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Zusammenfassung 

TALEs aus Xanthomonas sind bakterielle Proteine, die im pflanzlichen Zellkern als 

Transkriptionsaktivatoren wirken. Die spezifische Bindung an Ziel-DNA-Sequenzen 

wird durch die RVD-Abfolge in der hochkonservierten zentralen repeat-Domäne 

vermittelt. Im Rahmen dieser Arbeit wurden die DNA-Spezifitäten von RVDs bestimmt 

die auch im R. solanacearum TALE-Homolog Brg11 vorkommen. Dies ermöglichte 

erstmals die Vorhersage einer Ziel-DNA-Sequenz für Brg11. Zusätzlich wurden RVDs 

in stark und schwach eingeteilt, eine Eigenschaft die vorher unbekannt war und die die 

Gesamtaktivität von TALEs maßgeblich beeinflusst. TALE-abhängig aktivierte Gene, 

welche die Virulenz des Pathogens fördern, werden als Suszeptibilitätsgene bezeichnet. 

Besonders in der Xoo-Reis Interaktion ist bekannt, dass die TALE-abhängige 

Aktivierung von drei funktional redundanten OsSWEETs in Reis unerlässlich für die 

Xoo-Virulenz ist. Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei weitere nah verwandte 

OsSWEETs identifiziert, die ebenfalls die Virulenz von Xoo fördern. Interessanterweise 

bilden diese insgesamt fünf OsSWEETs eine funktional distinkte Gruppe, die 

Saccharose-Transporter kodiert. Die TALE-abhängige Aktivierung dieser Saccharose-

Transporter ermöglicht vermutlich die Ernährung des Pathogens und fördert damit die 

Virulenz von Xoo. Eine Resistenz gegen die TALE-abhängige Aktivierung von 

Suszeptibilitätsgenen kann bereits durch Einzel-Nukleotid Deletionen oder Insertionen 

in der Bindestelle vermittelt werden. Diese verschieben den Leserahmen der Ziel-DNA-

Sequenz und resultieren in der Anhäufung von RVD-Nukleotid-Fehlpaarungen, die 

letztendlich dazu führen, dass der TALE nicht mehr bindet. Interessanterweise konnte in 

dieser Arbeit gezeigt werden, dass die Insertion eines aberranten repeats der im 

Vergleich zum 34-Aminosäure Standard-repeat Deletionen bzw. Insertionen in den 

repeat-α-Helices aufweist, die starre ein-repeat-ein-Nukleotid Bindung des TALEs 

durchbricht. Dies erlaubt die flexible Bindung des TALEs an optimale Sequenzen 

ebenso wie an -1 frameshift Sequenzen, die in resistenten Allelen vorkommen. 

Aberrante repeats könnten somit eine evolutionäre Anpassung an solche Resistenzen 

darstellen. TALEs werden aufgrund ihrer modularen und programmierbaren repeat-

Region als biotechnologische Werkzeuge zur gezielten Regulation von Genen 

verwendet. In dieser Arbeit konnte jedoch beobachtet werden, dass die Effizienz der 

TALE-abhängigen Zielgenaktivierung positionsabhängig ist. Diese Daten deuten darauf 

hin, dass TALEs vermutlich nicht wie klassische Enhancer-bindende Proteine wirken, 

sondern nur in bestimmten Bereichen des Promotors positioniert werden können. 
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Summary 
Xanthomonas TALEs are bacterial proteins which act as transcriptional activators in the 

nucleus of plant cells. The specific binding of TALEs to a consecutive DNA sequence is 

mediated by the RVD sequence in the highly conserved central repeat region. In this 

study the nucleotide specificities of certain rare RVDs were determined that are also 

common in the R. solanacearum TALE homolog Brg11. These new RVD specificities 

were used to predict a potential Brg11 target sequence for the first time. Additionally a 

new feature of TALE RVDs was observed that has a major impact on TALE activity 

and allows the classification of RVDs as strong and weak. TALE activated genes that 

contribute to virulence are also called susceptibility genes. Especially in the Xoo-rice 

interaction the TALE dependent activation of three functional redundant rice 

OsSWEETs is known to be essential for the virulence of Xoo. In this study two 

additional closely related OsSWEETs were identified that also support the virulence of 

Xoo. Interestingly these five out of twenty rice OsSWEETs form a distinct functional 

protein group whose special feature might be the transport of sucrose. The TALE 

dependent activation of these sucrose transporters probably facilitates the nutrition of 

the pathogen, promotes multiplication and thus virulence of Xoo. One possible 

mechanism to mediate resistance against the TALE dependent activation of 

susceptibility genes is the insertion or deletion of a single nucleotide in the TALE target 

sequence. This results in a frameshift in the TALE target sequence which increases the 

RVD-nucleotide mismatches and thereby prevents TALE binding. This study showed 

that the insertion of a so called aberrant repeat which contains a deletion or duplication 

in one of the repeat-α-helices in comparison to a standard 34-amino acid repeat breaks 

the strict one-to-one binding mode of TALEs to tolerate such frameshift sequences. 

Thereby aberrant repeats allow the flexible binding of either an optimal target sequence 

or an otherwise resistant -1 frameshift allele by looping the aberrant repeat out of the 

repeat array. Hence aberrant repeats might resemble an evolutionary adaptation to such 

resistances. The modular and programmable DNA-binding region of TALEs promotes 

their use as biotechnology tool for the targeted regulation of genes. This study showed 

that the efficiency of the TALE mediated gene activation is dependent on their position 

in a promoter. Additionally TALEs influence the transcriptional start site. These 

findings suggest that TALEs do not function comparable to classical enhancer binding 

proteins and should therefore only be positioned in certain promoter regions.  
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1. Einleitung 
Seit der ersten Beschreibung von Bakterien in Teichwasser, Regenwasser und 

menschlichem Speichel vor mehr als 300 Jahren durch Antoni van Leeuwenhoek ist 

mittlerweile gewiss: Bakterien sind allgegenwärtig und besiedeln auch extremste 

Lebensräume (van Leeuwenhoek 1677). Beim Zusammenleben mit Pflanzen und Tieren 

bieten bakterielle Symbionten dem Wirt viele Vorteile beispielsweise die Versorgung 

von Pflanzen mit Stickstoff oder den effektiven Aufschluss der Nahrung im tierischen 

Magen. Seit der Begründung der Bakteriologie ist anhand humaner Infektions-

krankheiten jedoch deutlich geworden, dass nicht jede Interaktion mit Bakterien für den 

Wirt von Vorteil ist. Bakterien, die einen Wirt befallen und ihn zum eigenen Vorteil 

schädigen, lösen Krankheitssymptome aus und werden als Pathogene bezeichnet. 

Pathogene Bakterien befallen nicht nur Tiere, sondern auch Pflanzen. Eine der ersten 

wissenschaftlichen Beschreibungen pflanzenpathogener Bakterien wurde von T. J. 

Burrill 1878 anhand des Bakteriums Erwynia amylovora als Auslöser des Feuerbrandes 

auf Kernobstgewächsen veröffentlicht (Burrill 1878, 1881). Seitdem wurden 

verschiedenste bakterielle Pflanzenkrankheiten beschrieben, deren Schadbilder von 

Flecken über Tumore, Gallen und Pusteln bis hin zur Fäule und Welke von Blättern, 

Stämmen und Früchten reichen und im Falle einer Infektion von Kulturpflanzen meist 

zu Ernteausfällen führen. Die Analyse pflanzenpathogener Bakterien und ihrer 

Interaktion mit dem Wirt ist daher notwendig, um Infektionsmechanismen besser zu 

verstehen und daraus Ansätze zur Eindämmung von Infektionen abzuleiten oder 

Resistenzen zu entwickeln.  

 

1.1 Pflanzenpathogene Bakterien und ihr Leben mit dem Wirt 

Pflanzenpathogene Bakterien befallen Wirtspflanzen und manipulieren sie zu ihren 

eigenen Gunsten. Ziel dieser Manipulation ist es, einen möglichst geeigneten 

Lebensraum zu schaffen, die Versorgung mit Nährstoffen zu garantieren und damit die 

Vermehrung und letztendlich die Verbreitung der Bakterien zu ermöglichen. Als 

Anpassung an die Gefahr bakterieller Infektionen haben Pflanzen Abwehrmechanismen 

entwickelt, die auf verschiedenste Art und Weise die Ausbreitung der Bakterien in der 

Pflanze verhindern. Nicht jede Pflanze ist per se anfällig für eine Infektion mit 

bestimmten Pflanzenpathogenen. Grund dafür ist die Nicht-Wirts-Resistenz, welche die 

Resistenz einer Pflanzenspezies gegenüber allen Isolaten einer Pathogenart beschreibt 

(Heath 2000). Sie wird durch präformierte Hindernisse (z.B. Zellwand, Kutikula oder 
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antimikrobielle Substanzen) sowie durch die aktive Einleitung von Abwehrreaktionen 

vermittelt (Heath 2000; Hückelhoven 2007; Senthil-Kumar & Mysore 2013). Sind 

Pathogene in der Lage die Nicht-Wirts-Resistenz zu überwinden, wird die besiedelte 

Pflanze zu einem Wirt und somit suszeptibel. Pflanzen haben spezielle Mechanismen 

entwickelt, um Pathogene zu erkennen und Abwehrreaktionen einzuleiten, die eine 

weitere Besiedlung verhindern. Die Erkennung von Nicht-Wirts- und Wirtspathogenen 

verläuft ähnlich, allerdings können sich die aktivierten Abwehrsignalwege und die 

Intensität der Abwehrreaktionen unterscheiden (Senthil-Kumar & Mysore 2013). Die 

Erkennung von Pflanzenpathogenen und die nachfolgende Einleitung von 

Abwehrmechanismen erfolgt nicht über spezialisierte Immunzellen wie im tierischen 

Immunsystem, sondern an jeder einzelnen Pflanzenzelle über zwei mögliche 

Mechanismen, die PTI und die ETI (Nürnberger, et al., 2004; Jones & Dangl 2006). In 

der PTI (PAMP triggered immunity) werden bestimmte bakterielle Strukturen, 

sogenannte PAMPs (pathogen associated molecular patterns), durch 

Oberflächenrezeptoren, die PRRs (pattern recognition receptors), erkannt (Nürnberger, 

et al., 2004). PAMPs sind meist hochkonservierte bakterielle Komponenten, die 

essentiell für das Pathogen sind, wie z.B. Bestandteile des Flagellums (Nürnberger, et 

al., 2004). PRRs sind häufig Rezeptor-ähnliche Kinasen mit einer extrazellulären LRR- 

(leucine rich repeat), einer Transmembran- und einer intrazellulären Kinase-Domäne, 

die nach Erkennung der PAMPs Signalkaskaden zur Einleitung von 

Abwehrmechanismen aktiviert (Nürnberger, et al., 2004; Senthil-Kumar & Mysore 

2013). Die Abwehrreaktionen die nach Erkennung von Pathogenen im Rahmen der PTI 

ausgelöst werden, resultieren beispielsweise in der Verdickung der Zellwand durch 

Callose-Einlagerung oder im Schluss der Spaltöffnungen, wodurch das weitere 

Eindringen der Pathogene verhindert wird (Jones & Dangl 2006; Boller & He 2009; 

Dodds & Rathjen 2010; Senthil-Kumar & Mysore 2013). Pathogene, die an die 

Besiedlung einer Wirtspflanze angepasst sind, können die PTI überwinden, indem sie 

bakterielle Virulenzfaktoren in die Wirtszelle einschleusen. Gram-negative Bakterien 

besitzen dafür das sogenannte Typ-III-Sekretionssystem (Büttner & Bonas 2002). 

Dieses ist in der Lage bakterielle Typ-III-Effektorproteine direkt in das Cytosol der 

pflanzlichen Zelle zu translozieren (Büttner & Bonas 2002). Typ-III-Effektorproteine 

greifen in diverse zelluläre Abläufe ein und unterdrücken unter anderem die PTI 

(Alfano & Collmer 2004). Die Pflanze wird damit erneut suszeptibel und kann weiter 

durch Bakterien besiedelt werden. Pflanzen besitzen jedoch einen zweiten 



Einleitung  

3	
	

Erkennungsmechanismus, die sogenannte ETI (effector triggered immunity; Jones & 

Dangl 2006). Die ETI basiert auf der Erkennung der bakteriellen Typ-III-

Effektorproteine die auch Avirulenz-Proteine (Avr-Proteine) genannt werden, durch 

pflanzliche Resistenz-Gene (R-Gene) und deren Genprodukte (R-Proteine), anhand der 

Effektorstruktur oder durch die Bewachung eines Effektor-Interaktionspartners (Guard 

Hypothese; Van der Biezen & Jones 1998; Jones & Dangl 2006; Block, et al., 2008). 

Die Abwehrreaktionen, die nach Erkennung von Pathogenen im Rahmen der ETI 

ausgelöst werden, resultieren in einem lokalen, auf die Infektionsstelle begrenzten 

Zelltod der sogenannten hypersensitiven Reaktion (HR), der die weitere Ausbreitung 

der Pathogene verhindert (Jones & Dangl 2006; Boller & He 2009; Dodds & Rathjen 

2010; Senthil-Kumar & Mysore 2013). Im ständigen Wettrüsten mit der Wirtspflanze 

können sich Bakterien anpassen und Typ-III-Effektoren verändern oder verlieren, um so 

der Erkennung durch R-Proteine zu entgehen oder andere Typ-III-Effektoren 

entwickeln, um Mechanismen der ETI zu blockieren und so die Pflanze erneut zu 

besiedeln. Diese gegenseitige Anpassung zwischen Pflanze und Pathogen wird auch als 

Zick-Zack-Modell beschrieben (Jones & Dangl 2006).  

Typ-III-Effektoren sind wichtige Virulenzfaktoren, die zu Gunsten des Pathogens 

wirken. Demzufolge ist die Charakterisierung von Typ-III-Effektoren wichtig, um deren 

Wirkungsweise in der Pflanze besser zu verstehen und daraus Möglichkeiten für 

Resistenzen abzuleiten. Zu den Modellorganismen, in denen die Funktion von Typ-III-

Effektoren untersucht wird, gehören beispielsweise diverse Xanthomonas-Arten. 

Vertreter der Gattung Xanthomonas sind Gram-negative, stäbchenförmige γ-

Proteobakterien, deren Hülle aus dem Exopolysaccharid Xanthan besteht (Swings, et 

al., 1993; Becker, et al., 1998). Verschiedene Xanthomonas-Arten wurden von 

internationalen Wissenschaftlern in die Top10 der pflanzenpathogenen Bakterien 

gewählt, da sie wichtige Kulturpflanzen wie Baumwolle, Zitruspflanzen, Maniok, Reis 

und andere Getreidearten befallen (Mansfield, et al., 2012). Aufgrund ihres breiten 

Wirtsspektrums werden sie in Pathovare (pv.) eingeteilt. Beispiele hierfür sind die 

reispathogenen Arten Xanthomonas oryzae pv. oryzae (Xoo), der Auslöser der 

Weißblättrigkeit und Xanthomonas oryzae pv. oryzicola (Xoc) der Auslöser der 

bakteriellen Streifenkrankheit (Nino-Liu, et al., 2006). Xanthomonas axonopodis pv. 

citri (Xac)-Stämme befallen Zitruspflanzen und lösen dort den sogenannten Zitruskrebs 

aus, während Xanthomonas campestris pv. malvacearum (Xcm) als Erreger der eckigen 
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Blattfleckenkrankheit von Baumwolle bekannt ist (Yang, et al., 1996; Brunings & 

Gabriel 2003).  

 

1.2 Die Familie der Transcription activator-like effectors (TALEs)  

Pflanzenpathogene der Gattung Xanthomonas kodieren ca. 20 bis 40 verschiedene Typ-

III-Effektorproteine (http://www.xanthomonas.org/t3e.html). Eine Gruppe solcher Typ-

III-Effektorproteine, deren Mitglieder pflanzliche Gene aktivieren, umfasst die 

transcription activator-like effectors (TALEs; Yang, et al., 2006). Diverse 

Xanthomonas-Stämme, die an verschiedenste Wirtspflanzen angepasst sind, besitzen 

TALE-Gene, wobei die Anzahl von 0 bis zu mehr als 20 verschiedener TALE-Gene pro 

Stamm variiert (Scholze & Boch 2011; Schornack, et al., 2013). Der Archetyp der 

TALE-Familie ist AvrBs3 aus Xanthomonas campestris pv. euvesicatoria (Xcv), der 

aufgrund seiner Erkennung durch ein R-Gen in resistenten Paprikapflanzen isoliert 

wurde (Bonas, et al., 1989). Basierend auf dieser ersten Beschreibung wurden weitere 

Mitglieder der TALE-Familie in verschiedenen Stämmen z.B. Xcm, Xac und vor allem 

Xoo identifiziert (Swarup, et al., 1991; Yang, et al., 1996; Bai, et al., 2000; Yang, et al., 

2006; Antony, et al., 2010). Anhand dieser TALEs, zu denen AvrB6 (Xcm), PthA (Xac), 

sowie AvrXa7 (Xoo) und PthXo1 (Xoo) zählen, konnte gezeigt werden, dass TALEs 

entscheidend zur Virulenz des jeweiligen Stammes beitragen (Swarup, et al., 1991; 

Yang, et al., 1996; Bai, et al., 2000; Yang, et al., 2006; Antony, et al., 2010). 

