8.2 Primer

Tabelle 8.2: Liste aller Primer. Die aufgefithrten Primer wurden fiir PCR, Sequenzierungen oder HRM-
Analysen verwendet. O = Orientierung, wobei fw = forward und rv = reverse. Samtliche Primer
wurden in einer Konzentration von 50 pmol/ ul eingesetzt.

Primer Sequenz 5" — 3’ O
NB25 AAACCCTAGGGATAACAGGGTAAT v
NB26 ATTGATTACCCTGTTATCCCTAGG fw
SS30 GATCAAGCTTGACAACTTAATAACACATTGCG fw
SS31 GATCAAGCTTCAGCTTGCCAACATGGTGG v
5540 CAAATAATGATTTTATTTTGACTGATAGTGACCTGTTCGTITGCAACAAATTGATGAGCAATGC fw
TTTTTTATAATGCCAACTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCTTITITTITCTTCTTICTTCGTTCATAC
5541 CAAATAATGATTTITATTTITGACTGATAGTGACCTGTTCGITGCAACAAATTGATGAGCAATTA 1V
TTTTTTATAATGCCAACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTAATGCCAACTTTGTACAAGAAAGC
5544 ATTGGCGGCCGCCTAGGGATAACA fw
5545 AAACTGTTATCCCTAGGCGGCCGC v
5546 ATTGGTGGGTCGACTAGGGATAAC fw
5547 AAAGGTTATCCCTAGTCGACCCAC v
5548 GTATGTATATATGTAGATCTGG fw
5563 GATCCCTAGGCCTGTITATCCCTAACAAGTITG fw
5564 GATCCCTAGGCTGGATCGGAATTATCGAACC v
5598 GTACTCTATCGGACTCGCTATCGGAACTAACTCTG fw
5599 CAGAGTTAGTTCCGATAGCGAGTCCGATAGAGTAC v
55100 CTCTGATTACGATGTTGATGCTATCGTGCCACAGTCATTC fw
SS101 GAATGACTGTGGCACGATAGCATCAACATCGTAATCAGAG v
SS116 ATTGAGAGTTTTCCCAGTTCCCGT fw
55117 AAACACGGGAACTGGGAAAACTCT v
SS118 ATTGCTTAGCCTGGCGAAAGAGTC fw
SS119 AAACGACTCTTTCGCCAGGCTAAG v
SS135 CAAATAATGATTTTATTITGACTGATAGTGACCTGTTCGTTGCAACAAATTGATGAGCAATGC fw
TTTTTATAATGCCAACTTTGTACAAAAAAGCAGGCTACGCGTCCTGAGGCTTITTITTCTICTT
CTTCGTTCATAC
SS136 CAAATAATGATTTTATTITGACTGATAGTGACCTGTTCGTTGCAACAAATTGATGAGCAATTA rv
TTTTTTATAATGCCAACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCCTCAGGACGCGTTAATGCCAACTTT
GTACAAGAAAGC
55148 CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGTACTCTCGTGCGTTCACACTGACCATTTGG fw
55149 CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGACATACGCGICGTTCACACTGACCATTITGG fw
S5150 CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGCCAAGCACCACCATCTTAGG v
S5153 GAAGTTAGACTTGAAGTTAGG v
55184 CGTTCACACTGACCATTIGG fw
55185 GACGCATAAACTATGGTGGG v
55186 ATTGATCGGCAACACATGATCTCC fw
55187 AAACGGAGATCATGTGTTGCCGAT v
55188 ATTGCATGTGTTGCCGATCTTTAC fw
55189 AAACGTAAAGATCGGCAACACATG v
55190 ATTGGGAGTGTCGTCATTGCCACT fw
55191 AAACAGTGGCAATGACGACACTCC v
55192 ATTGAGGATCAACACCGAGCGAGG fw
55193 AAACCCTCGCTCGGTGTTGATCCT v
55194 ATTGATCGGCAACACATGATCTCC fw
55195 AAACGGAGATCATGTGTTGCCGAT v
55196 ATTGCCACATTCTCCGGTAAAGAT fw
55197 AAACATCTTTACCGGAGAATGTGG v
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Tabelle 8.2: Fortsetzung

Primer Sequenz 5" — 3’ (@)

55198 ATTGACATGTTTGATTCCTCCGAG fw
55199 AAACCTCGGAGGAATCAAACATGT v
55200 ATTGGTGAATCATCCCTCCTCGCT fw
55201 AAACAGCGAGGAGGGATGATTCAC v
55202 ATTGTGGACTCACGGGCCGGCCAA fw
55203 AAACTTGGCCGGCCCGTGAGTCCA v
55204 ATTGGGCCCGTGAGTCCAAGAAGA fw
55205 AAACTCTTCTTGGACTCACGGGCC v
55206 ATTGTTTGGACGATTTCTTTGITG fw
55207 AAACCAACAAAGAAATCGTCCAAA v
55208 ATTGAGTTCATACTTACCCATAAT fw
55209 AAACATTATGGGTAAGTATGAACT v
S5210 ATTGTTTCATAGTAGGCCTTTIGGC fw
SS211 AAACGCCAAAGGCCTACTATGAAA v
55212 ATTGTTGGAGAGAGTCCCATCTICG fw
55213 AAACCGAGATGGGACTCTCTCCAA v
SS214 ATTGGATGGGACTCTCTCCAAGGT fw
S5215 AAACACCTTGGAGAGAGTCCCATC v
55216 ATTGGCTGTACTCTTGCCATCATC fw
SS217 AAACGATGATGGCAAGAGTACAGC v
55218 ATTGTCACTATAGCCTACTAGCTT fw
55219 AAACAAGCTAGTAGGCTATAGTGA v
55220 ATTGTTCTGTGAACACCACGAGAT fw
55221 AAACATCTCGTGGTGTTCACAGAA v
55280 CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGCGTAGACTAGACACTAATCTTICTTIGCTTCG fw
55281 CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGTACGAGTATGACACTAATCTITCTTIGCTTCG fw
55282 CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGTACTCTCGTGACACTAATCTTCTTTGCTTCG fw
55283 CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGTAGAGACGAGACACTAATCTTCTTTGCTTCG fw
55284 CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGTCGTCGCTCGACACTAATCTITCTTIGCTTCG fw
55285 CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGACATACGCGTACACTAATCTTCTTTGCTTCG fw
55286 CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGGACCTTTCTTGGGTTTAGCC v
55287 CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGACGCGAGTATGTTATTTIGTCTCTTTGATCTC fw
55288 CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGACTACTATGTGTTATTTITGTICTCTTTGATCTC fw
55289 CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGACTGTACAGTGTTATTTTGTCTCTTTGATCTC fw
55290 CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGAGACTATACTGTTATTTIGTCTCTTTGATCTC fw
55291 CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGAGCGTCGTCTIGTTATTTITGTICTCTITTGATCTC fw
55292 CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGAGTACGCTATGTTATTTTGTCTCTTTGATCTC fw
55293 CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGGTTGTAATTGTACTAAATGTTCC v
55294 CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGATAGAGTACTAGCCAAATTGCTTGCCTAGC fw
55295 CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGCACGCTACGTAGCCAAATTGCTTGCCTAGC fw
55296 CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGCAGTAGACGTAGCCAAATTGCTTGCCTAGC fw
55297 CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGCGACGTGACTAGCCAAATTGCTTGCCTAGC fw
55298 CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGTACACACACTAGCCAAATTGCTTGCCTAGC fw
55299 CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGTACACGTGATAGCCAAATTGCTTGCCTAGC fw
SS300 CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGGAATCTGGTTTGCAATTGTCC v
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8.3 Rohdaten der quantitativen GUS-Messungen