Mittlerweile sind mehr als 100 Mitglieder der TALE-Familie aus verschiedensten 

Xanthomonas-Stämmen bekannt, wobei bisher jedoch nur für wenige Beispiele 

zugehörige Ziel-Gene beschrieben wurden (Boch & Bonas 2010). TALE-ähnliche 

Proteine wurden ebenfalls in anderen Bakteriengattungen identifiziert, zu denen 

pflanzenpathogene Ralstonia solanacearum-Stämme, sowie der obligate Pilz-

endosymbiont Burkholderia rhizoxinica gehören (Cunnac, et al., 2004; Heuer, et al., 

2007; Lackner, et al., 2011). TALE-Homologe aus diesen Spezies sind analog zu 

Xanthomonas-TALEs aufgebaut, unterscheiden sich jedoch stärker untereinander 

(Heuer, et al., 2007). Zudem war zu Beginn dieser Arbeit noch nicht bekannt, ob diese 

TALE-Homologen ebenfalls DNA binden und Gene aktivieren. Die nähere 

Charakterisierung der TALE-Familie in Xanthomonas, sowie auch deren Homologe aus 

anderen Bakteriengattungen könnte zukünftig Aufschluss über aktivierte Ziel-Gene und 

deren Funktion in der Pathogen-Wirtspflanzen-Interaktion geben.  
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1.2.1 Der Aufbau von TALEs 

Vergleiche der Proteinsequenz verschiedener TALEs aus Xanthomonas zeigen eine 

hohe Konservierung zwischen 80 und 97% (Schornack, et al., 2006). Anhand spezieller 

Charakteristika in ihrer Aminosäuresequenz lassen sich TALE-Proteine in drei Bereiche 

untergliedern, die zusammen für die Aktivität des TALEs verantwortlich sind. Im N-

terminalen Bereich, der ca. 283 bis 290 Aminosäuren umfasst, befindet sich das Typ-

III-Sekretions- und Translokationssignal, welches für die Translokation der TALEs in 

die pflanzliche Wirtszelle notwendig ist (Szurek, et al., 2002; Boch & Bonas 2010; 

Abb. 1.1 A/B). Im C-terminalen Bereich, der ca. 274 bis 297 Aminosäuren beinhaltet, 

befinden sich drei Kernlokalisierungssignale (NLS), von denen zwei als funktional 

bestätigt wurden (Van den Ackerveken, et al., 1996; Yang, et al., 2000; Boch & Bonas 

2010; Abb. 1.1 A/B). Mit Hilfe der NLS interagieren TALEs mit Importin-α, das 

zusammen mit Importin-β den Transport in den pflanzlichen Zellkern vermittelt 

(Szurek, et al., 2001; Abb. 1.1 A/B). Zudem besitzen TALEs im C-terminalen Bereich 

eine saure Aktivierungsdomäne (AD) (Van den Ackerveken, et al., 1996; Zhu, et al., 

1998; Yang, et al., 2000; Abb. 1.1 A/B). Die NLS und die AD sind Charakteristika 

eukaryotischer Transkriptionsfaktoren. Die Deletion dieser Motive führt zum Verlust 

der Kernlokalisierung und daraus resultierend der Genaktivierungsfunktion von TALEs 

(Zhu, et al., 1998; Yang, et al., 2000; Szurek, et al., 2001). Diese Erkenntnisse ließen 

vermuten, dass TALEs bakterielle Proteine sind, die als Transkriptionsfaktoren im 

pflanzlichen Zellkern wirken, woraus sich die Namensgebung als transcription 

activator-like effector ergab (Yang, et al., 2006). Der zentrale Bereich von TALEs, die 

sogenannte repeat-Region, vermittelt die spezifische Bindung an DNA-Sequenzen im 

Promotor von Ziel-Genen und ist daher ebenfalls notwendig für die Funktion von 

TALEs als Transkriptionsaktivatoren. (Boch & Bonas 2010; Abb1.1 A/B). Die repeat-

Region ist aus Wiederholungen eines meist 34 Aminosäuren umfassenden Motivs 

(repeat) zusammengesetzt. Die Anzahl der Motiv-Wiederholungen variiert dabei von 

1,5- bis 33,5-mal, wobei die meisten TALEs 17,5 repeats enthalten (Boch & Bonas 

2010). Der letzte repeat der Region umfasst meist nur 19 bzw. 20 konservierte 

Aminosäuren und wird daher als halber repeat gekennzeichnet (Bonas, et al., 1989; 

Boch & Bonas 2010; Abb. 1.2). Vergleiche der Aminosäuresequenzen der repeats 

zeigen, dass diese hochkonserviert sind, wobei einige Aminosäuren (Position G14 und 

L29) sogar absolut invariant sind (Bonas, et al., 1993; Boch & Bonas 2010; Abb. 5.5). 

Erste Analysen ergaben, dass neben Position 4 und 32 vor allem die 
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Aminosäurepositionen 12 und 13 sehr variabel sind, weshalb diese auch als 

hypervariable Aminosäuren oder repeat variable diresidue (RVD) bezeichnet werden 

(Bonas, et al., 1989; Schornack, et al., 2006; Boch & Bonas 2010; Abb. 1.1 B & 5.5). 

Bereits kurz nach der ersten Beschreibung konnte der repeat-Region eine zentrale Rolle 

für die TALE-abhängige Aktivierung von Ziel-Genen zugeordnet werden. 

Beispielsweise führten Deletionen in der AvrBs3 repeat-Region zum Verlust der 

Erkennung durch das R-Gen Bs3 in resistenten Paprikapflanzen (Herbers, et al., 1992). 

Vergleichbare Studien, in denen die repeat-Region von AvrXa7 und AvrXa10 getauscht 

wurden, zeigten ebenfalls eine vertauschte Aktivierung der Ziel-Gene in anfälligen und 

resistenten Reispflanzen (Zhu, et al., 1998; Yang, et al., 2000). Zusätzlich zeigten in 

vitro durchgeführte DNA-Bindungsstudien, dass AvrXa7 an doppelsträngige DNA 

bindet und AvrBs3 mit Hilfe der repeat-Region spezifisch die Promotorsequenz der 

beiden aktivierten Gene UPA20 und Bs3 erkennt (Yang, et al., 2000; Kay, et al., 2007; 

Römer, et al., 2007). Damit konnte bewiesen werden, dass TALEs ihre Ziel-DNA-

Sequenzen ohne die Hilfe pflanzlicher Wirtsproteine binden. Diese Experimente 

brachten den letztendlichen Hinweis, dass TALEs spezifisch an DNA-Sequenzen im 

Promotor eines Ziel-Gens binden und nachfolgend dessen Transkription aktivieren, 

wobei die Spezifität für bestimmte Ziel-DNA-Sequenzen der Wirtspflanze von der 

repeat-Region kodiert wird (Yang, et al., 2000; Kay, et al., 2007; Römer, et al., 2007; 

Abb1.1 A). Wie genau die repeat-Region die Bindung an die spezifische Ziel-DNA-

Sequenz im Promotor pflanzlicher Gene diktiert war jedoch lange Zeit unklar. 

 

1.2.2 Die Entschlüsselung des TALE RVD-DNA-Codes 

In vitro DNA-Bindungsstudien zeigten die spezifische Bindung von AvrBs3 an ein 

36bp umfassendes DNA-Fragment des Upa20-Promotors (upa: upregulated by AvrBs3;	

Kay, et al., 2007). Der Vergleich dieses Promotorfragments mit anderen Promotoren 

AvrBs3-aktivierter Gene z.B. Upa10 ergab eine besonders konservierte Region im 

Bereich der TATA-Box, die sogenannte upa-Box (Kay, et al., 2007). Weitere Studien 

konnten die Notwendigkeit der upa-Box für die AvrBs3-abhängige Aktivierung des 

Ziel-Gens Bs3 bestätigen und in dieser zusätzlich ein hoch-konserviertes Kernelement 

mit ca. 14 bis 15bp identifizieren (Römer, et al., 2007). Aufgrund dieser Ergebnisse 

entstand erstmals die Idee, dass die Anzahl und Abfolge der repeats die gebundene 

Nukleotidsequenz bestimmt (Boch et al., 2009). Die anschließende Projektion der 

RVD-Abfolge der AvrBs3-repeats auf die upa-Box ließ vermuten, dass ein repeat ein 



Einleitung  

7	
	

Nukleotid bindet, wobei die Spezifität für ein bestimmtes Nukleotid vermutlich durch 

den RVD im repeat bestimmt wird (Boch, et al., 2009). Der TALE AvrBs3 mit 17,5 

repeats bindet damit eine Kernsequenz von 18bp, wobei z.B. der RVD NI (Asparagin, 

Isoleucin) häufig mit Adenin und HD (Histidin, Aspartat) häufig mit Cytosin in der 

Ziel-DNA-Sequenz korrelierte. Zur experimentellen Bestätigung dieser Hypothese 

wurden anhand der RVD-Abfolge verschiedener TALEs Ziel-DNA-Sequenzen für diese 

abgeleitet und vor einen basal nicht aktiven Promotor eingefügt. Die TALE-abhängige 

und spezifische Aktivierung der vorhergesagten Ziel-DNA-Sequenz wurde 

anschließend mit Hilfe eines Reportergens detektiert (Boch, et al., 2009). Gleichzeitig 

anhand bekannter TALEs und deren Ziel-Gen-Promotoren durchgeführte 

bioinformatische Studien entdeckten ebenfalls die Korrelation der RVD-Abfolge mit 

bestimmten Nukleotiden in der Ziel-DNA-Sequenz (Boch, et al., 2009; Moscou & 

Bogdanove 2009). Diese beiden Studien entschlüsselten den RVD-DNA-Code und 

zeigten erstmals die Nukleotid-Spezifität bestimmter RVDs in der repeat-Region. 

Interessanterweise sind einige RVDs spezifisch für ein bestimmtes Ziel-Nukleotid. Der 

RVD HD ist spezifisch für Cytosin, NI für Adenin und NG (Asparagin, Glycin) ist 

spezifisch für Thymin (Abb. 1.1 C). Andere RVDs erlauben hingegen mehrere 

Nukleotide in der Ziel-DNA Sequenz, so erkennt der RVD NN (Asparagin, Asparagin) 

die beiden Purine Guanin und Adenin und der RVD N* (welches im Vergleich zu den 

Aminosäuresequenzen anderer repeats an 12. Position Asparagin trägt, dem in der 

Konsensussequenz jedoch die Aminosäure an Position 13 fehlt; Abb. 1.2), erkennt laut 

Vorhersage die beiden Pyrimidine Cytosin und Thymin (Abb. 1.1 C). Der RVD NS 

(Asparagin, Serin) ist ein Ausnahmefall, der unspezifisch alle vier Nukleotide in der 

Ziel-DNA-Sequenz akzeptiert ( Boch, et al., 2009; Moscou & Bogdanove 2009; Abb. 

1.1 C). Zusätzlich konnte in diesen sowie weiteren Studien festgestellt werden, dass der 

eigentlichen Ziel-DNA-Sequenz ein Thymin vorangestellt ist, welches für die TALE-

abhängige Aktivierung notwendig ist (Boch, et al., 2009; Moscou & Bogdanove 2009; 

Römer, et al., 2009; Abb. 1.1 D). Welche TALE-Region jedoch für die Erkennung 

dieses initialen Thymins verantwortlich ist, war zu diesem Zeitpunkt nicht bekannt. 
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Abbildung 1.1 Aufbau und Funktion von TALEs aus Xanthomonas spp. 
A Pflanzenpathogene Xanthomonas spp. translozieren TALEs mit Hilfe des Typ-III-Sekretionssystems 
(T3S-System) in die pflanzliche Wirtszelle. Durch die Interaktion mit Importin-α werden TALEs in den 
Zellkern transportiert. Dort binden sie spezifisch an Promotorsequenzen pflanzlicher Ziel-Gene und 
aktivieren deren Transkription. B TALEs enthalten im N-terminalen Bereich das Typ-III-Sekretions 
(T3S)-Signal sowie eine erweiterte repeat-Region, die zur generellen DNA-Bindung (-3 bis 0) und der 
Bindung des initialen Thymins (-1) beiträgt. Im C-terminalen Bereich befinden sich zwei funktionale 
Kernlokalisierungssignale (NLS), sowie eine saure Aktivierungsdomäne (AD). Der zentrale Bereich von 
TALEs ist aus Wiederholungen eines meist 34 Aminosäuren umfassenden Motivs aufgebaut und wird als 
repeat-Region bezeichnet. Die Aminosäuresequenz der repeats ist hochkonserviert und variiert 
hauptsächlich an Position 12 und 13 dem repeat variable diresidue (RVD). C Übersicht über die 2009 
bekannten RVD-Spezifitäten (N=A,C,G,T). Die RVDs bestimmen welche Nukleotide in der Ziel-DNA-
Sequenz gebunden werden. D Anhand der RVD-Abfolge im TALE (hier am Beispiel von Hax3, Abb. 
5.5) können mögliche Ziel-DNA-Sequenzen abgeleitet werden. Üblicherweise ist der eigentlichen Ziel-
DNA-Sequenz ein Thymin vorangestellt. 
 

1.2.2.1 Der TALE RVD-DNA-Code eröffnet neue Möglichkeiten 

Insgesamt wurden in Xanthomonas-TALEs 23 verschiedene RVDs identifiziert, von 

denen einige häufig vorkommen (z.B. HD), währenddessen andere eher selten sind (z.B. 

SN) (Boch & Bonas 2010). Der einfache ein-RVD-bindet-ein-Nukleotid-Code 

ermöglicht nun die Vorhersage von Ziel-DNA-Sequenzen verschiedener TALEs 

ausschließlich basierend auf ihrer RVD-Abfolge und erlaubt damit die weitere 

Identifizierung pflanzlicher Ziel-Gene (Boch et al., 2009; Grau et al., 2013; Perez-

Quintero et al., 2013; Abb. 1.1 D). Die meisten noch fehlenden RVD-Spezifitäten 

können anhand von TALEs mit bereits bekannten Ziel-Genen bioinformatisch abgeleitet 

werden (Moscou & Bogdanove 2009). Dies gilt jedoch nicht für RVDs z.B. HN, NH 

oder SN die bisher nur sehr selten in TALEs zu finden sind (Boch & Bonas 2010). Die 

experimentelle Analyse der Spezifität solcher RVDs kann also nützlich sein, um den 

TALE-RVD-Code zu vervollständigen. Interessanterweise wurden TALE-homologe 

Proteine auch in R. solanacearum beschrieben (Cunnac, et al., 2004; Heuer, et al., 

2007). R. solanacearum TALE-Homologe z.B. Brg11 besitzen ebenfalls eine zentrale 

repeat-Region, deren Aminosäuresequenz zwar weniger stark konserviert ist, aber 
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dennoch eine hohe Ähnlichkeit zur repeat-Region von Xanthomonas-TALEs aufweist 

(Streubel 2011; de Lange, et al., 2013). In dieser finden sich RVDs beispielsweise HD 

oder NG deren Spezifität in Xanthomonas-TALEs bereits analysiert wurde. Zusätzlich 

gibt es jedoch auch Ralstonia-spezifische RVDs z.B. SH, NP, IS deren Spezifität zu 

Beginn dieser Arbeit noch nicht bekannt war (Cunnac, et al., 2004; Heuer, et al., 2007). 

Das Vorhandensein einer zu Xanthomonas-TALEs ähnlichen repeat-Region und die 

bereits vor Beginn dieser Arbeit nachgewiesene Kernlokalisierung ließ vermuten, dass 

Ralstonia TALE-homologe ebenfalls spezifisch DNA binden (de Lange, et al., 2013). 

Allerdings konnte zu diesem Zeitpunkt aufgrund der fehlenden RVD-Spezifitäten noch 

keine mögliche Ziel-DNA-Sequenz für einen Ralstonia-TALE abgeleitet werden, um 

dessen spezifische DNA-Bindung bzw. Genaktivierungsfunktion zu analysieren. In 

vorrangegangenen Studien konnte außerdem festgestellt werden, dass vereinzelt TALEs 

mit bestimmter RVD-Komposition trotz perfekter Ziel-DNA-Sequenz im Promotor 

eines Reportergens, dieses nicht aktivieren können. Dies ließ einen Einfluss der RVD-

Komposition auf die Gesamtaktivität des TALEs vermuten, der bisher noch nicht 

beschrieben wurde (Boch & Landgraf, unveröffentlicht).  