Tabelle 8.3: Rohdaten der Abbildung 3.7. Angegeben sind die relativen Fluoreszenzen nach 10 min Inkubati-
on.

Replikat Col-0 DGU.US IU.GUS DGU.US: DGU.US: DGU.US: IU.GUS: IU.GUS: IU.GUS:
Cas9 Cas9- I-Scel Cas9 Cas9- I-Scel

D10A D10A
1 888 745 451 26513 199983 71126 8590 45925 17586
2 1721 691 1079 69326 238604 113127 8268 11390 19816
3 1101,5 719,5 599,5 50589,5 215796,5 508315 9365,5 18903,5 211825
X 1236,8 718,5 709,8 48809,5 218127,8 783615  8741,2 25406,2  19528,2
o 432,7 27 328,2 21461,9 194158 31771,8 564,11 18162,6 18154

Tabelle 8.4: Rohdaten der Abbildung 3.8. Angegeben sind relative Fluoreszenzen der drei Replikate (R1-R3).

Zeit DGU.US::Cas9-D10A DGU.US:Cas9-D10A-NTS

(min) R1 R2 R3 x o R1 R2 R3 X o

5 19345 10479 15658 15160,7 3636,7 10715 9992 7984 9563,7  1155,5

10 37378 19713 32826 29972,3 7488,7 37013 21060 17056 25043 8620,7

15 57602 31453 47478 45511 10765,6 54426 31519 27605 37850 11829,6
20 75659 41849 63134 60214 13956,5 71281 42660 39399 51113,3 143229
25 93868 51558 72329 72585 17274 88180 53630 52515 64775 16556,3
30 109455 60940 94049 88148 20241 103586 65381 61152 76706,3 19085,2
45 151956 88364 114006 118108,7 26123 146733 96909 94192 112611,3 24153,3
60 186909 111857 154880 151215,3 30749,3 181692 127726 124865 144761 26140,4
90 247137 152624 220768 206843 39821,4 239738 176799 177755  198097,3 294472
120 292115 187962 266749 248942 443455 286780 214379 226356 242505 31686,8

Tabelle 8.5: Rohdaten der Abbildung 3.9. Angegeben sind relative Fluoreszenzen der drei Replikate (R1-R3).

Zeit TU.GUS::Cas9-D10A TU.GUS::Cas9-H840A

(min) Rl R2 R3 x o R1 R2 R3 x v

5 7675 13556 19790  13673,7 49464 3167 5224 4885 44253 9003
10 47381 32930 45594 419683 64326 7415 5843 5457 62383 847
15 71870 33784 73913 598557 184543 8170 6472 6112 6918 8976
20 96432 73315 99621  89789,3 117216 9011 7064 6963 76793 9427
25 118030 89360 122942 110110,7 14809,3 10019 7955 7910 8628 9839
30 136661 107515 142906 129027,3 154237 7664 8318 5837 7273 1050,1
45 184325 144080 189667 172690,7 20348 13724 10536 11489 119163 13363
60 224392 173378 231924 209898 260059 16246 12680 14377 144343 14565
90 281873 227089 290546 266502,7 280937 21399 16950 20112 19487  1869,3
120 321876 264515 337901 308097,3 31504,1 24530 20548 23678 229187 17121
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8.4 Nachweis hereditiarer Mutationen von gepaarten SSBs

Tabelle 8.6: Segregationsanalyse trangener T2 Linien. Single locus Linien sollten korrekt auf Selektionsmedi-
um 3:1 segregieren. Korrekte Segregation kann fiir x? < 3,84 angenommen werden.

T1Pflanze # tot gewachsen x>  Bewertung

1 17 35 1,64 3:1
2 10 42 0,92 3:1
3 15 37 0,41 3:1
4 8 44 2,56 3:1
5 17 35 1,64 3:1
6 14 38 0,1 3:1
7 16 36 0,92 31
8 13 39 0 3:1
9 12 40 0,10 31
10 7 45 3,69

11 2 50 12,41

12 11 41 0,41 3:1
13 3 49 10,26

14 27 25 20,1

15 13 39 0 3:1
16 11 41 0,41 3:1
17 18 34 2,56 31
18 19 33 3,69

19 17 35 1,64 3:1
20 15 37 0,41 3:1
21 1 51 14,77

22 16 36 0,92 31
23 16 36 0,92 31
24 10 42 0,92 3:1
25 2 50 12,41

26 7 45 3,69

27 3 49 10,26

28 14 38 0,1 3:1
29 16 36 0,92 31
30 0 52 17,33
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8.5 NGS Daten der Analyse gepaarter SSBs

Tabelle 8.7: Ubersicht iiber Read Anzahlen der Analyse gepaarter SSBs auf beiden DNA-Stringen.
Konstrukt ~ Reads

ADH-020 9364
ADH-050 5708
ADH-0100 9437

Int-020 20.746
Int-050 12.520
Int-0100 11.003

Het-020  16.433
Het-050 6755
Het-0100  10.393
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>Int_ref
50 bp Distanz
>JN35DQT01DKNDQ