Außerdem eröffnet die Entschlüsselung des TALE-RVD-Codes neue Möglichkeiten zur 

Anwendung von TALEs als programmierbare DNA-bindende Proteine mit 

nutzerdefinierter Ziel-Sequenz. Die gezielte Regulation, Mutation oder Reparatur eines 

Gens ist Gegenstand der Forschung, um beispielsweise Genfunktionen zu analysieren 

oder aber mittels Gentherapie Krankheiten zu heilen (Carroll 2011). Um solche 

Modifikationsenzyme jedoch zur gewünschten DNA-Sequenz zu dirigieren, müssen sie 

an programmierbare DNA-bindende Proteine fusioniert werden. Lange Zeit waren 

Zink-Finger-Proteine (ZFPs), fusioniert an funktionale Domänen z.B. die 

Nukleasedomäne der FokI-Endonuklease die Grundlage zur Erstellung sequenz-

spezifischer Gen-Modifikationsenzyme (Klug 2010; Carroll 2011). Ein Zink-Finger 

bindet mit Hilfe der Aminosäuren an Position -1, 3 und 6 drei Basen in der Ziel-DNA-

Sequenz (Klug 2010). Je mehr Zink-Finger kombiniert werden, desto schwieriger ist es 

deren Ziel-DNA-Sequenz zu bestimmen, weshalb die Variabilität der gebundenen Ziel-

DNA-Sequenz häufig auf 9bp, gebunden durch drei Zink-Finger eingeschränkt ist (Klug 

2010; Carroll 2011). Außerdem stellte sich heraus, dass die DNA-Spezifität eines Zink-

Fingers nicht nur anhand der Aminosäuren an den obengenannten Positionen 

vorhersagbar ist, sondern durch zusätzliche Kontakte zu umliegenden DNA-Sequenzen 

sowie durch benachbarte Finger-Module beeinflusst wird (Klug 2010). Daher müssen 
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ZFPs häufig zeitaufwändige Selektionsschritte durchlaufen, um die spezifische 

Erkennung der gewünschten Ziel-DNA-Sequenz zu überprüfen (Klug 2010; Carroll 

2011). Der modulare Aufbau von TALEs und speziell der einfache und vorhersagbare 

ein-RVD-ein-Nukleotid-Code hat die Erstellung maßgeschneiderter DNA-

Modifikationsenzyme jedoch revolutioniert. Vergleichbar mit einem Baukasten können 

nun in wenigen Arbeitsschritten einzelne TALE-Module z.B. repeats mit gewünschter 

RVD-Abfolge zusammengesetzt werden, um eine neue DNA-Bindedomäne mit 

nutzerdefinierter Ziel-DNA-Sequenz zu erstellen (Boch, et al., 2009; Geißler, et al., 

2011; Miller, et al., 2011). Durch die Fusion dieser künstlichen DNA-Bindedomäne an 

andere funktionale Domänen, beispielsweise alternative ADs oder Nukleasen, können 

TALE-Derivate in pflanzlichen, sowie anderen Modellsystemen als künstliche 

Genregulatoren oder Gen-Modifikationsenzyme verwendet werden (Bogdanove & 

Voytas 2011). Daher könnten weiterführende Studien zu RVD-Spezifitäten und RVD-

Eigenschaften auch die effiziente Anwendung von TALEs als biotechnologisches 

Werkzeug erleichtern.  
 

1.2.3 Die Struktur der TALE repeat-Region 

Zu Beginn dieser Arbeit war lediglich die Struktur eines 1,5 repeats umfassenden 

TALE-Fragments bekannt. (Murakami, et al., 2010). Später konnte jedoch die 

vollständige Struktur der repeat-Region anhand eines künstlichen Hax3-basierten 

TALEs im Komplex mit seiner Ziel-DNA-Sequenz sowie des TALEs PthXo1 gezeigt 

werden (Deng, et al., 2012a; Mak, et al., 2012). Dabei konnte gezeigt werden, dass die 

repeat-Region als rechtswindende Superhelix den sense-Strang der DNA bindet, wobei 

die RVDs zur großen Furche der DNA-Doppelhelix ausgerichtet sind (Deng, et al., 

2012a; Mak, et al., 2012). Außerdem konnte eine Kompression der TALE-Struktur im 

DNA-gebundenen-Komplex im Vergleich zum DNA-freien-Komplex beobachtet 

werden (Deng, et al., 2012a). Die hohe Konservierung der repeat-Sequenz resultiert 

letztendlich darin, dass jeder repeat die gleiche Konformation einnimmt, wodurch die 

gesamte repeat-Region einen hohen Grad an struktureller Regelmäßigkeit aufweist 

(Deng, et al., 2012a; Mak, et al., 2012). Im Detail bildet ein repeat eine kürzere 

(Aminosäure 3 bis 11) und eine längere (Aminosäure 15 bis 33) α-Helix (Deng, et al., 

2012a). Die zwei α-Helices sind durch eine Schleife verbunden, die den RVD sowie das 

invariante Glycin an Position 14 beinhaltet, der sogenannte RVD-loop (Deng, et al., 

2012a; Abb. 1.2). Außerdem konnten anhand dieser Strukturen erstmals Unterschiede 
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für die Funktion der zwei Aminosäuren im RVD gezeigt werden. Die Aminosäure an 

Position 12 (die erste Aminosäure im RVD) trägt durch intra-repeat-Interaktionen zur 

Stabilität des RVD-loops bei und ist nicht an der Bindung des Ziel-Nukleotides beteiligt 

(Deng, et al., 2012a; Mak, et al., 2012). Ausschließlich die Aminosäure an Position 13 

(die zweite Aminosäure im RVD) ist für die Bindung des Ziel-Nukleotides 

verantwortlich, wobei die spezifischen Interaktionen zwischen Aminosäure 13 und 

Nukleotid durch Wasserstoffbrücken oder van-der-Waals-Interaktionen vermittelt 

werden können (Deng, et al., 2012a; Mak, et al., 2012). Ausgehend davon konnte nun 

der RVD-Code verfeinert werden, sodass unabhängig von der Identität der Aminosäure 

an Position 12 beispielsweise ein D an Position 13, generell Cytosin spezifiziert oder 

ein N an Position 13 spezifisch für Adenin und Guanin ist. Zusätzlich konnten im 

angrenzenden N- und C-terminalen Bereich weitere degenerierte repeats identifiziert 

werden, die zwar anhand ihrer Aminosäuresequenz weniger konserviert sind, jedoch 

ebenfalls die typische helix-loop-helix Struktur aufweisen (Deng, et al., 2012a; Gao, et 

al., 2012; Mak, et al., 2012; Abb. 1.1 B). Dabei konnte gezeigt werden, dass das 

Tryptophan (W232) im N-terminalen repeat -1 für die Koordination des initialen 

Thymins verantwortlich ist, welches den meisten TALE Ziel-DNA-Sequenzen 

vorrangeht (Römer, et al., 2009; Deng, et al., 2012a; Gao, et al., 2012; Mak, et al., 

2012; Abb. 1.1 B, D).  
 
1.2.4 Besondere repeat-Varianten 

Generell sind repeats aus Xanthomonas-TALEs hochkonserviert und umfassen meist 34 

Aminosäuren. Der letzte halbe repeat gilt als reguläre Ausnahme zur Standard-repeat-

Länge (Abb. 1.2). In diesem sind lediglich die ersten 20 Aminosäuren konserviert, 

wobei jedoch die folgenden nicht-konservierten Aminosäuren die typische helix-loop-

helix Struktur dieses repeats vervollständigen, sodass keine Unregelmäßigkeiten in der 

Gesamtstruktur der repeat-Region entstehen (Boch & Bonas 2010; Deng, et al., 2012a; 

Mak, et al., 2012). Eine weitere Abweichung ist in repeats zu finden, in denen die 

zweite Aminosäure im RVD fehlt (N*, H* und S*). Diese umfassen 33 bzw. 19 

Aminosäuren, wodurch jedoch nicht die Funktion des repeats sondern lediglich die 

Spezifität des RVDs beeinflusst wird (Boch & Bonas 2010; Abb. 1.2). Eine weitere 

abweichende repeat-Länge ist in den TALEs Hax2 und AvrHah1 zu finden. Hax2 

besteht ausschließlich aus 35-Aminosäure repeats, die ein zusätzliches Prolin an 

Position 33 enthalten (Kay, et al., 2005; Abb. 1.2). AvrHah1 enthält eine Mischung aus 

solchen 35-, sowie 34-Aminosäure repeats (Schornack, et al., 2008). Allerdings haben 
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auch diese Abweichungen in der repeat-Länge keinen Einfluss auf die DNA-Bindung 

oder die Aktivierungsfunktion dieser TALEs. (Schornack, et al., 2008; Boch, et al., 

2009). Überraschenderweise finden sich im TALE-Repertoire von reispathogenen Xoc- 

und Xoo-Stämmen seltene TALEs, die in der Mitte der repeat-Region einen einzelnen 

repeat mit deutlich abweichender Länge enthalten (Yang, et al., 2000; Boch & Bonas 

2010). Diese repeats umfassen verursacht durch Deletionen bzw. Duplikationen in den 

repeat-α-Helices entweder 30, 39/40 oder sogar 42 Aminosäuren (Abb. 1.2). Aufgrund 

der hohen Konservierung der einzelnen repeats windet sich die gesamte repeat-Region 

eines TALEs hochgradig regelmäßig um die DNA (Deng, et al., 2012a; Mak, et al., 

2012). Ausgehend davon ist es denkbar, dass solche einzelnen repeats mit 

abweichender Länge die hohe strukturelle Regelmäßigkeit der repeat-Region 

unterbrechen und so die DNA-Bindung des TALEs maßgeblich beeinflussen. 

Interessanterweise enthalten die Xoo-TALEs AvrXa7 und PthXo3 einen solchen repeat 

mit abweichender Länge, beide TALEs sind jedoch durch die Aktivierung des Ziel-

Gens OsSWEET14 unerlässlich für die Virulenz des zugehörigen Xoo-Stammes (Yang, 

et al., 2000; Antony, et al., 2010; s. Abschnitt 1.2.5.1). Dies weist darauf hin, dass sie 

trotz dieses repeats effizient Ziel-DNA-Sequenzen in Wirtsgenen binden können. 

Auffällig ist jedoch, dass für beide TALEs zwar eine Ziel-DNA-Sequenz im 

OsSWEET14-Promotor bekannt ist, diese jedoch in Vorhersageprogrammen nur einen 

sehr schlechten Rang erhält (Grau, et al., 2013; Perez-Quintero, et al., 2013). Grund 

dafür ist eine hohe Anzahl von RVD-Nukleotid-Fehlpaarungen, die sich vor allem in 

der Region nach dem repeat mit abweichender Länge befinden (Antony, et al., 2010). 

Dies deutet darauf hin, dass ein solcher repeat die DNA-Bindung des TALEs 

beeinflusst, sodass dieser in der Lage ist die RVD-Nukleotid-Fehlpaarungen zu 

tolerieren und dennoch effizient das Ziel-Gen zu aktivieren. Wie genau repeats mit 

abweichender Länge die DNA-Bindung beeinflussen war jedoch zu Beginn dieser 

Arbeit unklar. 

 
Beschriftung folgt auf der nächsten Seite 
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Abbildung 1.2 Verschiedene repeat-Varianten in Xanthomonas-TALEs 
Die Aminosäuresequenz der verschiedenen repeat-Varianten ist im Ein-Buchstaben-Code angegeben. Die 
Konsensus-Sequenz der am häufigsten vorkommenden repeat-Länge mit 34 Aminosäuren ist fett und 
umrahmt hervorgehoben. Der RVD an Position 12 und 13 ist grau hinterlegt. Die helicalen Bereiche des 
34-Aminosäure repeats sind in hellblau, der RVD-loop in dunkelblau markiert. Ausgehend von dieser 
Standard-Sequenz sind weitere repeat-Varianten mit Deletionen bzw. Duplikationen dargestellt. 
 
1.2.5 TALEs als Virulenzfaktoren 

Xanthomonas Stämme benutzen TALEs zur gezielten Manipulation des pflanzlichen 

Transkriptoms. Ziel-Gene die TALE-abhängig aktiviert werden und die Virulenz des 

zugehörigen Xanthomonas-Stammes fördern, werden als Suszeptibilitätsgene 

bezeichnet. Eines der am besten untersuchten Systeme in dem die TALE-abhängige 

Aktivierung von Ziel-Genen unerlässlich für die Virulenz des jeweiligen Stammes sein 

kann, ist das Xoo-Reis-System (White & Yang 2009). Reis ist eines der ökonomisch 

wichtigsten Nahrungsmittel, das seit mehreren Jahrtausenden kultiviert wird (Izawa & 

Shimamoto 1996; Nino-Liu, et al., 2006). Aufgrund der Verfügbarkeit der 

Genomsequenz von zwei Vertretern der Arten Oryza sativa ssp. japonica und ssp. 

indica sowie Methoden zur Transformation und Erstellung transgener Pflanzen, ist Reis 

ein wichtiges molekularbiologisches Modellsystem für monokotyledone Pflanzen, um 

beispielsweise verschiedene Pathogen-Reis-Interaktionen zu analysieren (Izawa & 

Shimamoto 1996; Goff, et al., 2002; Kennedy 2002; Yu, et al., 2002; Nino-Liu, et al., 

2006). Reis-Pathogene haben sich vermutlich schon seit Jahrtausenden an die 

Besiedlung dieser Pflanze angepasst. Typische Symptome der bakteriellen 

Weißblättrigkeit auf Reis wurden erstmals 1884 beschrieben (Mew, et al., 1993; Nino-

Liu, et al., 2006). Die Ernteverluste durch eine Infektion mit Xoo können bis zu 100% 

betragen, weshalb die Xoo-Reis Interaktion und besonders die Funktion von TALEs für 

die Virulenz von Xoo ein intensiv untersuchtes System darstellt (Mew, et al., 1993; 

Nino-Liu, et al., 2006). Xoo enthält bis zu 19 verschiedene TALE-Gene, deren Beitrag 

zur Virulenz des Xoo-Stammes unterschiedlich ist (Schornack, et al., 2013). Es konnte 

bereits gezeigt werden, dass einzelne TALEs von so großer Bedeutung sind, dass deren 

Deletion zum kompletten Verlust der Virulenz führt (Bai, et al., 2000; Yang, et al., 

2006; Antony, et al., 2010; Yu, et al., 2011). Im Gegensatz dazu haben andere einen 

moderaten Einfluss oder scheinen nur in bestimmten Xoo-Reis-Interaktionen eine Rolle 

zu spielen, währenddessen scheinen wieder andere TALEs gar keine Rolle zu spielen 

(Bai, et al., 2000; Yang & White 2004; Yang, et al., 2006; Sugio, et al., 2007; Antony, 

et al., 2010; Yu, et al., 2011). Besonders für TALEs, welche die Virulenz des Pathogens 
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beeinflussen ist die Analyse der Ziel-Gene wichtig, um deren Funktion in der Pathogen-

Wirt-Interaktion zu verstehen.  

 

1.2.5.1 Saccharose-Transporter, Methyltransferasen und Transkriptionsfaktoren 

sind wichtige Suszeptibilitätsgene für Xoo-TALEs 

Eine bedeutende Gruppe von TALE-Ziel-Genen in Reis sind die sogenannten 

OsSWEETs. Diese Suszeptibilitätsgene kodieren Saccharose-Transporter, deren TALE-

abhängige Aktivierung zur Ernährung des Pathogens an der Infektionsstelle beitragen 

könnte (Sonnewald 2011; Baker, et al., 2012; Braun 2012). Xoo-Stämme aus 

unterschiedlichsten Regionen (Afrika, Asien) haben sich auf die TALE-abhängige 

Aktivierung von Mitgliedern der OsSWEET-Familie spezialisiert, wodurch die Funktion 

dieser als Schlüssel-Suszeptibilitätsgene in der Xoo-Reis-Interaktion deutlich wird 

(Yang, et al., 2006; Antony, et al., 2010; Liu, et al., 2011; Yu, et al., 2011). 

OsSWEET11 wird vom TALE PthXo1 aktiviert (Yang, et al., 2006; Abb. 1.3). 

OsSWEET13 wird vermutlich durch den TALE PthXo2 aktiviert und OsSWEET14 wird 

sogar von drei verschiedenen TALEs (TalC, AvrXa7 und PthXo3) aktiviert (Antony, et 

al., 2010; Liu, et al., 2011; Yu, et al., 2011; Abb. 1.3). Die Deletion dieser TALEs führt 

zum kompletten Verlust der Virulenz des jeweiligen Xoo-Stammes in anfälligen 

Reispflanzen (Bai, et al., 2000; Yang & White 2004; Yang, et al., 2006; Antony, et al., 

2010; Yu, et al., 2011). Außerdem konnte gezeigt werden, dass allein der Transfer von 

TalC, AvrXa7 oder PthXo1 in einen TALE-defizienten und somit kaum virulenten Xoo-

Stamm diesem ermöglicht typische Weißblättrigkeitssymptome in suszeptiblen 

Reispflanzen auszulösen (Verdier, et al., 2012). Dies verdeutlicht die Bedeutung dieser 

TALEs und deren Ziel-Gene für die Virulenz der Xoo-Stämme. 