>JIN35DQIO1EINZ3

>JIN35DQI01RIWNIO

>JN35DQI0OLE4NPT

>JN35DQI0LDSCEE

>IN35DRIO1AHT M

>JM35DQI0LCTNEQ

>JN35DQI01CXPY

>JN35DQI01DESDG

>IN35DQI01DYEYT

100 bp Distanz
>JN35DQI01IC4PQC

>JN35DQI0ICT2NA
>JN35DRI0IAF2EV
>JN35DQI0IBU3Q4
>JN35DQI01BNBGQ
>JN35DQI01IDCKCA
>JN35DQI01BEYIE
>JN35DQI0IDVCSI
>JN35DQI01BIHCE
>JN35DRI0ICEBEC
>JN35DQI0IC4PLS
>JN35DQI01AESHS

>JN35DQI01IEDQHG

>JN35DQI0ICCQRS

>JN35DQI01DIINR

IGTITCATAGTAGGCCTITGGCCGGCCCGT GAGT CCARGARGAGGGTGTCICCATTTGGACGATITCIITGI IGLGETCCATARTTCATARGCCGTATATTAGCATAGTICATACTTACCCATARTI GGARTGGTA

LEN=552 TGTTTCATAGTAGGCCTTT GAGTCCARGAAG) TGTCTCCATTTGG*ACGATTTCTTTGT TGCGGETCCATAATTCATARGCCGTATATTAGCATAGT TCATACTTACCCATAATTGGAATGET
TGAGTCCAAGRAGAGGGTGTCTCCATITGEACGATTITC
CCGIGAGTCCAAGRAGAGGGTG
GAGTCCAAGAAGAGGETGTCTCCATITGE
LEN=550 TGTTTCATAGTAGGCCTTTGGCCGGCCCGTGAGTCCARGRAGAGGGTGTCTCCATTTGEACGATT *TCTTIGTTGCGGTCCATAATTCATARGCCGTATATTAGCATAGTTCATACTTACCCATARTTGGRAATGET
AGTCCAAGRAGAGGGIGTCTCCAT
CCGTGAGICCARGRAGAGGGIGTCICCATTTGEACGATT
AGTCCAAGRAGAGGGTGTCTCCATTTGGACGATT
LEN=550 TGTTICATAGTAGGCCTTIGGCCGGCCCGTGAGTCCARGAAGAGGGTGTCTCCATTTGEACGAT*TICITIGTITGCGGTCCATARTTCATARGCCGTATATTAGCATAGTICATACTTACCCATARTTGERATGET
CCGIGAGTCCARGRAGAGGGTIGTCICCA
GRAGAGGGTGTCTCCATTTGEACGAT
CCGTGAGTCCARGAAGRAGGGTGTCTCCATTTGGACGAT
LEN=544 TGTTICATAGTAGGCCTIITGGCCGGCCCGTGAGT CCARGRAGAGGEIGTCTCCAT* TTGEACGATTICTTIGITGCGETCCATARTTCATARGCCGTATATTAGCATAGTITCATACTIACCCATARTTGGARTGGT
CCGTGAGICCARGAAGAGEGIGTCICCAT
GECCCETGAGTCCAAGRAGABEETGTCTCCAT
CCGTGAGTCCARGRAGAGGGTGTCTCCAT
LEN=551 TGTTICATAGTAGGCCTIITGGCCGGECCCGTGAGT CCARGRAGAGGEIGTCTCCATITGG*ACGATTICTTIGITGCGETCCATARTTCATARGCCGTATATTAGCATAGTTCATACTIACCCATAATTGGARTGGT
GAGTCCAAGAAG) TGTCTCCATTTGGACGAGT
CCAAGRAGAGGGTGTCTCCATTTTGGGEA
GICCARGRAGAGGGIGTCTCCATTITGGE
LEN=540 TGTTICATAGTAGGCCTTIGGCCGGCCCGIGAGICCARGAAGAGGGTGTCTCCATTTGEACGATT *TCITIGITGCGETCCATARTTCATARGCCGTATATTAGCATAGT ICATACTTACCCATARTTGGAATGGT
CGGCCCGTGAGTCCARGRAGAGGGTGTCTCCATTTGEACGATT
CGGCCCGTGAGTCCARGRAGAGGGTGTCTCCATTTGEACGATT
LEN=542 TGTTICATAGTAGGCCTIITGGCCGGECCCGTGAGT CCARGRAGAGGEIGTCTCCATITGGA*CGATTICTTIGITGCGET CCATARTTCATARGCCGTATATTAGCATAGTTCATACTIACCCATAATTGGARTGGT
AGAAGAGEETGTCTCCATTTGGACGATTTC
CGTGAGTCCAAGRAGAGGGTGTCTCCATTTGER
AGRAGAGGGIGTCICCATITGGA

LEN=541 TGTTICATAGTAGGCCTITIGGCCGGECCCGIGAGICCARGAAGAGEGTGTCTCCATITGEACGATTICITIGITGCGGETCCATARTTCATARGCCGTATATTAGCATAGT ICATACTTACCCATAATTGGAATGGT
CCGTGAGTCCARGAAGAGGGTGTCTCCATT
GRGEETGTCTCCATITGGAC
CCGTIGAGTCCAAGRAGAGGGTGTCTICCATTITGGAC
LEN=538 TGTTTCATAGTAGGCCTTT GAGTCCARGAAG) TGTCTCCATTTGEACGA*TTTCTTTGT TGCGGTCCATAATTCATARGCCGTATATTAGCATAGT TCATACTTACCCATAATTGGAATGET

AGAAGAGGGTGTCTCCATTTGGACGE
GICCARGRAGAGGGIGTCTCCATITGGACGA
AGAAGAGGGIGTCICCATITGGACGA
LEN=546 TGTTTCATAGTAGGCCTTTGGCCGGCCCGTGAGTCCARGRAGAGGGTGTCTCCATTTGEACGA*TTTCTTIGTTGCGGTCCATARTTCATARGCCGTATATTAGCATAGTTCATACTTACCCATARTTGGRAATGET
CRAGRAGRGGGTIGTCICCATITS
AGTCCARGRAGAGGEIGTCTCCATITGGACGA
CARGAAGAGGETGTCTCCATTTGGACGA

LEN=521 IGTITCATAGTAGGCCITIGGCCGGCCCGTGAGTCCARGARGA! TGTCICCATITGEACGATITCIITGITGCGETCCATARTTCATARGCCETATA* TTAGCATAGTTCATACTTACCCATARTTGGRAATGET
AAGRAGAGGGTGTCTCCATTTGGACGATITCITTGITGCGETCCATARTTCATAAGCCGTATA
LEN=538 TGTTTCATAGTAGGCCTTTGGCCEGCCCGTGAGTCCARGAAGAGEETGTCTCCATTTGGACGATTTCTITGTTGCGGTCCATAATTCATAAGCCETATATTAGCATAGTTCATACTTA*CCCATARTTGGAATGGT
CAAGRAGAGGETGTCTCCATITGGACGATTTCTITGT TGCGETCCATART TCATAAGCCGTATATTAGCATAGTICATACTTC
LEN=525 IGTIICATAGTAGGCCIITGGCCEECCCGTGAGTCCARGAAGAGEETGTCICCATITGGACGATITCIITGITGCGGTCCATARTTCATARGCCGTATATTAGCAT *AGTTCATACTTACCCATARTTGGAATGGT
AGAAGAGGETGTCTCCATTTGGACGATTTCTITGTTGCGGTCCATAATTCATAAGCCGTATATTAGCAT
LEN=528 IGTTICATAGTAGGCCTITGGCCEGCCCETGAGTCCARGAAGAGGETGTCTCCATITGGACGATITCTITGTIGCGETCCATARTTCATALGCCETATATTAGCATAGTICATA*CTTACCCATARTTGGAATGET
GRAGA TGTCICCATITGGACGATTITCTITGITGCGETCCATARTTCATARGCCGTATATIAGCATAGTITCATA
LEN=541 TGTTTCATAGTAGGCCTITGGCCEECCCGTGAGTCCARGAAG) TGTCTCCATTTGGACGATITCTITGI TGCGGTCCATARTTCATAAGCCGTATAT -TAGCATAGT TCATACTTACCCAGAR*ATTGGARTG
GAGGGTGTCTCCATTTGGACGATTCTTTGTTGACGETCCATAATTCATAAGCCGTATATTTAGCATAGTTCATACTTACCCATA
LEN=531 IGTITCATAGTAGGCCITIGGCCGGCCCGIGAGTCCARGARGA! TGTCICCATTTGEACGATITCIITGITGCGETCCATARTTCATARGCCETATATIAGCATAGTICATACTTA* CCCATARTTGGRATGET
GGGIGTCICCATTTGGACGATITCTIITGITGCGETCCATARTTCATAAGCCGTATATTAGCATAGT ICATACTTA
LEN=519 TGTTTCATAGTAGGCCTTT GAGTCCARGAAG) TGTCTCCATTTGEACGATTTCTTTGTTGCGETCCATAATTCATAAGCCGTATATTAGCATAGT TCATACTTACCCATAATTGGAATGET
AAGRAGAGGGTGTCTCCATTTGGACGATITCTITGTTGCGETCCATARTTCATRAAGCCGTATA
LEN=541 IGTITCATAGTAGGCCITIGGCCGGCCCGIGAGTCCARGAAGA! TGTCICCATITGEACGATITCTIITGITG-CoGTCCATARTTCATARGCCGTATATTAGCATAGTTCATACTTACCCA*TAATTGGRATGE
AAGAGGGTGTCTCCATTTGGACGATTTCTITGTTGACGET CCATAAT TCATAAGCCGTATATTAGCATAGTTCATACTTACCCA
LEN=528 TGTTTCATAGTAGGCCTITGGCCEGCCCGTGAGTCCARGAAGAGEETGTCTCCATTTGGACGATTTCTITGTTGCGGTCCATAATTCATAAGCCETATATTAGCATAGTTCATACTT *ACCCATARTTGGAATGGT
AGGGTIGTCICCATITGGACGATITCTITGITGCGETCCATARTTCATARGCCGTATATIAGCATAGTTCATACTT
LEN=517 IGTIICATAGTAGGCCIITGGCCEECCCGTGAGTCCARGRAGAGEETGTCICCATITGGACGATITCIITGITGCGETCCATARTTCATARGCCGTATATTAGC*ATAGTTCATACTTACCCATARTTGGAATGGT
AGAGGGTGTCTCCATTTGEACGATITCTTTGTTGCGGTCCATARTTCATAAGCCGTATATTAGE
LEN=53¢ TGTTICATAGTAGGCCTITGGCCEGCCCETGAGTCCARGRAGAGEETGTCTCCATITGGACGATITCTITGTIGCGETCCATARTTCATALGCCETATATTAGC*ATAGTTCATACTTACCCATARTTGGRATGET
ACCGIGAGTCCARGRAGAGGGIGTCTCCATITGGACGATITCTITGITGCGGTCCATARTTCATAAGCCGTATATIAGC
LEN=545 TGTTTCATAGTAGGCCTTT GAGTCCARGAAG) TGTCTCCATTT-GGACG-ATTTCTITGTTGCGGTCCATAATTCATARGCCGTATATTAGCATAGT TCATACTTACCCAT ~AATTGGARTE
GAGTCCAAGAAGAGGETGTCTCCATTTTGGACGRAATTTCTTTGT TGCGGTCCATAATTCATARGCCGTATATTAGCATAGTTCATACTTACCCAT
LEN=52¢ IGTITCATAGTAGGCCITIGGCCGGCCCGIGAGTCCARGARGAGGGTGTCICCATTITGGACG*ATTICTTIGITGCGGTCCATARTTCATARGCCGTATATTAGCATAGTITCATACTTACCCATARTTGGAATGGET
GIGAGICCARGAAGAGEGTGTCTCCATITGGACE
GTGAGTCCAAGAAGAGGETGTCTCCATTTGGACE
LEN=540 TGTTICATAGTAGGCCTITGGCCEGCCCETGAGTCCARGRAGAGEETGTCTCCATITGGACGATITCTITGTIGCGETCCATARTTCATALGCCETATATTAGCATAGTICATACTTACCCA*TARTTGGAATGET
GRAGA TGTCICCATITGEACGATITCTITGITGCGETCCATARTTCATARGCCGTATATTAGCATAGTICATACTTACCCA
LEN=523 TGTTTCATAGTAGGCCTTT GAGTCCARGAAG) TGTCTCCATTTGEACGATITCTTTGTTGCGETCCATAATTCATAAGCCGTATATTAGCATAGT TCATACTTACCCATAATTGGAATGET
CGTGAGTCCAAGAAGAGGGTGTCTCCATTTGGACGATTTCTTTGTTGCGETCCATARTTCATRAAGCC