Die OsSWEET-Familie in Reis besteht aus rund 20 Mitgliedern, wobei bereits drei 

dieser Mitglieder als Suszeptibilitätsgene für Xoo bekannt sind. OsSWEETs können 

aufgrund ihrer Aminosäuresequenz in verschiedene Gruppen unterteilt werden (Chen, et 

al., 2010). Die drei bekannten Suszeptibilitätsgene OsSWEET11, 13 und 14 gehören zu 

Gruppe III, wobei für OsSWEET11 und 14 bereits die Funktion als Saccharose-

Transporter nachgewiesen wurde (Chen, et al., 2010). Zu Beginn dieser Arbeit war 

jedoch unklar ob auch andere Mitglieder der OsSWEET-Familie, deren Proteine 

möglicherweise andere Zucker transportieren, Suszeptibilitätsgene für Xoo-TALEs sein 

können (Chen, et al., 2010). Die Analyse aller OsSWEETs und ihrer Rolle für die 
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Virulenz von Xoo könnte somit Aufschluss über die Transportfunktion bestimmter 

Mitglieder und deren Bedeutung für das Pathogen geben.  

Neben Saccharose-Transportern sind für Xoo-TALEs weitere Suszeptibilitätsgene 

bekannt. Eines dieser Gene ist OsHen1, das vermutlich durch PthXo8 aktiviert wird 

(Moscou & Bogdanove 2009; Abb. 1.3). OsHen1 ist eine Methyltransferase, die die 

Stabilität kleiner RNAs beeinflusst. Die Auswirkung der OsHen1 Aktivierung für die 

Virulenz von Xoo ist jedoch noch nicht bekannt. Interessanterweise ist OsHen1 das 

bisher einzige Suszeptibilitätsgen, dass nicht nur für einen Xoo-TALE sondern auch für 

den Xoc-TALE Tal1c beschrieben wurde (Abb. 1.3). Xoc ist ebenfalls ein 

reispathogenes Bakterium, dass eine hohe Anzahl von bis zu 26 TALE-Genen aufweist 

(Schornack, et al., 2013). Zu Beginn dieser Arbeit war jedoch über den Beitrag 

verschiedener TALEs zur Virulenz von Xoc nur wenig bekannt. Eine weitere Gruppe 

von Suszeptibilitätsgenen deren TALE-abhängige Aktivierung einen Einfluss auf die 

Virulenz der Xoo-Stämme in Reis hat, kodiert Transkriptionsfaktoren. Beispiele hierfür 

sind OsTFX1 und OsTFIIAγ1 (Sugio, et al., 2007). OsTFX1 wird von PthXo6 aktiviert, 

der neben PXO99 auch in anderen Xoo-Stämmen verbreitet ist (Sugio, et al., 2007; Abb. 

1.3). Die Deletion von PthXo6 reduziert die Virulenz von PXO99, führt jedoch nicht 

zum kompletten Verlust dieser (Sugio, et al., 2007). Dies weist darauf hin, dass die 

TALE-abhängige Aktivierung von OsTFX1 positiv zur Virulenz von Xoo beiträgt, 

jedoch weniger bedeutend als die Aktivierung der OsSWEETs ist. Bisher ist allerdings 

über mögliche Sekundärziele und damit die Auswirkung von OsTFX1 für die Virulenz 

von Xoo nichts bekannt. OsTFIIAγ1 ist ein Allel, welches eine γ-Untereinheit des 

Transkriptionsfaktors IIA (TFIIA) kodiert (Sugio, et al., 2007; Iyer-Pascuzzi, et al., 

2008). Dieses Gen wird vom PXO99-TALE PthXo7 aktiviert und ist ein Beispiel für ein 

Suszeptibilitätsgen, welches nur für die Interaktion von Xoo mit bestimmten Reisarten 

von Bedeutung ist (Sugio, et al., 2007; s. Abschnitt 1.2.6.2; Abb. 1.3 & 1.4). Im 

Gegensatz zu den bereits beschriebenen TALEs hat die Deletion anderer TALEs in Xoo 

lediglich geringe oder gar keine Auswirkung auf die Virulenz dieser Stämme (Bai, et 

al., 2000; Yu, et al., 2011). Dies könnte einerseits bedeuten, dass diese TALEs nur in 

bestimmten noch unbekannten Interaktionen von Bedeutung sind oder generell eine 

untergeordnete Rolle für die Virulenz des Pathogens spielen. Interessanterweise kann 

die TALE-abhängige Aktivierung von Transkriptionsfaktoren nicht nur für Xoo-

Stämme, sondern auch für andere Xanthomonas-Arten von Bedeutung sein.  
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1.2.5.2 Weitere Xanthomonas spp. aktivieren ebenfalls Transkriptionsfaktoren 

Kürzlich konnte gezeigt werden, dass verschiedene TALEs der PthA-Familie und deren 

Homologe aus Xanthomonas citri (Xc)-Stämmen den Transkriptionsfaktor CsLOB1 

aktivieren (Hu, et al., 2014; Pereira, et al., 2014; Abb. 1.3). Die Identifizierung von 

PthA (pathogenicity A) als Pathogenitätsfaktor erfolgte durch die Übertragung von PthA 

in einen kaum virulenten Xanthomonas citri pv. citrumelo-Stamm, wodurch dieser in 

einen hoch-virulenten Stamm transformiert wurde, der typische Zitrus-Krebs-

Symptome auslöst (Swarup, et al., 1991). Die Deletion von PthA im Xc-Stamm 3213 

führte zum kompletten Verlust der Virulenz dieses Stammes (Swarup, et al., 1991). 

Weiterhin war allein die transiente Expression von PthA ausreichend, um die 

pflanzliche Zellteilung, Zellvergrößerung und letztendlich den Zelltod und somit 

typische Zitrus-Krebs-Symptome auszulösen (Duan, et al., 1999). Dies zeigt, dass die 

Aktivierung von CsLOB1 durch Mitglieder der PthA-Familie unerlässlich für die 

Virulenz des Pathogens ist und dieser Transkriptionsfaktor über bisher noch unbekannte 

Sekundärziele zur Entstehung typischer Krankheitssymptome auf Zitruspflanzen führt. 

Zusätzlich wurde für Mitglieder der PthA-Familie auch die Aktivierung eines Gruppe I 

CsSWEETs beobachtet. Allerdings konnte die Aktivierung dieses Gens durch einen 

künstlichen TALE die Virulenz des Xac Stammes 306, in dem der TALE PthA4 mutiert 

wurde, nicht wiederherstellen (Hu, et al., 2014). Dies weißt darauf hin, dass im 

Vergleich zu Xoo die Aktivierung von Zuckertransportern in der Xac-Zitruspflanzen-

Interaktion vermutlich keine Rolle für die Virulenz spielt. Ein weiterer TALE, der einen 

Transkriptionsfaktor aktiviert, ist AvrBs3 aus Xcv (Bonas, et al., 1989). Für AvrBs3 

sind mehr als 10 verschiedene Ziel-Gene in Paprika bekannt, zu denen z.B. UPA20 

gehört (Kay, et al., 2007; Kay, et al., 2009). UPA20 kodiert einen basic helix-loop-helix 

Transkriptionsfaktor, der durch die Aktivierung weiterer Gene die pflanzliche Zellgröße 

reguliert und dessen TALE-abhängige Induktion ein Anschwellen des Blattgewebes zur 

Folge hat (Abb. 1.3). Diese Funktion könnte von Xcv genutzt werden, um ein Austreten 

großer Bakterienmengen aus dem Blattgewebe und somit die Verbreitung des 

Bakteriums zu ermöglichen (Marois, et al., 2002; Kay, et al., 2007). Jedoch ist der 

Einfluss von AvrBs3 auf die generelle Virulenz von Xcv in Feld- wie auch in 

Laborversuchen nicht detektierbar (Wichmann & Bergelson 2004).  
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Abbildung 1.3 TALEs und deren Ziel-Gene  
Dargestellt sind bekannte Ziel-Gene für TALEs aus Xanthomonas oryzae pv. oryzae (Xoo), Xanthomonas 
oryzae pv. oryzicola (Xoc), Xanthomonas citri (Xc) bzw. Xanthomonas campestris pv. vesicatoria (Xcv)  
die für Transkriptionsfaktoren (TF), Methyltransferasen (MeT) oder Transporter kodieren. Die TALE-
abhängige Aktivierung dieser Suszeptibilitätsgene trägt wahrscheinlich zur Versorgung des Bakteriums 
mit Nährstoffen, sowie zur Verbreitung der Bakterien bei. ZW: Zellwand; ZM: Zellmembran 
 

1.2.6 TALEs als Avirulenzfaktoren 

1.2.6.1 Dominante Resistenzgene 

Im Rahmen der ETI haben Pflanzen unterschiedliche Resistenzmechanismen 

entwickelt, welche die Aktivität von TALEs detektieren, oder deren Bedeutung für das 

Pathogen ausnutzen. Eine Möglichkeit, mit der Pflanzen die Aktivität von TALEs 

erkennen und Resistenzreaktionen einleiten, erweitert die vorher beschriebene Guard- 

Hypothese und zeigt, dass es neben der Resistenz, ausgelöst durch die Interaktion eines 

Avr-Proteins mit einem Guard-Protein (Proteinfalle) auch Promotorfallen gibt. Dabei 

handelt es sich um TALE-Bindestellen im Promotor von Resistenzgenen (Schornack et 

al., 2013). Die Resistenzgene werden dadurch TALE-abhängig angeschaltet und lösen 

Abwehrreaktionen aus, die meist zu einer HR führen (Rouxel & Balesdent 2010; 
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Schornack et al., 2013). Für einige TALEs wurden die zugehörigen Resistenzgene 

bereits identifiziert. Allerdings zeigen die kodierten Resistenzproteine häufig keine 

Ähnlichkeit zueinander. Zudem ist weitgehend unklar über welche Signalwege sie 

Abwehrreaktionen einleiten. Das populärste Beispiel ist das Resistenzgen Bs3, welches 

in resistenten Paprikapflanzen (ECW-30R) durch AvrBs3 aus Xcv aktiviert wird. Bs3 

wird außerdem vom Xanthomonas gardneri-TALE AvrHah1 aktiviert (Schornack, et 

al., 2008). Die Bs3-Proteinsequenz zeigt Homologien zur Familie der Flavin-

Monooxygenasen. Der Mechanismus, über den Bs3 Abwehrreaktionen aktiviert, ist 

bisher jedoch nicht bekannt (Römer, et al., 2007; Abb. 1.4). Weitere TALE-abhängig 

aktivierte Resistenzgene sind vor allem aus den Xoo-Reis Interaktionen bekannt (Xia, et 

al., 2012; Schornack, et al., 2013). Dazu zählen beispielsweise die Resistenzgene Xa7, 

Xa10, Xa23 und Xa27 die jeweils durch die TALEs AvrXa7, AvrXa10, AvrXa23 und 

AvrXa27 aktiviert werden (Rouxel & Balesdent 2010; Wang, et al., 2014a; Wang et al., 

2014b; Abb. 1.4). Xa27 wird AvrXa27-abhängig aktiviert und vermittelt durch die weite 

Verbreitung dieses TALEs Resistenz gegen diverse Xoo-Stämme (Gu, et al., 2005). 

Außerdem ist Xa27 eines der am häufigsten beschriebenen Resistenzgene und wird 

neben anderen zur Erstellung transgener, resistenter Reispflanzen verwendet (Hummel, 

et al., 2012; Liu, et al., 2014). In diese wird ein synthetischer Promotor integriert, der 

Bindestellen für verschiedene TALEs aufweist und an die kodierende Sequenz von 

Xa27 fusioniert ist (Hummel, et al., 2012). Dadurch kann die Resistenz dieser Pflanzen 

auf möglichst viele verschiedene Xoo-Stämme erweitert werden (Hummel, et al., 2012). 

Die Wirkung von Xa27 ist Dosis-abhängig, wobei bisher über die Funktion von Xa27 

als Resistenzprotein noch wenig bekannt ist (Gu, et al., 2005; Gu, et al., 2009; Liu, et 

al., 2014). Im Gegensatz dazu ist Xa10 eines der wenigen klonierten Resistenzgene, für 

das bereits eine Funktion beschrieben wurde. Es kodiert ein 126 Aminosäuren 

umfassendes Protein, welches in der Membran des ER (Endoplasmatisches Retikulum) 

lokalisiert und dort wahrscheinlich in den Ca2+-Ausstoß involviert ist (Tian, et al., 

2014). Ca2+ wirkt als Signalmolekül, das beispielsweise einen Respiratorischen Burst 

und damit weitere Abwehrreaktionen einleitet (Grant, et al., 2000). Ein ebenfalls 

kloniertes Xa10-Allel ist Xa23, dessen Proteinsequenz eine 50%ige Identität zu Xa10 

aufweist (Wang, et al., 2014c; Abb. 1.4). Dies deutet daraufhin, dass Xa23 

Resistenzreaktionen vergleichbar zu Xa10 auslösen könnte. Bisher konnte dies jedoch 

noch nicht experimentell bestätigt werden (Wang, et al., 2014c). Xa23 wird durch den 

TALE AvrXa23 aktiviert und löst in monokotyledonen, wie auch dikotyledonen 
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Pflanzen eine HR aus (Wang, et al., 2014a; Abb. 1.4). AvrXa23 ist ein weit verbreiteter 

TALE, sodass Xa23-Reispflanzen resistent gegen ein breites Spektrum von Xoo-

Stämmen sind (Wang, et al., 2014a; Wang, et al., 2014b; Wang, et al., 2014c). Das 

Resistenzgen Xa7 wird durch den TALE AvrXa7 aktiviert (Antony, et al., 2010; Abb. 

1.4). Der Mechanismus der Xa7-vermittelten Resistenz ist jedoch noch nicht bekannt. 

Allerdings ist die Ausnutzung von AvrXa7 als Resistenzgen-Aktivator in Pflanzen, für 

eine beständige Xa7-vermittelte Resistenz vorteilhaft (Vera Cruz, et al., 2000). Dies ist 

darin begründet, dass die zugehörigen Xoo-Stämme auf die AvrXa7-abhängige 

Aktivierung des Suszeptibilitätsgens OsSWEET14 angewiesen sind (Antony et al., 

2010). Somit ist eine Anpassung an die Xa7-Resistenz durch die Mutation oder sogar 

den Verlust von AvrXa7 kompliziert, weil dadurch die Virulenz des Stammes verloren 

gehen könnte. Für all diese Promotorfallen ist die Kernlokalisierung des TALEs und die 

TALE-abhängige Aktivierung des Resistenzgens von Bedeutung.  

Das bisher einzige Beispiel Protein-vermittelter TALE-Erkennung ist die Erkennung 

von AvrBs4 durch das R-Protein Bs4 aus Tomate (Schornack, et al., 2004; Abb. 1.4). 

Bs4 ist auch an der Erkennung weiterer TALEs z.B. Hax3 und Hax4 beteiligt 

(Schornack, et al., 2004; Kay, et al., 2005). Worauf genau die Erkennung bestimmter 

TALEs durch Bs4 beruht, ist bisher jedoch noch nicht vollständig geklärt.  

 

1.2.6.2 Rezessive Resistenzgene 

Zusätzlich zur Aktivierung von R-Genen haben Pflanzen weitere Mechanismen 

entwickelt, um die TALE-abhängige Aktivierung von Suszeptibilitätsgenen zu 

verhindern. Eine Möglichkeit ist die Mutation der TALE-Bindestellen im Promotor von 

Suszeptibilitätsgenen. Beispiele hierfür sind die rezessiven Reis-Resistenzgene xa13 (im 

OsSWEET11-Gen) sowie xa25 (im OsSWEET13-Gen). Sie enthalten Insertionen bzw. 

Deletionen im Promotor dieser Suszeptibilitätsgene, wodurch PthXo1 bzw. vermutlich 

PthXo2 nicht mehr binden können (Chu, et al., 2006a; Yang, et al., 2006; Liu, et al., 

2011; Abb. 1.4). Damit sind diese TALEs nicht mehr in der Lage das jeweilige 

Suszeptibilitätsgen zu aktivieren und die Pflanze ist resistent. Wie bereits beschrieben, 

wird auch ein weiteres Suszeptibilitätsgen der OsSWEET-Familie (OsSWEET14) sogar 

von drei verschiedenen TALEs aktiviert. Für dieses Gen sind bisher noch keine 

Resistenzallele bekannt. Die Übertragung eines TALEs der OsSWEET14 aktiviert, kann 

somit die Resistenz der xa13- bzw. xa25-Reispflanzen umgehen (Antony, et al., 2010). 