Abbildung 8.1: Insertionen im intergenischen Bereich nach Induktion von SSBs auf beiden DNA-

Strangen.
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>Hep ref
50 bp Distanz
>JN35DRI0OICCTAR

>JN35DQI01D0O0EF

>JN35DQI01A4IKE

>JN3SDQIO1APMXS

>JN35DQT01B891A

>JN35DQI01BHET3

>JN35DQI0IDTX2L

>JN35DQI01BTRCH

>JN35DQT01B55D0

>JN35DQI01BDECG

100 bp Distanz
>JN35DQI01D4VEG

>JN35DQI01ICNOAZ
>JN35DQI01COECV
>JN3S5DQI01ACIZE
»>JN35DQI01B5JDD
>JN35DQI01BTRZ2
>JN35DQI01DOMGH
>JN35DQI01AEIDS
>JN35DQIO01DLSEW
>JN35DRQI0O1IATE04
>JN35DQI01CECSH
>JN35DQI01ICMOAE
>JN35DQI01ADIEX
>JN35DQIO1AZWCY

>JN35DQI01ICUSLT

TIGCCATIGITICTIGTIICTGTGARCACCACGAGATGEGACTCTCTCCANGGTAGGARATGIGACCEGCTGTACTCTIGCCATCATQAGGAT CAACATTGIGGTTGCTGI CACTATAGCCTACTAGCTTIGGTATCT

TIGCCATIGITICTIGT IICTGTGARCACCACGAGATGEEACTCTCTCCARGETAGGARAT G GACCGGATG*TACTCTTGCCATCATCAGGAT CARCATTGTGGTIGCTGTCACTATAGCCTACTAGCTITIGETAIC
GGACTCTCTCCAAGGTAGGARATGTGACCGGCTE
GEACTCTCTCCAAGGTAGGARATGTGACCGGATE
GGACTCTCTCCARGGTAGGARATGTGACCGGCTE
TIGCCATIGITICTIGTIICTGTGARCACCACGAGATGEGACTCTCTCCARGGTAGGARATGIGACCGGCTG*TACTCTTGCCATCATCAGGAT CAACATTGTGGTIGCTGTCACTATAGCCTACTAGCTITIGGTAIC
GACTCTCTCCAAGGTAGGARATGIGACCGGCTIGTA
TAGGARATGTGAC
TCCARAGGTAGGARATGTGACCGGCTGTA
TRGGARATGTGACCGGCTG
TIGCCATIGITICTIGTIICTGTGARCACCACGAGATGEGACTCTCTC* CARGGTAGGARATGTGACCGGCTGIACTCTITGCCATCATCAGGAT CAACATTGTGGTIGCTGTCACTATAGCCTACTAGCTITIGGTAIC
TAAGGTAGGAAATGTGACCGGCTGIACICIT
GATGGGACTCTCTC-CAAGGTAGGARATGTGACCGGCTGTACTCTT
GATGGGACTCICIC
TTGCCATTGTTTCTTGTTTCTGTGARCACCACGAGATGEGACTCTCTCCARGGTAGGAAATGTGAC CGECTGTACTCT TGCCATCATCAGGATCAACATTGTGGTTGCTGTCACTATAGCCTACTAGCTTTGGTATC
TCTCTCCARGGTAGGARATGTGACCGGCTIGTACTICT
CTCCAAGGTAGGARATGIGACCGGCTIGTACTICT
CTCCAAGGTAGGARATGTIGAC
TTGCCATTGTTTCTIGT I TCTGTGARCACCACGAGATGGGACTCTCTCCARGGTAGGARATGTGAC*CGGCTGTACTCTTGCCATCATCAGGATCAACA-TTGTGGTTGCTGTCACTATAGCCTACTAGCTITGGTAT
TCTCTCCARGGTAGGARATGTGACCGGCTETACTCTT
GRCTCTCTCCARGGTAGGARATGTGAC
TCTCTCCARGGTAGGARATGTGAC
TIGCCATIGITICTIGTIICTGTGARCACCACGAGATGEGACTCTCTCCARGGTAGGARATGIGACCGG*CTGIACTCTITGCCATCATCAGGAT CARCATIGTGGTIGCTGTCACTATAGCCTACTAGCTITIGGTAIC
ACTCTCTCCAAGGTAGGARATGTGRCCGG
ACTCTCTCCRAGGTAGGARATGTGACCGE
ACTCTCTCCAAGGTAGGARATGTGACCGE
TIGCCATIGITICTIGTIICTGTGARCACCACGAGATGEGACTCTCTCCARGGTAGGARATGIGA* CCGGCTGIACTCTITGCCATCATCAGGAT CAACATTGTGGTIGCTGTCACTATAGCCTACTAGCTITIGGTIAIC
TGGGACTCTCTCCARGGTAGGARATGIGR
TGGGACTCTCTCCARGETAGGARATGIGA
TGGGACTCTCTCCARAGGTAGGARATGTGA
TTGCCATTGTTTCTTGTTTCTGTGARCACCACGAGATGEGACTCTCTCCARGGTAGGARATGTGACCGECTGTACTCTTG*CCATCATCAGGATCAACATTGTGGTTGCTGTCACTATAGCCTACTAGCTTTGGTATC
GTAGGARATGTIGACCGGCT
CICTCTCCARGGTAGGARATGTIGACCGGCIGTACICTIG
GIAGGAAATGTIGACCGGCIGTACICTIG
TTGCCATTGTTTCTIGT I TCTGTGARCACCACGAGATGGGACTCTCTCCARGGTAGGARATGTGACCGGCTATACTCTTGCCA*TCATCAGGAT CARCATTGTGGTTGCTGTCACTATAGCCTACTAGCTITGGTATC
CTCTCTCCAAGGTAGGARATGTGACCGGCTGTACTCTTGCCA
CTCTCTCCARGGTAGGARATGTGACCGGCTGTACTCTTGCCA
TIGCCATIGITICTIGTIICTGTGARCACCACGAGATGEGACTCTCTCCARGGTAGGARATGTGACCGGCTGTACTCT *TGCCATCATCAGGAT CAACATTGTGGTIGCTGTCACTATAGCCTACTAGCTITIGGTAIC
CTCCRAGGTAGGARATGIGRCCGG
GTAGGARATGTGACCGGCTGTACTCT
CTCCARGGTAGGARATGTGACCGGCTGTACTCT

ITGCCATTGTIICTTGITICTGIGAACACCACGAGATGEGACTCICTCCAAGGTAGGRARTGTGACCGGCTGTACTCITGCCATCATCAGGATCARCATIGTGEGTIGCTGICACTATAGCCT *ACTAGCTTTGGTATC
CICCAAGGTAGGARATGTGACCGGCTGTACTCITGCCATCATCAGGATCARCATIGTGGTIGCTGICACTATAGCCT
ITGCCATTGTIICTITGITICTGIGAACACCACGAGATGEEACTCICTCCARAGETAGGAAAT GTGACCGECTETACTCITGCCATCATCAGGATCARCATIGTGETIIGCTGICACTATAGCCTACTAG*CTTTGETATC
AATGTGACCGGCTGTACTCTTGCCATCATCAGGATCARCATTGTGGTTGCTGTCACTATAGCCTACTAG
TTGCCATTGTTTCTTGTTTCTGTGAACACCACGAGATGGEACTCTCTCCAAGGTAGGARATGTGACCGECTGTACTCTTGCCATCATCAGGATCARCATTGTGETTGCTGTCACTATAGCCTAXCTAGCTTTGETATC
GGARATGTGACCGGCTGTACTCTTGCCATCATCAGGATCARCATTGTGGTTGCTGTCACTATAGCCTA
ITGCCATTGTIICTTGITICTGIGAACACCACGAGATGEGACTCICTCCAAGGTAGGRARTGTGACCGGCTGTACTCITGCCATCATCAGGATCARCATIGTGET *TGCTGTCACTATAGCCTACTAGCTTTGGTATC
CCCATCICICCAAGGTAGGARATGTGACCGGCTGTACTCTITGCCATCATCAGGATCARCATIGTGGT
TTGCCATTIGTTTICTTGTTICTGTGAACACCACGAGATGGAACTCTCTCCAAGGTAGGAAATGTGACCGGCTGTACTCTTGCCATCATCAGGA*TCARCATTGTGGTTGCTGTCACTATAGCCTACTAGCTTTGGTATC
CTCICTCCRAAGGTAGGARATGTGACCGGCTGTACTCTTGCCATCATCAGGA
TTGCCATTGTTTCTTGTTTCTGTGAACACCACGAGATGGEACTCTCTCCAAGGTAGGARATGTGACCGECTGTACTCTTGCCATCATCAGGATCAACATTGTGGTTG* CTGTCACTATAGCCTACTAGCTTTGETATC
ARATGTGACCGGCTGTACTCTTGCCATCATCAGGATCARCATIGIGGTIG
ITGCCATTIGTIICTITGITICTGIGAACACCACGAGATGGGACTCICTCCARGETAGGRARTGTGACCGGCTGTACTCITGCCATCATCAGGATCARCATIGTGGTIIGCTGICACT *ATAGCCTACTAGCTTTGGTATC
GTACTCTTGCCATCATCAGGATCARCATTGTGGTTGCTGTCACT
ITGCCATIGITICTTGITICTGIGAACACCACGAGATGGEACTCTICTCCAAGGTAGGARATGTGACCGECTGTACTCITGCCATCATCAGGATCARCATIGTGGT IGCTGTCACTATAGCCTACHTAGCTTTGETATC
CATCATCAGGATCAACATTGTGGTTGCTGTCACTATAGCCTAC
ITGCCATTGTIICTTGITICTGIGAACACCACGAGATGEGACTCICTCCAAGGTAGGRARTGTGACCGGCTGTACTCITGCCATCATCAGGAT CARCATIGTGETIGCTGICACTATAGCCTAC*TAGCTTTGGTATC
CATCATCAGGATCARCATIGIGETIIGCTGICACTATAGCCTAC
ITGCCATTGTIICTITGITICTGIGAACACCACGAGATGEEACTCICTCCARAGETAGGAAAT GTGACCGECTETACTCITGCCATCATCAGGATCARCATIGTGEIIGCTGICACTATAGCCTAC*TAGCTTTGETATC
CATCATCAGGATCARCATTGTGETTGCTGTCACTATAGCCTAC
TTGCCATIGTTTCTTGTTTCTGTGAACACCACGAGATGGEACTCTCTCCAAGGTAGGARATGTGACCGECTGTACTCTTGCCATCATCAGGATCARCATTGTGETTGCTGTCACTATAGCCTACHTAGCTTTGETATC
CATCATCAGGATCAACATTGTGGTTGCTGTCACTATAGCCTAC
ITGCCATTGTIICTTGITICTGIGAACACCACGAGATGGGACTCICTCCAAGGTAGGRARTGTGACCGGCTGTACTCITGCCATCATCAGGATCARCATIGTGG*TTGCTGTCACTATAGCCTACTAGCTTTGGTATC
ACCGGCTGTACTCITGCCATCATCAGGATCAACATIGIGG
TTGCCATTIGTTTICTTGTTICTGTGAACACCACGAGATGGAACTCTCTCCAAGGTAGGAAATGTGACCGGCTGTACTCTTGCCATCATCAGGATCARACATTGTGGTIG*CTGTCACTATAGCCTACTAGCTTTGGTATC
ACTCTCTCCAAGGTAGGARATGTGACCGGCTGTACTCTTGCCATCATCAGGATCARCATIGIGGTIIG
TTGCCATIGTTTCTTGTTTCTGTGAACACCACGAGATGGEACTCTCTCCAAGGTAGGARATGTGACCGECTGTACTCITGCCATCATCAGGATCAACATTGTGGTTGCTGTCACTATAGCCTA*CTAGCTTTGETATC
TGACCGGCTGTACTCTITGCCATCATCAGGATCARCATTGTGGTTGCTGTCACTATAGCCTA
ITGCCATTIGTIICTITGITICTGIGAACACCACGAGATGGGACTCICTCCARGETAGGRARTGTGACCGGCTGTACTCITGCCATCATCAGGATCARCATIG* IGGITGCTGTCACTATAGCCTACTAGCTTTGGTATC
ACTCICICCAAGGTAGEARATGTGACCGECTGTACTCTITGCCATCATCAGGATCAACATIG