Bisher ist jedoch unklar, ob die Fokussierung auf OsSWEET14 im stetigen Wettrüsten 
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mit der Pflanze als Anpassung an die xa13- bzw. xa25- Resistenzen erschlossen wurde 

oder ob sich die zugehörigen TALEs unabhängig davon entwickelt haben. Eine weitere 

Möglichkeit für Pflanzen die TALE-abhängige Aktivierung von Suszeptibilitätsgenen 

zu verhindern, ist die Mutation möglicher TALE-Interaktionspartner wie z.B. TFIIA, 

der Bestandteil des Präinitiationskomplexes (preinitiation complex, PIC) der RNA-

Polymerase-II ist (Orphanides, et al., 1996; Thomas & Chiang 2006). TFIIA stabilisiert 

die Bindung des TBP/TFIID-Komplexes (TATA-Bindeprotein, Transkriptionsfaktor 

IID) an die DNA und fördert dadurch die weitere Bildung des PIC (Thomas & Chiang 

2006). Im Reisgenom sind zwei Allele der γ-Untereinheit des TFIIA kodiert, ein Allel 

auf Chromosom 1 (TFIIAγ1) und eines auf Chromosom 5 (TFIIAγ5) (Iyer & McCouch 

2004). Das rezessive Reis R-Gen xa5 kodiert eine mutierte TFIIAγ5-Untereinheit mit 

einem einzelnen Aminosäureaustausch von Valin (V) zu Glutaminsäure (E) an Position 

39 (Iyer & McCouch 2004; Abb. 1.4). Dieser Austausch hat keinen Einfluss auf die 

TFIIA-Funktion im PIC, kann aber die TALE-abhängige Aktivierung von Ziel-Genen 

verringern (Iyer & McCouch 2004; Sugio, et al., 2007; Gu, et al., 2009; Abb. 1.4). So 

ist beispielsweise der Xoo-Stamm PXO86 auf homozygoten xa5 Reispflanzen nicht 

virulent, vermutlich weil AvrXa7 OsSWEET14 nicht mehr effizient aktivieren kann 

(Sugio, et al., 2007). Auch die TALE-abhängige Aktivierung von Resistenzgenen ist in 

homozygoten xa5-Reispflanzen reduziert (Gu, et al., 2009). Eventuell verringert die 

TFIIAγ5 Mutation eine Interaktion mit TALEs und somit die Aktivierung des Ziel-Gens 

(Iyer & McCouch 2004; Sugio, et al., 2007; Gu, et al., 2009; Abb. 1.4). 

Interessanterweise kann PXO99 als bisher einziger Xoo-Stamm die xa5-Resistenz 

umgehen. PXO99 kodiert den TALE PthXo7, der das Allel TFIIAγ1 aktiviert (Abb. 

1.3). Dadurch ist dieser Stamm in der Lage Krankheitssymptome auf homozygoten xa5-

Reispflanzen auszulösen (Sugio, et al., 2007). Die Übertragung von PthXo7 in PXO86 

ermöglicht auch diesem Stamm wieder Krankheitssymptome auf homozygoten xa5-

Reispflanzen auszulösen (Sugio, et al., 2007). Durch die Aktivierung des alternativen 

Allels eines möglichen TALE-Interaktionspartners hilft PthXo7 also vermutlich die xa- 

Resistenz zu überwinden. Damit stellt PthXo7 ein exzellentes Beispiel dar, das zeigt 

wie sich Pathogene durch die Entwicklung alternativer Effektoren im ständigen 

Wettrüsten mit der Pflanze an Resistenzen anpassen können, um diese zu überwinden. 
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Abbildung 1.4 TALE-vermittelte Resistenzmechanismen 
Dargestellt sind bekannte Resistenzmechanismen die zur Erkennung von TALEs aus Xanthomonas 
oryzae pv. oryzae (Xoo) und Xanthomonas campestris pv. vesicatoria (Xcv) führen bzw. deren DNA-
Bindung und Aktivität verhindern. Die TALE-abhängige Aktivierung von Resistenzgenen führt über 
bisher häufig unbekannte Signalwege zur Auslösung der hypersensitiven Reaktion (HR). Xa10 ist eines 
der wenigen R-Gene dessen Wirkungsweise bereits bekannt ist. Xa23 ist vermutlich ein Allel von Xa10 
und könnte eine vergleichbare Funktion erfüllen. Weitere Resistenzmechanismen werden durch die 
Mutation von TALE-Bindestellen im Promotor von Suszeptibilitätsgenen bzw. durch die Mutation von 
TALE-Interaktionspartnern vermittelt Dadurch kann die TALE-abhängige Aktivierung dieser Gene 
verhindert werden. Die einzige bisher bekannte Protein-basierte Erkennung von TALEs wird durch das 
Tomaten R-Protein Bs4 vermittelt, welches über bisher noch weitgehend unbekannte Signalwege zur HR 
führt. ER: Endoplasmatisches Retikulum ZW: Zellwand; ZM: Zellmembran; FMO: Flavin-abhängige-
Monooxygenase 
 

1.2.7 TALEs als Transkriptionsaktivatoren 

TALEs aktivieren Gene. Die Notwendigkeit einer AD für die TALE-Aktivität lässt 

vermuten, dass TALEs in der Lage sind Teile der Polymerase-II-abhängigen 

Transkriptionsmaschinerie zu rekrutieren. Wie genau dies passiert bzw. mit welchen 

Wirtsproteinen TALEs interagieren ist bisher jedoch weitgehend unklar. 

Interessanterweise verschieben TALEs abhängig von der Position ihrer Ziel-DNA-

Sequenz den Transkriptionsstart am Promotor des Ziel-Gens, sodass dieser ca. 40-60bp 

downstream der TALE-Bindestelle liegt und sich damit auch vom natürlichen 
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Transkriptionsstart unterscheiden kann (Kay, et al., 2007; Römer, et al., 2009; Antony, 

et al., 2010; Hummel, et al., 2012). Dies könnte darauf hinweisen, dass TALEs 

eigenständig den PIC an den Promotor rekrutieren können. Diese Rekrutierung könnte 

über die Interaktion mit Hilfsproteinen, z.B. dem Mediator, oder sogar über die direkte 

Interaktion mit Bestandteilen des PIC ablaufen. Hinweise auf letzteres gibt das bereits 

beschriebene Resistenzallel xa5 welches die γ-Untereinheit des generellen TFIIA 

betrifft. Ob TALEs jedoch direkt mit TFIIA interagieren oder weitere Proteine 

benötigen bzw. weitere Interaktionen mit anderen Komponenten der 

Transkriptionsmaschinerie stattfinden, ist aus diesen Studien bisher nicht 

hervorgegangen.  

Des Weiteren konnte beobachtet werden, dass manchmal eine perfekte TALE-

Bindestelle im Promotor allein nicht ausreicht um ein Reportergen effizient zu 

aktivieren (Scholze 2011; Bultmann, et al., 2012). Dies deutet daraufhin, dass entweder 

weitere Promotorelemente vorhanden sein müssen, um die TALE-abhängige 

Aktivierung zu ermöglichen oder die Zugänglichkeit des Promotors nicht gegeben ist, 

wodurch die Bindung des TALEs verhindert wird. Speziell die Zugänglichkeit des 

Promotors kann durch verschiedene Möglichkeiten eingeschränkt sein. Beispielsweise 

könnten DNA-bindende Wirtsproteine TALE-Bindestellen blockieren. Bisher ist jedoch 

noch nicht bekannt ob und wie TALEs mit diesen um mögliche Bindestellen 

konkurrieren. Außerdem konnte bereits gezeigt werden, dass DNA-Methylierung die 

Bindung des TALEs verhindern kann (Bultmann, et al., 2012). Dies ist darin begründet, 

dass das Cytosin-spezifische RVD HD keine methylierten Cytosine bindet, wodurch die 

Bindung des gesamten TALEs verhindert werden kann (Bultmann, et al., 2012; Valton, 

et al., 2012; Deng, et al., 2012b). Möglichkeiten dies zu umgehen sind entweder vor 

allem bei bekanntem Methylierungsstatus die Verwendung der RVDs N*, H* oder NG 

zur Bindung methylierter Cytosine oder andernfalls die gleichzeitige chemische 

Hemmung epigenetischer Modifikationsenzyme (Bultmann, et al., 2012; Valton, et al., 

2012; Deng, et al., 2012b). Weiterhin können Nukleosomen die DNA-Bindestelle eines 

TALEs blockieren (Bultmann, et al., 2012). Daher wird auch hier entweder die 

chemische Hemmung epigenetischer Modifikationsenzyme oder aber die Positionierung 

der TALE-Bindestelle in DNaseI-hypersensitiven Regionen als vorteilhaft betrachtet 

(Bultmann, et al., 2012; Maeder, et al., 2013). Natürlicherweise binden viele TALEs in 

der Nähe oder direkt an der TATA-Box eines Ziel-Gens und damit in Bereichen von ca. 

50 bis zu 300bp vor dem Translationsstart des Ziel-Gens (Grau, et al., 2013). 
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Interessanterweise zeigten Studien im tierischen System, dass künstliche TALE-

Aktivatoren ausgehend von verschiedensten Bindestellen im Promotor beispielsweise in 

der kodierenden Sequenz eines Gens, oder sogar reverse am Gegenstrang bindend ein 

Ziel-Gen aktivieren können (Maeder, et al., 2013; Perez-Pinera, et al., 2013; Uhde-

Stone, et al., 2014). Diese Experimente wurden jedoch mit TALE-Derivaten 

durchgeführt, die eine alternative AD (VP16 bzw. VP64) anstelle der natürlichen AD 

enthielten. Die VP16-AD vermittelt vermutlich die Transkriptionsaktivierung 

unabhängig von Position oder Orientierung der Bindestelle vergleichbar mit einem 

Enhancer-bindenden Protein (Seipel, et al., 1992; Bulger & Groudine 2011; Levine, et 

al., 2014). Bisher ist jedoch unklar ob TALEs mit natürlicher AD ebenfalls ausgehend 

von verschiedensten Positionen im Promotor ein Ziel-Gen effektiv aktivieren können.  

Die Analyse, wo TALEs in Promotoren positioniert werden können, welche 

Promotorelemente gegeben sein müssen, wie TALEs mit Wirtsproteinen um 

Bindestellen konkurrieren oder die Transkriptionsmaschinerie rekrutieren, kann weiter 

zum Verständnis der TALE-abhängigen Transkriptionsaktivierung beitragen. Außerdem 

könnten diese Erkenntnisse auch auf die effiziente Anwendung von TALEs als 

Genaktivatoren, Gen-Modifikationsenzyme oder sogar auf die Anwendung anderer 

DNA-bindender Proteine übertragen werden.  

 

1.3 Zielstellung 

Seit der Entschlüsselung des RVD-DNA-Codes sind TALEs Gegenstand intensiver 

Forschungen, die sich mit der Anwendung von TALEs als künstliche DNA-

Bindedomäne oder der Analyse pflanzlicher Ziel-Gene beschäftigen. Ziel dieser Arbeit 

war es daher weitere TALE-Charakteristika zu analysieren. Die Vorhersage pflanzlicher 

Ziel-Gene setzt die möglichst vollständige Entschlüsselung fehlender RVDs voraus. 

Speziell die Spezifitäten selten vorkommender Xanthomonas-TALE-RVDs bzw. 

Ralstonia-TALE-RVDs sind nicht anhand bioinformatischer Analysen schon bekannter 

TALEs und deren Ziel-Gene vorherzusagen und sollten daher experimentell ermittelt 

werden. Da TALE-Homologe aus. R. solanacearum vermutlich ebenfalls mit Hilfe ihrer 

repeat-Region an DNA binden, sollte die Analyse der in Ralstonia vorkommenden 

RVD-Spezifitäten die Vorhersage einer möglichen Ziel-DNA-Sequenz ermöglichen. 

Interessanterweise finden sich im TALE-Repertoire reispathogener Xoo- und Xoc-

Stämme TALEs die repeats mit von der Norm abweichender Länge enthalten. Diese 

repeats könnten die strukturelle Regelmäßigkeit der repeat-Region und damit 
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möglicherweise auch den DNA-Bindungsmechanismus der betroffenen TALEs 

beeinflussen. Daher sollte die Funktionalität von TALEs mit solchen repeats analysiert 

werden. Die TALE-abhängige Aktivierung von Suszeptibilitätsgenen fördert die 

Virulenz des zugehörigen Xanthomonas-Stammes. Interessanterweise scheinen sich 

besonders Xoo-Stämme auf die Aktivierung von Mitgliedern der OsSWEET-Familie zu 

fokussieren. Im Rahmen dieser Arbeit sollte analysiert werden ob auch weitere 

Mitglieder dieser Familie als Suszeptibilitätsgene für Xoo-TALEs dienen können. 

Bisher ist noch weitgehend unbekannt ob TALEs beliebig an verschiedene Positionen 

im Promotor positioniert werden können oder ob es Positionen gibt, die eine besonders 

effiziente Aktivierung des Ziel-Gens ermöglichen. Anhand solcher Effekte der 

Positionierung auf die Ziel-Genaktivierung könnten eventuell Rückschlüsse auf die 

Kooperation von TALEs mit weiteren Promotorelementen gezogen werden. Um 

Einblicke in solche Positionseffekte zu erhalten, sollte die Aktivität eines Repertoires 

künstlicher TALEs mit verschiedenen Bindestellen in einem natürlichen Promotor 

analysiert werden. Die Ergebnisse solcher Analysen könnten nicht nur dazu dienen die 

Positionierung natürlicher TALEs zu verstehen, sondern auch Hinweise für die 

geeignete Auswahl von Bindestellen künstlicher TALEs geben, wenn diese als 

Werkzeug zur gezielten Aktivierung von Genen angewendet werden.  
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2. Ergebnisse 

2.1 Die Erweiterung des TALE-RVD-Codes 

2.1.1 Publikation 1
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2.1.1.1 Anlagen zur Publikation 1
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2.1.1.2 Zusammenfassung Publikation 1 

Die Entschlüsselung des TALE-RVD-Codes war ein bedeutender Schritt um die 

Funktion von TALEs als Transkriptionsaktivatoren, sowie deren Ziel-Gene besser zu 

verstehen und TALEs als nützliches Werkzeug für biotechnologische Anwendungen 

verfügbar zu machen. Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Spezifitäten selten 

vorkommender Xanthomonas- bzw. Ralstonia-TALE-RVDs analysiert. Da TALE-

Homologe aus. R. solanacearum vermutlich ebenfalls mit Hilfe ihrer repeat-Region an 

DNA binden, sollte die Analyse der in Ralstonia vorkommenden RVD-Spezifitäten 

erstmals die Vorhersage einer Ziel-DNA-Sequenz für einen Ralstonia-TALE 

ermöglichen. Der modulare Aufbau von TALEs ermöglicht die Erstellung künstlicher 

TALEs mit nutzerdefinierter RVD-Abfolge. Zur Analyse der RVD-Spezifitäten wurden 

daher künstliche TALEs erstellt, die eine gewisse Anzahl des zu untersuchenden RVDs 

in Folge enthielten. Die Aktivität dieser TALEs wurde anhand verschiedener 

Reporterkonstrukte analysiert, welche an den entsprechenden Positionen des zu 

untersuchenden RVDs die Nukleotide Adenin, Cytosin, Guanin oder Thymin besaßen. 

Anhand der künstlichen TALEs konnte die Spezifität für 8 der 9 analysierten RVDs 

bestimmt werden und so z.B. ausschließlich Guanin-spezifische RVDs (z.B. NH, NK) 

identifiziert werden. Diese könnten zukünftig das Purin-spezifische RVD NN ersetzen, 

um z.B. die off-target Rate von TALE-Werkzeugen im Ziel-Genom zu verringern. 

Außerdem konnte nun erstmals anhand der RVD-Abfolge eine mögliche Ziel-DNA-

Sequenz des R. solancearum TALEs Brg11 abgeleitet werden. Weiterhin wurden 

erstmalig einzelne TALEs beschrieben, die einen Reporter trotz perfekter Ziel-DNA-

Sequenz nicht aktivieren konnten. Interessanterweise konnte dies auf die RVD-

Komposition des jeweiligen TALEs zurückgeführt werden. TALEs die nur eine 

Auswahl bestimmter RVDs (z.B. NI, NG, NK) enthielten konnten das Reporter-

konstrukt nicht aktivieren. Die Aktivität dieser TALEs konnte jedoch durch die 

Insertion von HD- oder NN-RVDs wiederhergestellt werden. Eine mögliche Erklärung 

dafür könnte sein, dass die Eigenschaften bestimmter RVDs verschieden sind und damit 

die Gesamt-TALE-Aktivität unterschiedlich beeinflussen. Einige RVDs z.B. HD oder 

NN sind starke RVDs mit einem positiven Einfluss auf die TALE-Aktivität, 

währenddessen sind andere RVDs z.B. NI, NG oder NK schwach und haben lediglich 

einen geringen oder keinen Einfluss auf die TALE-Gesamt-Aktivität. Diese 

Erkenntnisse erweiterten den ursprünglichen TALE-RVD-Code und ermöglichten die 
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Ableitung von Richtlinien zur Erstellung effizienter TALEs mit ausgewogener RVD-

Komposition. 

 

2.2 Gruppe III OsSWEETs sind wichtige Suszeptibilitätsgene für Xoo-TALEs  

2.2.1 Publikation 2
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2.2.1.1 Anlagen zu Publikation 2 
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2.2.1.2 Zusammenfassung Publikation 2 

Xanthomonas spp. translozieren TALEs in pflanzliche Wirtszellen. Die TALE-

abhängige Aktivierung pflanzlicher Gene, sogenannter Suszeptibilitätsgene resultiert in 

einem veränderten Wirtsmetabolismus, der diverse Vorteile für das Pathogen bietet und 

essentiell für dessen Virulenz ist. Besonders in der Xoo-Reis Interaktion wichtige 

Suszeptibilitätsgene sind Mitglieder der OsSWEET-Familie, die Saccharose-Transporter 

kodieren. Der TALE PthXo1 aktiviert OsSWEET11, PthXo2 aktiviert vermutlich 

OsSWEET13 und OsSWEET14 wird von drei verschiedenen TALEs (TalC, Avrxa7, 

PthXo3) aktiviert. Im Rahmen dieser Arbeit wurde zusätzlich ein weiterer TALE (Tal5) 

aus dem afrikanischen Xoo-Stamm MAI1 identifiziert der ebenfalls OsSWEET14 

aktiviert. Die Fokussierung diverser Xoo-Stämme auf die TALE-abhängige Aktivierung 

bestimmter OsSWEETs lässt vermuten, dass diese Pflanzengene wichtige 

Suszeptibilitätsgene für Xoo darstellen und dass möglicherweise weitere OsSWEETs 

eine vergleichbare Funktion erfüllen. Im Reisgenom finden sich 20 OsSWEETs, deren 

Proteine phylogenetisch in vier Gruppen unterteilt werden können. Um systematisch 

deren mögliche Funktion als Suszeptibilitätsgene zu analysieren wurden künstliche 

TALEs erstellt, die jeweils einzelne OsSWEETs aktivieren. Es ist bereits bekannt, dass 

der Xoo-Stamm BAI3 durch die Deletion von talC nicht mehr virulent ist, da 

OsSWEET14 nicht mehr aktiviert wird. Durch die Übertragung eines TALEs der das 

gleiche oder ein anderes OsSWEET aktiviert, kann die Virulenz von BAI3ΔtalC jedoch 

wiederhergestellt werden. Daher wurde unter Verwendung von BAI3ΔtalC untersucht 

ob künstliche TALEs, die alternative OsSWEETs aktivieren zur Wiederherstellung der 

Virulenz dieses Stammes führen. Interessanterweise konnten ausschließlich die fünf 

Gruppe III OsSWEETs, zu denen neben OsSWEET12 und 15 auch OsSWEET11, 13 und 

14 zählen, die Virulenz von BAI3ΔtalC wiederherstellen. Analysen mittels qRT-PCR 

zeigten, dass die künstlichen TALEs die Mehrheit der OsSWEETs spezifisch aktivieren 

konnten. Damit konnte gezeigt werden, dass Designer TALEs als künstliche 

Virulenzfaktoren zur Untersuchung möglicher Suszeptibilitätsgene verwendet werden 

können. Außerdem zeigten die Ergebnisse, dass Gruppe III SWEETs in Reis eine 

bestimmte Funktion erfüllen, die sich von der anderer OsSWEETs unterscheidet. Für 

OsSWEET11 und 14 konnte bereits die Funktion als Saccharose-Transporter gezeigt 

werden. Möglicherweise transportieren auch die restlichen Gruppe III OsSWEETs 

Saccharose. Die TALE-abhängige Aktivierung solcher Saccharose-Transporter könnte 

somit zur Nährstoffversorgung der Bakterien an der Infektionsstelle beitragen.	
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2.3 Aberrante repeats erlauben die Bindung allelischer Sequenzen mit -1 frameshift 

2.3.1 Publikation 3
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2.3.1.1 Anlagen zu Publikation 3
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2.3.1.2 Zusammenfassung Publikation 3 

TALEs binden ihre Ziel-DNA-Sequenz in einer hochgradig regelmäßigen ein-repeat-

ein-Nukleotid Abfolge. Ein Nachteil dieser Bindung ist die geringe Flexibilität, 

besonders im Bezug auf Suszeptibilitätsgene in denen TALE-Bindestellen bereits durch 

Deletionen oder Insertionen (Indel) einzelner Nukleotide zerstört werden können. 

Dadurch wird die Bindung des TALEs und damit die Aktivierung dieses 

Suszeptibilitätsgens blockiert und die Pflanze ist resistent. Interessanterweise findet 

man in reispathogenen Xoo- und Xoc-Stämmen TALEs die einen einzelnen repeat mit 

abweichender Länge, einen sogenannten aberranten repeat in der Mitte ihrer repeat-

Region besitzen. Aberrante repeats weisen in ihren α-Helices Deletionen bzw. 

Insertionen auf und sind somit im Gegensatz zur Standardlänge die 34 Aminosäuren 

beträgt mit 30 Aminosäuren wesentlich kürzer bzw. mit 39/40/42 Aminosäuren deutlich 

länger. Diese Veränderungen in der Länge der repeat-α-Helices könnten die 

regelmäßige Struktur der repeat-Region stören und somit die Gesamt-Bindung des 

TALEs verringern. Einen Hinweis, dass dies nicht zutrifft, geben die TALEs PthXo3 

und AvrXa7, die einen solchen aberranten repeat tragen und trotzdem das 

Suszeptibilitätsgen OsSWEET14 aktivieren. Allerdings stellte sich heraus, dass 

besonders nach der Position des aberranten repeats gehäuft RVD-Nukleotid-

Fehlpaarungen auftreten. In einem hypothetischen Experiment wurde der aberrante 

repeat aus der repeat-Region herausgewunden, sodass alle folgenden RVDs eine 

Position nach vorn verschoben wurden. Damit konnte die Anzahl der RVD-Nukleotid-

Fehlpaarungen signifikant verringert werden, wodurch die Hypothese entstand, dass 

aberrante repeats aus der repeat-Region herausgewunden werden können um einen 

frameshift in der Ziel-DNA-Sequenz zu tolerieren. Um dies experimentell zu bestätigen 

wurden künstliche TALEs erstellt, die einen aberranten repeat an verschiedenen 

Positionen ihrer repeat-Region tragen. Anhand verschiedener Reporterkonstrukte 

konnte dabei festgestellt werden, dass TALEs mit aberrantem repeat neben der 

optimalen Ziel-DNA-Sequenz auch eine Ziel-DNA-Sequenz in der ein Nukleotid 

downstream der Position des aberranten repeats deletiert wurde (-1 frameshift), binden 

und das dahinterliegende Gen effizient aktivieren können. TALEs mit ausschließlich 

34-Aminosäure repeats waren dazu nicht in der Lage. Diese Flexibilität bezüglich der 

Ziel-DNA-Sequenz scheint besonders nützlich für die Anpassung an mögliche 

Resistenzgene zu sein, in denen die TALE-Bindestelle durch die Deletion eines 

Nukleotides zerstört wurde. Tatsächlich konnte anhand einer natürlichen Xoo-Reis 
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Infektion gezeigt werden, dass ein künstlicher TALE mit aberrantem repeat in der Lage 

ist das resistente Allel des OsSWEET13-Promotors, mit einem Indel in der PthXo2-

Bindestelle, ebenso zu aktivieren wie das Allel mit optimaler Bindestelle. Im Gegensatz 

dazu konnte der TALE mit ausschließlich 34-Aminosäure repeats lediglich das Allel 

mit optimaler Bindestelle, nicht jedoch das resistente Allel aktivieren. Daher könnten 

aberrante repeats eine nützliche Anpassung an allelische Suszeptibilitätsgene sein, in 

denen eine TALE-Bindestelle durch ein einzelnes Indel zerstört wurde, um diese Form 

der Resistenz zu umgehen. 

 

2.4 Eigenanteil an den Publikationen 

 

Publikation 1 Kapitel 2.1: 

Streubel, J., Blücher, C., Landgraf, A., and Boch, J. (2012) TAL effector RVD 

specificities and efficiencies. Nat. Biotechnol. 30: 593-595. 

 

Eigenanteil: Die Planung der Experimente erfolgte in Zusammenarbeit mit J. Boch. Mit 

Ausnahme der in Abbildung 1A dargestellten Konstrukte und Ergebnisse, wurden alle 

künstlichen TALEs, sowie zugehörige Reporterkonstrukte von mir erstellt und die 

nachfolgenden Analysen der Reportergenaktivität bzw. der Nachweis mittels Western 

Blot selbständig von mir durchgeführt und ausgewertet. Das Manuskript wurde in 

Zusammenarbeit mit J. Boch erstellt. 

 

Publikation 2 Kapitel 2.2: 

Streubel J.*, Pesce C.*, Hutin M., Koebnik R., Boch J. and Szurek B. (2013) Five 

phylogenetically close rice SWEET genes confer TAL effector-mediated susceptibility 

to Xanthomonas oryzae pv. oryzae. New Phytol. 200: 808-819 

*geteilte Erstautorenschaft 

Eigenanteil: Die Klonierung und Aktivitätsanalyse von Tal5 mittels β-Glucuronidase 

Assay erfolgte durch C. Pesce unter meiner Anleitung während ihres 1-monatigen 

Aufenthalts in Halle. Alle in dieser Publikation verwendeten künstlichen TALE-

Konstrukte für OsSWEET-Promotoren wurden selbstständig von mir geplant und 

erstellt. Die Transformation der in dieser Publikation verwendeten Stämme mit den 

künstlichen TALE-Konstrukten, sowie die ersten Virulenzanalysen in Reis wurden von 

mir während meines ca. 5 wöchigen Aufenthalts im IRD (Montpellier) begonnen und 
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von C. Pesce beendet. Außerdem führte C. Pesce die in planta Wachstumskurven durch. 

Die RNA-Proben zur Bestimmung der OsSWEET-Transkriptlevel nach der Infektion 

mit den in dieser Publikation verwendeten Xoo-Stämme wurde von C. Pesce vorbereitet. 

Die folgende anschließende Analyse der Expression der künstlichen TALEs in den 

verwendeten Xoo-Stämmen, sowie die Analyse der Transkriptmenge der ca. 20 

OsSWEETs mittels qRT wurden eigenständig von mir geplant, durchgeführt und 

ausgewertet: die. Das Manuskript wurde in Zusammenarbeit mit J. Boch, B. Szurek, R. 

Koebnik und C. Pesce erstellt.  

 

Publikation 3 Kapitel 2.3: 

Richter A.*, Streubel J.*, Blücher C., Szurek B., Reschke M., Grau J. and Boch J. 

(2014) A TAL effector repeat architecture for frameshift binding. Nat. Commun. 5: 

3447 

*geteilte Erstautorenschaft 

Eigenanteil: Die Planung der Experimente erfolgte in Zusammenarbeit mit A. Richter 

und J. Boch. Folgende Arbeiten wurden von mir in Zusammenarbeit mit A. Richter 

geplant, durchgeführt und analysiert: Erstellung der verwendeten TALE- und 

Reporterkonstrukte, Nachweis der TALE-Expression in planta, Analyse der TALE-

Aktivität anhand des β-Glucuronidase Reportergens. Folgende Arbeiten wurden von A. 

Richter geplant, durchgeführt und ausgewertet: Erstellung, Aktivitätsanalyse und 

Nachweis der TALEN Konstrukte. Die unter Abbildung 8 gezeigten Konstrukte und 

Experimente wurden eigenständig von mir geplant, durchgeführt und ausgewertet. Das 

Manuskript wurde in Zusammenarbeit mit A. Richter, J. Grau und J. Boch erstellt.  

 

2.5 Zusätzliche Ergebnisse 

2.5.1 Funktionsanalyse von TALEs am OsSWEET14 Promotor 

Aktivatorproteine können die Transkription nicht nur ausgehend von 

Kernpromotorsequenzen, sondern auch ausgehend von sogenannten Enhancer-

Elementen initiieren (Maston, et al., 2006; Bulger & Groudine 2011; Levine, et al., 

2014). Enhancer-Elemente sind DNA-Sequenzen, welche die Transkription eines Gens 

über Entfernungen von bis zu 1Mb kontrollieren können (Jeong, et al., 2006; Amano, et 

al., 2009). Die Bindung an Enhancer-Elemente ermöglicht Aktivatoren die 

Transkription eines Ziel-Gens unabhängig von ihrer Position oder der Orientierung ihrer 

Bindestelle relativ zum Kernpromotor zu aktivieren (Maston, et al., 2006; Bulger & 
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Groudine 2011; Levine, et al., 2014). Für TALEs ist bisher unklar, ob sie ähnlich wie 

Enhancer-bindende Proteine die Transkription eines Ziel-Gens ausgehend von 

verschiedensten Positionen bzw. unabhängig von der Orientierung ihrer Ziel-DNA-

Sequenz aktivieren können. Möglicherweise sind für TALEs zusätzlich andere Faktoren 

wie beispielsweise umliegende Promotorelemente oder Wirtsproteine, welche die 

Zugänglichkeit des Promotors beeinflussen, von Bedeutung. Studien die sich diesem 

zusätzlichen Level an Komplexität widmen, wurden bisher allerdings kaum 

durchgeführt. Die zugrundeliegenden Zusammenhänge und Mechanismen sind deshalb 

bisher nur unzureichend verstanden. Ihre Analyse könnte neue Einblicke in das 

Zusammenwirken zwischen TALEs mit spezifischen Promotorelementen, sowie der 

Transkriptionsmaschinerie im Allgemeinen geben. 

Studien mit TALE-Aktivatoren im humanen System zeigen, dass selbst TALE-Derivate 

deren Ziel-DNA-Sequenzen in der kodierenden Sequenz eines Gens, mehr als 500bp 

vom ATG entfernt oder sogar in reverse (umgekehrter) Orientierung liegen, ein Ziel-

Gen effektiv aktivieren können (Maeder, et al., 2013; Perez-Pinera, et al., 2013; Uhde-

Stone, et al., 2014; Zhang, et al., 2014). Dabei zeigte sich, dass zusätzlich die 

Positionierung der Bindestelle in DNaseI-sensitiven Promotorregionen vorteilhaft war 

(Maeder, et al., 2013; Zhang, et al., 2014). Mit natürlichen TALEs im pflanzlichen 

System wurden solche systematischen Studien dagegen noch nicht durchgeführt. Hier 

ist lediglich bekannt, dass TALEs den Transkriptionsstart eines Ziel-Gens beeinflussen 

können (Kay, et al., 2007; Römer, et al., 2009; Antony, et al., 2010; Hummel, et al., 

2012). Wobei jedoch häufig künstliche Promotoren analysiert wurden. In diesen wurde 

entweder eine vorhandene TALE-Bindestelle verschoben oder zusätzlich zu den bereits 

vorhandenen TALE-Bindestellen bis zu fünf weitere Bindestellen verschiedener TALEs 

inseriert (Kay, et al., 2007; Römer, et al., 2009; Hummel, et al., 2012). Die dafür 

verwendeten TALE-Bindestellen enthielten jedoch häufig eine TATA-Box, sodass diese 

ebenfalls entweder verschoben oder mehrfach inseriert wurde (Kay, et al., 2007; Römer, 

et al., 2009; Hummel, et al., 2012). Die Möglichkeit künstliche TALEs für beliebige 

Ziel-DNA-Sequenzen zu erstellen, erlaubt es nun TALEs an verschiedene Stellen eines 

natürlichen Promotors zu positionieren und deren Aktivität zu vergleichen, ohne dabei 

den Promotor selbst zu verändern. Im Rahmen dieser Arbeit sollte die Aktivität 

verschiedener künstlicher TALEs an einem Beispielpromotor im transienten, sowie im 

natürlichen System analysiert werden. Publikation 2 beschreibt, dass künstliche TALEs, 

die für Promotoren bestimmter OsSWEET-Gene aus Reis erstellt wurden, zu erhöhter 
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Virulenz von Xoo-Stämmen führen können (Streubel, et al., 2013). Ausgehend davon 

bot sich vor allem der OsSWEET14 Promotor für weiterführende Studien an. 

OsSWEET14 kodiert einen Saccharose-Transporter, dessen TALE-abhängige Induktion, 

vermutlich durch die Versorgung mit Nährstoffen, zu erhöhter Virulenz von Xoo führt 

(Chen, et al., 2012; Braun 2012). Für diesen Promotor sind Bindestellen für vier 

verschiedene natürliche Xoo-TALEs bekannt, die bereits als funktional beschrieben 

wurden. (Yang, et al., 2006; Antony, et al., 2010; Yu, et al., 2011; Streubel, et al., 

2013). Darüber hinaus wurden in Publikation 2 bereits zwei künstliche TALEs für 

diesen Promotor konstruiert und im Xoo-Reis-System analysiert (Streubel, et al., 2013). 