Abbildung 8.2: Insertionen im Heterochromatin nach Induktion von SSBs auf beiden DNA-Stringen.
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0ct

20 bp Diatanz

AT T T T T LA A T T A T S T T L T T A S T T G T AT C T GG T AR T UG TAAT CACAACAGT AT GTT T CATAGT AL

BTG AT T AT ARGC T AT AT TAGCATRET TCAT AT TAC oA L AR

AT ST AN TS TAT T TAET

THIEDGTOICHTR AAARATTTTTCTATAAT. e

W ARTIOV TTTTTCTATAAT: TATTAGCATAGT TCATACTTACCCATAAT TEEANT G3TAT: ATTTTAET
JWISLQIOIDVING TETCTCCATITEGERCOGAT
TW2SDEIO1TAISH ARAGATITITCTATART CTSARRRAGATCTASACTIT TTECGGTCCATART TEATARGCCETATAT TAGCATAGT TCATACTTACCCATARTTSSAAT:
THISTGTOIRYENE AAAGATTTTTCTATAAT TEARAARCATCTAGACTTTTTCTTCTTCTARACRCATAT: CTAAT TTCATARTA TATTAGCATAGTTCATACTTACCCATARTTSRAR

1DOZAR GAT TCTATAATCTGAAAAASATCTAG TTCTTCTT! TT IR CER T TTCT T TET TGCEET CCATAAT TCATARGCCGTATAT TAGCATAGT TCATACT TACCCATAATTSEAAT SETAT.

JHISDGIUICZONS ARAGATTTTTCTATARTL T IO T T T AR AR T AT ARG T AT CT G ART GUCTAAT! ACABTATGTTTCATAGTAL 3 ATATTAGCATAGTTCATACTTACCCATART] RTAR
JWISDQIO1IDLIWE ARAGATTTITCTATARTCTSRRRRASATCTAGACTITIICTTCTICTARRCREATATARRS TCCATTIGERCERTTT CGTATATIAGCATAGTTCATACTTACCCATARTTSSARTSSTATAR
THISDQIO1BEACE AAAGATTTTTCTATAATCToARARACATCTACACTTTTTCTTCTICTARRCRGR ATCTOL TOTTTCATAGTAGGCCTT OOCOTATATTAGCATAGTTCATACTTACCCATARTTSOAAT SOTATARS CTATTTTAST
THISTGTOICVERG AAAGATTTTTCTATAATCTAARAAAGATCTAGACTTTTTCTTCT TCTARACAGATATARAGTATCT G TRTTTCATAGTAS TT TATTAGCATAGTTCATACTTACCCATAATTRRAATSETATARSTECREACTATTTTART
50 bp Distanz
TMISDQIOIAINST AARGATTTTTCTATART ST SARARR AT TACACTTT T ICT T T IC T ARRC RE AT AT ARG TAT CTGETART GOCTART CACARCAGTAT GTTGCGGTCCATART TCATARGCCETATATTAGCATAGTTCATACT TACCCATARTTSSART SSTATARSTSCSEACTATITTAGT
THIETGTOIBTHYS AAAGATTTTTCTATAATET: TCTARACTTTTTCTTCTTCTARRCAGRTATARAGTATCTGL can STCCATTTRGRCER o ATATTAGCATAGTTCATACTTACCCATARTTRRART A TATARSTRCREACTATTTTAST
JHISDQIOIATOTE TTTTTCTATAATCT GARARAGATCTAGACTTTTICT TCT TCTARACAGA TATARAGTATCTGETAATGCCTAAT TETTTCATAGTAGGCCTTTGECC5E0005TGASTCCAN TATTAGCATAGT TCATACTTACCCATAATTGEAMTGETAT! RTTTTRET

130 bp Distanz

TNIEDQTOIAGCYY AAACATTTTTETATAATCTOARARACATCTACACTTTTTCTTCTTCT

JHISDQIOIBFEVe AAAGATTTTTCTATAATCTGAR TICTTCT ATGT TTCATACTTACCCATAATTGGAR

JHISLGLOIBSSYS - A 11 T TCT ARG T T AL, TETTTCATAGT) CITTEE I ShREAE

THIEDGIOlHE YR ARRGATTTT T T TATART ST S RARRR SR T TREACT T I T TIC T IO T I TARR R EA TR T ARR AT AT CTEETART GOCTART CACARL: —-AT.

TWIEDQTO1EFRGY AARGATTTTTCTATAATCToARARASATCTACACTTTTICTICTICTARRCAGATATARAGTATCTAL GCCTARTCACAACAGT TTCATAGTAGS: ACGRTTICTITOT TGCGGT COATART TCATARGCCOTATAT TAGCATAGT TCATACT TACCCATART TSSART SSTATARSTECSERCTATITTAST

THIEDGTAL  AAAGATTTTTCTATAATCTEARA AR A TCTAGACTTTTTCTTCT TCTARRCRGA TATARRGTATCT S TTCATAGTAL TT TECRTTTRRRCEATTTETTTRTTROGET. CATAATTAZAATAATATARGTROREACTATTTTART
H 1n408D GATTTTTCTATAATCTEAMMAAGATCTAGACTTTTTCT ICT TCTARACACAT AT MG T ATCTGETAAT GO WGTATGTTTCATAGTAGGCCTTTGECCE50C0ETGAGTOCAN T TTTEECTE, TG TATTAGCATAGTTCAT -ACTATITIAGT

Abbildung 8.3: Deletionen im intergenischen Bereich nach SSB Induktion auf einem DNA-Strang.