Zusätzlich war ein Reporterkonstrukt verfügbar, um die Funktion der TALEs am 

OsSWEET14-Promotor auch im transienten System (Agrobacterium-vermittelter 

Transfer in N. benthamiana) zu untersuchen. Im Rahmen dieser Arbeit wurden weitere 

künstliche TALEs erstellt, die Aufschluss über Positionierungsmöglichkeiten von 

TALE Ziel-DNA-Sequenzen im OsSWEET14-Promotor geben sollten. Eine Übersicht 

über deren RVD-Komposition, sowie Ziel-DNA-Sequenzen kann dem Anhang 

entnommen werden (s. Anhang 5.4). Zur besseren Übersicht wurden die erstellten 

TALEs bezüglich ihrer Bindestellen im OsSWEET14-Promotor in 3 Gruppen aufgeteilt. 

Die erste Gruppe umfasst künstliche TALEs deren Ziel-DNA-Sequenzen im Bereich 

der Bindestellen natürlicher TALEs am OsSWEET14-Promotor (TalC, AvrXa7/PthXo3 

und Tal5), ca. 220 bis 335bp upstream des ATG liegen. (Antony, et al., 2010; Yu, et al., 

2011; Streubel, et al., 2013; Abb. 2.1A). Zu dieser Kategorie zählen die künstlichen 

TALEs TAL1, 2, 4 und 5. Ihr zugehöriger Promotorabschnitt ist in Abbildung 3.1A 

durch ein b gekennzeichnet. Die zweite Gruppe umfasst künstliche TALEs, deren Ziel-

DNA-Sequenzen entweder in einem Bereich von 336 bis 1000bp upstream vom ATG 

liegen (der zugehörige  Promotorbereich ist in Abbildung 2.1A mit a markiert) oder 

ausgehend vom ATG in einem Bereich von 1 bis zu 220bp upstream im Promotor bzw. 

downstream in der Protein-kodierenden Sequenz liegen (der zugehörige  

Promotorbereich ist in Abbildung 2.1A mit c markiert). Mit Hilfe dieser künstlichen 

TALEs zu denen im Bereich a TAL11, 14 und 17 und im Bereich c TAL3, 6, 7, 8, 9, 

10, 18, sowie der TALGUS (der nur für das Reporterkonstrukt im transienten System in 

N. benthamiana analysiert wird) gehören, sollte überprüft werden ob und von welchen 

Positionen TALEs wirken können. Als dritte Gruppe wurden künstliche TALEs erstellt, 

die in umgekehrter Orientierung den Gegenstrang (antisense Strang) schon vorhandener 

TALE Ziel-DNA-Sequenzen binden, sogenannte reverse-TALEs. Dazu gehören TAL-1, 
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-2, -AvrXa7, -3, -7, -81, -82 und -9. Durch die Bindung an Enhancer-Elemente können 

Aktivatorproteine die Transkription nicht nur unabhängig von ihrer Position sondern 

auch unabhängig von der Orientierung ihrer Bindestelle relativ zum Kernpromotor 

aktivieren (Bulger & Groudine 2011; Levine, et al., 2014). Bisher ist jedoch unklar, ob 

dies für TALEs ebenfalls zutrifft. Anhand des TALEs AvrBs3 wurde gezeigt, dass 

dieser das Ziel-Gen Bs3 nicht mehr aktiviert, sobald dessen Ziel-DNA-Sequenz im Bs3 

Promotor invertiert wird (Römer, et al., 2009). Dadurch wurde allerdings auch die in 

der AvrBs3-Bindestelle enthaltene TATA-Box invertiert, weshalb nicht auszuschließen 

ist, dass damit die generelle Aktivierbarkeit des Promotors beeinflusst wird (Römer, et 

al., 2009). Außerdem sind für natürliche TALEs bisher nur forward-orientierte 

Bindestellen in Ziel-Promotoren bekannt (Boch, et al., 2009, Moscou & Bogdanove 

2009). Daher entstand die weitverbreitete Meinung, dass TALEs die Transkription nur 

über forward-orientierte Bindestellen aktivieren können. Ausgehend davon wird auch in 

verfügbaren Vorhersage-Programmen für TALE-Ziel-Gene lediglich nach forward-

orientierten Bindestellen in Promotoren gesucht (Grau et al., 2013; Perez-Quintero et 

al., 2013). Da bisher jedoch noch nicht experimentell analysiert wurde, ob TALEs mit 

natürlicher Aktivierungsdomäne auch über reverse auf dem Gegenstrang positionierte 

Bindestellen effizient die Transkription aktivieren können, sollte dies mit Hilfe der 

obengenannten reverse-TALEs untersucht werden. Weiterhin kann mit dem Repertoire 

verschieden positionierter künstlicher TALEs systematisch analysiert werden inwiefern 

der Transkriptionsstart durch diese am Promotor beeinflusst wird. Um auszuschließen, 

dass die erstellten TALEs eine zusätzliche Bindestelle im 1kb-Fragment des 

OsSWEET14 Promotors oder in einem anderen schon bekannten Suszeptibilitätsgen des 

Reisgenoms besitzen, wurde deren Spezifität mit Hilfe eines Programms zur Vorhersage 

potenzieller TALE-DNA-Bindestellen überprüft (Storyteller; Perez-Quintero, et al., 

2013). Als Referenz wurde das annotierte Nipponbare-Genom Version 7.0 verwendet 

(Rice MSU Annotation Project). Mögliche Ziel-DNA-Sequenzen der TALEs werden 

dabei mit einem Rang bewertet, der sich aus der Position der Bindestelle im Promotor, 

sowie der Bindespezifität zusammensetzt. Die beste Wertung erhielt dabei immer die 

vorher definierte Ziel-DNA-Sequenz im OsSWEET14 Promotor. Unabhängig von 

Position oder Orientierung wurde für keinen der künstlichen TALEs eine weitere 

mögliche Ziel-DNA-Sequenz in einem anderen bekannten Suszeptibilitätsgen oder eine 

zweite Bindestelle im OsSWEET14 Promotor vorhergesagt. 
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2.5.2 Funktionsanalyse der OsSWEET14-TALEs im transienten System 

Zuerst wurde die Funktion der künstlichen TALEs im transienten System analysiert. 

Hierzu wurden die TALEs zusammen mit einem Reporterkonstrukt Agrobacterium-

vermittelt in N. benthamiana transferiert. Das verwendete Reporterkonstrukt enthielt, 

beginnend vom ATG, die ersten 1000bp des OsSWEET14-Promotors, fusioniert an die 

kodierende Sequenz des Reportergens uidA (Abb. 2.1A & Abb. 5.3 ). Die TALE-

abhängige Aktivierung des Reportergens wurde mittels quantitativer β-Glucuronidase 

Messung analysiert. Es zeigte sich, dass die verschieden positionierten TALEs das 

Reportergen unterschiedlich effizient aktivieren (Abb. 2.1B).  

 

 
Abbildung 2.1 TALEs am OsSWEET14-Promotor und deren Aktivität im transienten System  
A Dargestellt ist das 1kb Fragment des OsSWEET14-Promotors fusioniert an das Reportergen uidA. Die 
Bindestellen der künstlichen TALEs, sowie deren Orientierung sind mit farbigen Pfeilen gekennzeichnet. 
Die Pfeilspitze kennzeichnet jeweils die Lage der AD. Die Bindestellen der natürlichen TALEs TalC, 
AvrXa7 und Tal5 sind jeweils durch einen weißen Pfeil gekennzeichnet. Der Promotor wurde zur 
besseren Übersicht in die drei Bereiche a, b und c unterteilt. Die relative Position des ATG der 
OsSWEET14-kodierenden Sequenz in dem verwendeten Reporterkonstrukt ist durch eine gestrichelte 
Linie gekennzeichnet. Die Darstellung ist rein schematisch und nicht maßstabsgetreu. Eine genauere 
Übersicht findet sich im Anhang unter Abb. 5.3. B Aktivitäten der künstlichen TALEs im transienten 
System. Die Messung der TALE-abhängigen Aktivierung des Reportergens erfolgte nach Agrobacterium-
vermittelter transienter Expression der TALEs und ihrer Reporterkonstrukte in N. benthamiana. Dazu 
wurden die TALE-Konstrukte, deren Expression durch den konstitutiven Promotor 35S kontrolliert wird, 
sowie das Reporterkonstrukt mit einer finalen OD600 von jeweils 0,4 ko-inokuliert und 2dpi die Aktivität 
des Reportergens bestimmt. Als Negativkontrolle diente der TALE Hax3 der keine Bindestelle im 
OsSWEET14-Promotor besitzt. Die Fehlerbalken kennzeichnen die Standardabweichung (n=3). 4-MU=4-
Methylumbeliferon. Das Experiment wurde dreimal mit vergleichbaren Ergebnissen durchgeführt. 
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Die Unterschiede in der Aktivierung des Reportergens können nicht auf die 

unterschiedliche Expression oder Stabilität der TALEs in planta zurückgeführt werden. 

Der Nachweis der TALE-Expression zeigte, dass die Mehrheit der TALEs in 

vergleichbaren Mengen in planta synthetisiert wird (Abb. 2.2). Lediglich für TAL2, 

TAL8 und TAL-81 konnte ein schwächeres Signal detektiert werden (Abb. 2.2). Dies 

scheint jedoch keine Auswirkung auf die Aktivität dieser TALEs zu haben, da 

besonders TAL2 und 8 sehr effizient sind (Abb. 2.1).  

 

 
Abbildung 2.2 Nachweis der künstlichen TALE-Proteine in planta  
Parallel zur Messung der β-Glucuronidase Aktivität wurden die TALE-Proteine mittels Immunoblot 
nachgewiesen. Die TALE-Konstrukte sind N-Terminal an GFP fusioniert und wurden wie unter 
Abbildung 2.1 beschrieben in N. benthamiana exprimiert. 2dpi wurden je zwei Blattscheiben aus 3 
biologischen Replikaten geerntet und die Proteine nach Aufschluss und SDS-PAGE mit Hilfe eines GFP 
spezifischen Antikörpers nachgewiesen. Als negativ-Kontrolle diente einerseits der Vektor ohne TALE 
(GFP), sowie eine nicht-inokulierte Pflanzenprobe (leer). Als Positivkontrolle diente Hax3. Die 
erwarteten Größen für TALEs mit 17,5 repeats bzw. für GFP sind mit Pfeilen markiert. Hax3 enthält 
lediglich 11,5 repeats und ist daher kleiner. 
 

Daher kann vermutet werden, dass die Position der TALEs im Promotor die 

Aktivierung des Reportergens beeinflusst. Besonders effiziente forward-positionierte 

TALEs sind TAL1, 2, 4 und 5 des Promotorbereichs b, sowie die TALEs TAL11 und 

17 aus dem Promotorbereich a und TAL6, 8, 9 und 10 des Promotorbereichs c (Abb. 2.1 

B). Die stärkste Aktivierung des Reportergens (TAL-2) wurde als Maximum und damit 

als 100% gewertet, ausgehend davon erzielen die vorhergenannten TALEs eine 

Aktivierung des Reportergens im Bereich von ca. 20-85%. Weniger bis gar nicht aktive 

TALEs sind TAL3, 7, 14, 18 sowie TALGUS deren Aktivität im Bereich zwischen 0 

und 20% liegt (Abb2.1 B). Eine Erklärung für die geringe Aktivität dieser TALEs 

könnte sein, dass sie trotz ausgeglichener RVD-Komposition nur schwach an ihre Ziel-

DNA-Sequenz binden können und somit das Reportergen nicht effizient aktivieren 

(Streubel, et al., 2012). Um dies auszuschließen wurde exemplarisch jeweils die 19bp 

umfassende TAL18- und TAL3- Ziel-DNA-Sequenz vor das 74bp-Fragment des Bs4-

Promotors und ein promotorloses uidA-Gen inseriert (Abb. 2.3A). Das Fragment des 
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Bs4-Promotors besitzt keine Basalaktivität, kann jedoch TALE-abhängig aktiviert 

werden. Dieses System wurde bereits in vorhergehenden Studien benutzt, um die 

Aktivität künstlicher TALEs zu untersuchen und sollte einen Einfluss durch 

OsSWEET14-spezifische Promotorelemente ausschließen (Boch, et al., 2009; Yu, et al., 

2011). Wie Abbildung 2.3B zeigt, aktivieren TAL18 und Tal3 das Reporterkonstrukt 

vergleichbar mit der Positivkontrolle Hax3. Die Bindung der jeweiligen Ziel-DNA-

Sequenz ist spezifisch, da ein vergleichbares Reporterkonstrukt, welches anstatt der 

TAL18- bzw. der TAL3-box die Hax3-box enthält, nicht aktiviert wird (Abb. 2.3B). Dies 

zeigt, dass beide TALEs ihre Ziel-DNA-Sequenz effizient binden und ein 

dahinterliegendes Gen aktivieren können. 

 

 
Abbildung 2.3 Analyse der TAL18- und TAL3- Aktivität am 74bp-Fragment des Bs4-Promotors im 
transienten System 
A Zur Aktivitätsanalyse wurde die jeweilige TALE-box vor das 74bp-Fragment des Bs4-Promotors 
inseriert, dadurch sollten OsSWEET14 spezifische Promotoreigenschaften ausgeschlossen werden. B 2 
Tage nach Agrobacterium-vermittelter Expression der Konstrukte wurde die TAL18- bzw. TAL3- 
abhängige Aktivierung des β-Glucuronidase Reportergens gemessen. Als Negativkontrolle diente ein 
vergleichbares Konstrukt, welches anstelle der TAL18- bzw. TAL3- die Hax3-box enthält. Zusätzlich 
wurden die TAL18- und TAL3-box mit Hax3 ko-exprimiert um Basalaktivität dieser Reporterkonstrukte 
auszuschließen. Als Positivkontrolle diente Hax3 in Kombination mit der Hax3-box. Die Fehlerbalken 
kennzeichnen die Standardabweichung (n=3).  
 

Der Grund, dass TAL18 und TAL3 im OsSWEET14-Promotorkontext nicht bzw. nur 

gering aktiv sind, könnte somit entweder auf die Position der Bindestelle relativ zu 

anderen Promotorelementen bzw. speziell für TAL18 die Nähe zum ATG oder aber auf 

die eingeschränkte Zugänglichkeit des Promotors durch Methylierung oder eine 

Blockierung der Bindestelle durch Wirtsproteine zurückzuführen sein. 

Interessanterweise sind auch einige reverse-bindenden TALEs in der Lage das 

Reportergen sehr effizient zu aktivieren. TAL-1 und -2 deren Ziel-DNA-Sequenzen 

upstream der TATA-Box in Promotorbereich a liegen aktivieren das Reportergen mit 

ca. 60 bis 100% sehr effizient und vergleichbar mit ihren zugehörigen forward-
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bindenden TALEs (Abb. 2.1B). Zu Beginn wurde bereits mittels 

Vorhersageprogrammen überprüft, dass weder TAL-1, noch TAL-2 eine zusätzliche 

Bindestelle, speziell in forward-Orientierung, im OsSWEET14 Promotor besitzen. Da 

beide TALEs jedoch zu einer sehr effizienten Aktivierung des Reportergens führten, 

sollte dies zusätzlich experimentell am Beispiel von TAL-2 untersucht werden. Wie 

vorher bereits beschrieben wurde dazu die 21bp umfassende Ziel-DNA-Sequenz, in der 

die Bindestellen von TAL2 und TAL-2 enthalten sind, vor das 74bp-Fragment des Bs4-

Promotors und ein promotorloses uidA-Gen inseriert (Abb. 2.4 A,B). Der Bs4-Promotor 

sollte keinerlei Sequenzähnlichkeiten mit dem OsSWEET14-Promotor besitzen und 

somit eine Analyse der TAL2 und besonders TAL-2 Bindestelle unabhängig vom 

OsSWEET14-Promotorkontext erlauben. Die Analyse der beiden TALEs ergab, dass 

beide in der Lage waren das Bs4-Reporterkonstrukt zu aktivieren (Abb. 2.4B,D). Diese 

Aktivierung konnte als spezifisch bestimmt werden, da beide TALEs ein vergleichbares 

Reporterkonstrukt, welches anstelle der TAL2/-2-Ziel-DNA-Sequenz die Hax3-Ziel-

DNA-Sequenz enthielt nicht aktivierten (Abb. 2.4B,D). Um jedoch zu überprüfen, dass 

TAL-2 tatsächlich die reverse-orientierte Ziel-DNA-Sequenz im antisense Strang bindet 

wurde zusätzlich ein weiteres Bs4-Reporterkonstrukt erstellt (Abb. 2.4C,D). In diesem 

wurden die Guanin-Nukleotide in der TAL2 Bindestelle des sense DNA-Strangs zu 

Adenin mutiert (Abb. 2.4C). Dadurch sollte TAL2 mit seinen Purin-spezifischen NN 

RVDs immer noch in der Lage sein diese Ziel-DNA-Sequenz zu binden. Im Gegensatz 

dazu erzielen diese Mutationen einen Cytosin zu Thymin Austausch in der TAL-2-Ziel-

DNA-Sequenz im antisense Strang (Abb. 2.4C). Da TAL-2 an diesen Positionen das 

hochgradig Cytosin-spezifische RVD HD enthält, sollte TAL-2 nicht mehr in der Lage 

sein diese mutierte Ziel-DNA-Sequenz zu binden und somit das Reportergen nicht 

aktivieren. Die Analyse dieses mutierten Reporterkonstruktes zeigte, dass TAL2 wie 

erwartet das mutierte Reporterkonstrukt trotz der G- zu A-Mutationen aktiviert (Abb. 