>Het ref

20 bp Distanz

CTAGCTGCTICTGTTCCTGCCATARACTCTGCTTCACATGAGEACATTGCCATTGTTTCT TG T TCTGIGAACACCACGARATIGGEACT CICICCARGETRGGARATGTGACCEECTGIACT CITGCCATCATCRGEATCAACATTGTGETIGCTGICACTATAGCCIACTAGCT T GETAT CTT TTCACTTGATCGTTTARATACCARACCGAGTGTAG

JN35DQIO1DKRST CTAGCTGCIICIGTITICCTIGCCAT: A TCAGEATCRRCATTGTGET IGCIGICACTATAGCCTACTAGCTITGGTATCTITICACTTGATCGT TTARATACCARRCCGAGTIGTAG
JIN35DQIOIATSML CTAGCTGCTICTGITCCTGCCATARACTCTGCTTCACATGAGGACATIGCCATTGTITCTIGTITCTGTGAACACCACGAGATEGGACT TTTCACTTGATCGTTTARATACCARAACCGAGTGTAG
JIN35DQIOLDFO00 CTAGCTGCTICTGTICCTGCCATARACTCTGCTTCACATGAGGACAT ATCAGGATCRAACATTGTGGTTGCTGTCACTATAGCCTACTAGCTTTGETATCTTTICACTTGATCGTTTARATACCARAACCGAGTGTAG
JN35DRIOIBZ1FS CTAGCTGCTTCTGTTCCTGCCATARACTCTGCTTCACAT! TACCCTTGCCATCATCAGGATCAACATTGTGGTTGCTGTCACTATAGCCTACTAGCTTTGETATCTTITCACT TGATCGT TTARATACCARACCGAGTGTAG
JIN35DRIOIEVIML CTAGCTGCTTCTGTTCCTGCCATARACTCTGCTTCACATGAGGACATTGCCAT ATCAGGATCAACATTGTGGTTGCTGTCACTATAGCCTACTAGCTITGETATCTTTTCACTIGATCGTTTARATACCAAACCGAGTGTAG

JIN35DRIOIAV3SXK CTAGCTGCTTCTGTTCCTGCCATARACTCTGCTTCACATGAGGACATTGCCATTGTTICTTGTTTCTGTGA:
JIN35DRIOIASIPS CTAGCTGCTICTGTTCCTGCCATARACTCTGCTTCACATGAGGACATIGCCATTGTTICTIGTTTCTGTGAACACCACGAGATGGGACTCT

CGGCTGTACTCTTGCCATCATCAGGATCAACATTGTGGT TGCTGTCACTATAGCCTACTAGCT TTGETATCTTTTCACT TGATCGT TTARATACCAAACCGAGTGTASG
TGCCATCATCAGGATCAACATTGTGGTTGCTGTCACTATAGCCTACTAGCTITGETATCTTTICACTTGATCGTTTAAATACCAAACCGAGTGTAG

JN35DRIOIAZ41E CTAGCTGCTICTIGITCCIGCCATARACTCIGCTTCACATGAGGACATIGCCATTGTITICTIGTIITCTGTGAACACCACGAGAT G-~~~ —=~— === == === ——— === TGACCGGECTGTACTCITGCCATCATCAGGATCAACATTGTGGT IGCIGTCACTATAGCCTACTAGCTITGETATCITITCACT TGATCGT TTARATACCAAACCGAGIGTAG

50 bp Distanz

JN35DQI01B11DL CTAGCTGCTICTGITCCTGCCATARACTCTGCTTCACAT AGGATCRACATTGTGGTIGCTGTCACTATAGCCTACTAGCTITGETATCTTTICACTTGATCGTTTARRTACCAAACCGAGTGTAG

JIN35DQIOLCROS2 CTAGCTGCTICTGTICCTGCCATARACTCTGCTTCACATGAGGACATIGCCATTGTITCTIGTTTCTGTGAACACCACGAGAT:

AGGATCRACATTGTGGTIGCTGTCACTATAGCCTACTAGCTITGETATCTTTICACTTGATCGTTTARRTACCAAACCGAGTGTAG

JIN35DQIOLBANIL CTAGCTGCTICTGIICCTGCCATARACTCIGCTTCACATGAGGACATIGCCATTGTTTCTIGTTTCTGTGARCACCACGAGATGGGACTCTCTCCAAGGTAGGARATGT! TGCTGICACTATAGCCTACTAGCTITGGTATCTTTICACTTGATCGTTTARATACCARACCGAGTGTAG

JIN35DRIOIEJYRV CTAGCTGCTTCTGTTCCTGCCATARACTCTGCTTCACATGAGGACATTGCCATTGTTICTIGTTTCTGTGAACACCACGAGATGGGACTCTCTCCAAGGTAGGARAT

——CAGGATCAACATTGTGGTTGCTGTCACTATAGCCTACTAGCTTTGETATCTTTTCACTTGATCGT TTARATACCARACCGAGTGTAS

JIN35DRIOIBCWIW CTAGCTGCTTCTGTTCCTGCCATARACTCTGCTTCACATGAGGACATTGCCATTGTTICTTGTTTCTGTGAACACCACGAGATGEGACTCTCTCCARGGTAGGARATGTG TGT: ATTGTGGTTGCTGTCACTATAGCCTACTAGCTITGETATCTTTTCACTTGATCGTTTARATACCAAACCGAGTGTAG

100 bp Distanz

JN35DRIOIASEFP CTAGCTGCTICTIGITCCTGCCATARACTCIGCITCACATGAGGACATIGCCATTGIIICIIGIITCTGTGARCACCACGAGATEGGACTCICICCARGETAGGARATGTGACCEECTGTACICTIGCCATCATCAGGATCARCATTGT TTARATACCARACCGAGIGTAG
JN35DQIOIATSEQ CTAGCTGCIICIGTICCTGCCATARRCTCTGCTTCACATGAGGACATIGACATIGTIICTIGITICTGTGAACACCACGAGATGGGACTCTCICCARGGTAGGAARTGIGACCGGCTGTACTCTIGCCATCATCAGGATCAAC TITGGTATCTITICACTTGATCGTTIARATACCARACCGAGTIGTAG
JIN35DQIOLDRONA CTAGCTGCTICTGITCCTGCCATARACTCTGCTTCACATGAGGACATIGCCATTGTITCTIGTTTCTGTGARCACCACGAGATGEGACTCTCTCCARGETAGGARATGTGACCGECTGTACTCTTGCCATCATCAGGATCAACATT TTGGTATCTTTICACTTGATCGTTTARATACCARACCGAGTGTAG
JIN35DQIOLIBXDGE CTAGCTGCTICTGTTCCTGCCATARACTCTGCT TCACATGAGGACATIGCCATTGTITCTIGTTTCTGTGARCACCACGAGATGGGACTCICTCCARGETAGGARATGTGACCGECTGTACTCTTGCCATCATCAGGATCRACATTETGETTIGCTGTCA- ———————————— TTTGGTATCTTTTCACTTGATCGTTTARATACCARACCGAGTGTAS

Abbildung 8.4: Deletionen im Heterochromatin nach SSB Induktion auf einem DNA-Strang.
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