2.4C,D). Im Gegensatz dazu konnte TAL-2 dieses Reporterkonstrukt nicht mehr 

aktivieren, wodurch gezeigt wird, dass die Aktivität dieses TALEs tatsächlich auf die 

Bindung der reverse-orientierten Ziel-DNA-Sequenz im antisense-Strang zurück-

zuführen ist (Abb. 2.4C,D). Auffällig bei der Analyse der reverse-bindender TALEs 

war, dass speziell die downstream der TATA-Box gelegenen reverse TALEs aus 

Promotorbereich b und c das Reportergen nur gering oder gar nicht aktivieren (TAL-

AvrXa7, -3, -7, -81/-82, -9; Abb. 2.1B). Dies überrascht insofern, da für einige dieser 

TALEs der zugehörige forward-bindende TALE zu einer sehr effizienten Aktivierung 
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des Reportergens führt (Abb. 2.1B). Dies weist darauf hin, dass die Bindestellen in 

dieses Bereichen grundlegend zugänglich und nicht durch Wirtsproteine blockiert sein 

sollten und trifft vor allem für die Paarungen TAL8/-81/-82 und TAL9/-9 zu (Abb. 

2.1B). Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse erstmalig, dass TALEs mit 

natürlicher Aktivierungsdomäne im transienten System in N. benthamiana ein 

Reportergen ausgehend von verschiedensten Positionen im Promotor, sowie in reverse-

Orientierung aktivieren können. 

 

	
Abbildung 2.4 Analyse der TAL2-und TAL-2-Aktivität am 74bp-Fragment des Bs4-Promotors im 
transienten System 
A Zur Aktivitätsanalyse wurde die jeweilige TALE-box vor das 74bp-Fragment des Bs4-Promotors 
inseriert, dadurch sollten OsSWEET14 spezifische Promotoreigenschaften ausgeschlossen werden. B und 
C Zur Analyse wurden zwei Reporterkonstrukte erstellt. Das Reporterkonstrukt TAL2/-2-box enthielt ein 
21bp-Fragment mit den Bindestellen für beide TALEs. Das Reporterkonstrukt TAL2/-2mut-box enthielt 
das 21bp-Fragment in dem im sense-Strang Guanin zu Adenin mutiert wurde (rot markiert). TAL2 sollte 
mit Hilfe seiner Purin-spezifischen NN-RVDs in der Lage sein diese Mutation zu tolerieren. Dagegen 
führt diese Mutation zu einem Cytosin zu Thymin Austausch im antisense-Strang, wodurch TAL-2 nicht 
mehr binden kann. D 2 Tage nach Agrobacterium-vermittelter Expression der Konstrukte wurde die 
TAL2- bzw. TAL-2-abhängige Aktivierung des β-Glucuronidase Reportergens gemessen. Als Negativ- 
kontrolle diente ein vergleichbares Konstrukt, welches anstelle der TAL2/-2-box die Hax3-box enthält. 
Die Fehlerbalken kennzeichnen die Standardabweichung (n=3).  
	

2.5.3 Funktionsanalyse der OsSWEET14-TALEs im natürlichen Reis-System 

Es ist nicht auszuschließen, dass nach transienter Expression des OsSWEET14-

Promotors in N. benthamiana spezifische Charakteristika z.B. die Belegung mit 

Pflanzenproteinen nicht mit denen im natürlichen Reis-System vergleichbar sind. Daher 

sollten einige OsSWEET14-TALEs auch im natürlichen Xoo-Reis-System analysiert 

werden. Hierzu wurden die OsSWEET14-TALEs TAL14, 17, 11, 1/-1, 2/-2, 3/-3, 8/-82, 

10 sowie 18 ausgewählt (Abb. 2.5A) und jeweils in ein Plasmid inseriert, das eine 

konstitutive Expression des entsprechenden TALEs in Xanthomonas erlaubt. Diese 

Plasmide wurden in den nicht-virulenten Xoo-Stamm BAI3ΔtalC übertragen. Durch die 

Deletion des TALE-Gens talC fehlt diesem Stamm die Fähigkeit das Suszeptibiliätsgen 

OsSWEET14 zu aktivieren. Werden allerdings alternative OsSWEET14-TALEs in 

diesem Stamm exprimiert, können diese die Aktivierung von OsSWEET14 und damit 
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die Virulenz des Stammes wiederherstellen (Streubel, et al., 2013). Dies kann sowohl 

anhand von Virulenzphänotypen, als auch durch die Untersuchung des OsSWEET14 

Expressionslevels nachgewiesen werden. Um die Virulenz der jeweiligen Xoo-Stämme 

mit oder ohne OsSWEET14-TALEs zu analysieren, wurden diese mittels Spritze in die 

suszeptible Reislinie Nipponbare (Oryzae sativa ssp. japonica) inokuliert. Fünf Tage 

nach Inokulation wurden die Phänotypen ausgewertet und fotografiert. Als 

Positivkontrolle diente der Wildtypstamm BAI3. Er enthält talC, der das 

Suszeptibilitätsgen OsSWEET14 aktiviert und somit typische Virulenzsymptome 

auslöst, die als dunkelgrüne wässrige Läsionen rund um die Inokulationsstelle sichtbar 

sind (Abb. 2.5B). Der Stamm BAI3ΔtalC kann OsSWEET14 nicht aktivieren und ist 

somit nicht virulent. Wird talC auf einem Plasmid wieder in diesen Stamm transferiert, 

kann der Virulenzphänotyp in Form von wässrigen Läsionen wiederhergestellt werden 

(Abb. 2.5B). Die Übertragung der künstlichen TALEs TAL1/-1, 2/-2, sowie TAL8 

führte ebenfalls zur Wiederherstellung der Virulenzsymptome (Abb. 2.5B). 

Währenddessen konnten TAL14, 17, 11, 3/-3, 7/-7, -82, 10 oder 18 den 

Virulenzphänotyp von BAI3ΔtalC nicht wiederherstellen (Abb. 2.5B). Um zu 

untersuchen, ob der beobachtete Phänotyp der jeweiligen Xoo-Stämme tatsächlich mit 

der Expression von OsSWEET14 zusammenhängt, wurde diese mittels quantitativer RT-

PCR analysiert. Dazu wurden die jeweiligen Xoo-Stämme mittels Spritze in die 

suszeptible Reislinie Nipponbare inokuliert. 24h nach Inokulation wurde das 

Blattmaterial geerntet und zur Extraktion von Gesamt-RNA verwendet. Als Referenz 

wurde der Stamm BAI3ΔtalC mit einem Plasmid ohne TALE (ev) verwendet und die 

OsSWEET14-Transkriptmenge in den zu untersuchenden Proben als n-fach im 

Vergleich zu diesem Stamm berechnet. Übereinstimmend mit dem Virulenzphänotyp 

konnte für TAL2/-2 und 8 eine signifikante Erhöhung des OsSWEET14-Transkripts 

gemessen werden (Abb. 2.5C). Interessanterweise konnte auch für TAL10, der die 

Virulenz von BAI3ΔtalC nicht wiederherstellen konnte, eine signifikant erhöhte 

OsSWEET14-Expression, vergleichbar mit TAL8, gemessen werden (Abb. 2.5C). In 

Anbetracht dessen sollte dieser Stamm ebenfalls virulent sein. Auffällig bei der 

Auswertung der Virulenz-Phänotypen war jedoch, dass BAI3ΔtalC mit TAL10 fünf 

Tage nach Inokulation statt wässriger Läsionen, braune Läsionen hervorrief (Abb. 5.4). 

Dies könnte ein Hinweis auf eine Abwehrreaktion sein, die einen lokalen Zelltod zur 

Folge hat (Verdier, et al., 2012). Möglicherweise induziert TAL10 eine Abwehrreaktion 

z.B. durch die zufällige Aktivierung eines Resistenzgens. In diesem Fall wird 
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OsSWEET14 zwar aktiviert, die weitere Besiedlung der Reispflanze und damit die 

Bildung wässriger Läsionen wird jedoch durch die Abwehrreaktion verhindert. Für die 

anderen analysierten TALEs (TAL14, 3/-3, 7/-7, -82 und 18) konnte keine signifikant 

erhöhte OsSWEET14-Expression gemessen werden (Abb. 2.5C). Für TAL1/-1, 11 und 

17 muss die OsSWEET14-Transkriptmenge in zukünftigen Experimenten noch 

bestimmt werden. Im direkten Vergleich stimmen die Ergebnisse aus dem transienten β-

Glucuronidase Assay mit den Ergebnissen aus dem natürlichen Xoo-Reis-System, 

überein. Alle dafür ausgewählten TALEs, die schon im transienten System in N. 

benthamiana eine effiziente Reportergen Aktivierung zeigten (TAL1/-1, 2/-2, 8 und 10), 

konnten das Suszeptibilitätsgen auch im natürlichen Kontext aktivieren und so den 

Virulenzphänotyp eines nicht-virulenten Xoo-Stammes wiederherstellen. Im Gegensatz 

dazu waren TALEs, die im transienten System eine niedrige Aktivierung des 

Reportergens (im oben gezeigten Experiment zwischen 0 und 20%; Abb. 2.1B) 

hervorriefen, im natürlichen Xoo-Reis-System nicht in der Lage das Ziel-Gen zu 

aktivieren (TAL14, 3/-3, 7/-7 und-82; Abb. 2.5B,C). Diese TALEs sind im transienten 

System in N. benthamiana eventuell nur deshalb gering aktiv, weil die 

Gesamtkopienzahl der TALE- und vor allem Reporter-DNA pro Pflanzenzelle deutlich 

höher ist, als im natürlichen Kontext und so selbst bei ineffizienter TALE-Wirkung eine 

Reporteraktivierung gemessen werden kann. Für TAL11 und 17 kann noch keine 

eindeutige Aussage getroffen werden. Beide TALEs riefen im transienten System eine 

effiziente Aktivierung des Reportergens hervor, waren im natürlichen System jedoch 

nicht in der Lage den Virulenzphänotyp von BAI3ΔtalC wiederherzustellen. Dies 

könnte einerseits darin begründet sein, dass im natürlichen Reis-System die 

Bindestellen dieser TALEs durch Wirtsproteine blockiert sind, die im transienten 

System nicht vorhanden sind. Andererseits wäre es auch denkbar, dass beide TALEs 

zwar die Expression von OsSWEET14 aktivieren, aber durch eine Verschiebung des 

Transkriptionsstarts die 5´UTR der mRNA verlängert wird. Diese verlängerte 5´UTR 

beinhaltet speziell im Fall von TAL17 zusätzliche ATG Motive, sodass bei der 

Translation Proteine entstehen können, die durch Verschiebung des Leserahmens nicht 

funktional sind. Selbst bei Beibehaltung des Leserahmens kann ein verfrühter 

Translationsstart zur Fusion zusätzlicher Aminosäuren am N-Terminus führen und das 

Signal zur Membranintegration von OsSWEET14 blockieren. Dadurch würde das 

Protein seine Funktion als Transporter verlieren. Diese Fragestellung könnte durch die 
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Analyse der OsSWEET14-Transkriptmenge, sowie der Transkriptionsstarts in 

Anwesenheit von TAL11 oder TAL17 weiter aufgeklärt werden. 

 

 
Abbildung 2.5 Funktionsanalyse ausgewählter OsSWEET14-TALEs im natürlichen Xoo-Reis 
System 
A Schematische Übersicht über die Positionierung der verwendeten TALEs in den Bereichen a,b,c des 
OsSWEET14-Promotors. Die Position und Orientierung der künstlichen TALEs ist durch farbige Pfeile 
dargestellt. Die Position des ATG ist durch eine gestrichelte Linie gekennzeichnet. Die Abbildung ist 
nicht maßstabsgetreu. B Analyse der Virulenzphänotypen nach Inokulation verschiedener Xoo-Stämme. 
Die Xoo-Stämme BAI3, BAI3ΔtalC+ev, sowie BAI3ΔtalC mit natürlichen oder künstlichen TALEs 
wurden mittels Spritze und einer OD600 von 0,5 in die suszeptible Reislinie Nipponbare (Oryza sativa ssp 
japonica) inokuliert. Pro Stamm wurden je zwei Blätter mit je 4-6 Inokulationspunkten versehen. 5 Tage 
nach Inokulation wurden die Virulenzphänotypen, sichtbar als dunkelgrüne wässrige Läsionen (mit 
weißem Pfeil gekennzeichnet), um den Inokulationspunkt ausgewertet und fotografiert. Dargestellt sind 
jeweils repräsentative Ausschnitte der inokulierten Blätter. C Analyse des OsSWEET14 Expressionslevels 
mittels quantitativer RT-PCR. Die Xoo-Stämme wurden wie unter B beschrieben in die suszeptible 
Reislinie Nipponbare inokuliert. Pro Stamm wurde ein 5cm Bereich von je zwei Blättern inokuliert. 24h 
nach Inokulation wurde das Blattmaterial geerntet und zur Extraktion von Gesamt-RNA verwendet. Die 
Menge des OsSWEET14 Transkripts wurde nach cDNA Synthese mittels quantitativer PCR bestimmt 



Ergebnisse  

111	
	

(iQ5 Cycler von Biorad). Als Referenzgen wurde Aktin verwendet. Die Aktivierung des OsSWEET14 
Gens wurde als n-fach im Vergleich zu BAI3ΔtalC+ev berechnet und ist anhand einer logarithmischen 
Skala aufgetragen. Fehlerbalken repräsentieren die Standardabweichung von 3 unabhängigen 
biologischen Replikaten. Die signifikante Erhöhung der OsSWEET14 Transkriptmenge im Vergleich zu 
BAI3ΔtalC+ev wurde mit Hilfe des t-Tests (p≤ 0,05) berechnet und mit einem * markiert. 
 
2.5.4 Analyse des Einflusses von TALEs auf die Transkriptionsinitiation 

Die vorhergehenden Ergebnisse zeigen, dass TALEs effizient die Transkription eines 

Gens aktivieren können, selbst wenn deren Bindestellen an verschiedensten Positionen 

im Promotor und sogar reverse im Gegenstrang liegen. Vorhergehende Studien zeigten, 

dass der Transkriptionsstart eines Gens TALE-abhängig verändert wird und in den 

betrachteten Fällen ca. 40-60 bp downstream der TALE-Bindestelle liegt (Kay, et al., 

2007; Römer, et al., 2009; Antony, et al., 2010). Allerdings enthielten die dabei 

analysierten TALE-Bindestellen die TATA-Box. Die TATA-Box dirigiert den 

Transkriptionsstart, sodass dieser ca. 25 bis 30 Nukleotide downstream liegt (Gannon, 

et al., 1979; Thomas & Chiang 2006). Daher ist nicht auszuschließen, dass die 

Verschiebung des Transkriptionsstarts im Vergleich zum natürlichen Transkriptionsstart 

lediglich mit der Blockierung der TATA-Box durch den TALE zusammenhängt. 

Weiterhin zeigte eine Studie anhand eines künstlichen Promotors in dem mehrere 

TALE-Bindestellen kombiniert wurden, dass die Mehrheit der analysierten TALEs 

unabhängig von ihrer Position den natürlichen Transkriptionsstart ca. 27bp downstream 

der TATA-Box zur Folge hat (Hummel, et al., 2012). Allerdings enthielt dieser 

Promotor durch die Insertion mehrerer TALE-Bindestellen auch mehrere TATA-

Elemente. Daher ist es möglich, dass zur Transkriptionsinitiation an diesem Promotor 

möglicherweise immer die dem ATG am nächsten gelegene TATA-Box verwendet 

wird. Mit Hilfe der im Rahmen dieser Arbeit erstellten OsSWEET14-TALEs können 

nun systematisch die Transkriptionsstarts in Anwesenheit verschieden positionierter 

TALEs analysiert werden, ohne dabei wichtige Promotorelemente zu verschieben oder 

zu inserieren. Interessant sind in diesem Zusammenhang vor allem die reverse-

bindenden TALEs deren AD im Vergleich zu den forward-bindenden TALEs 

entgegengesetzt positioniert ist. Die Transkriptionsstartpunkte am OsSWEET14-

Promotor wurden anhand des vorher bereits beschriebenen Reporterkonstruktes (1kb 

OsSWEET14-Promotor fusioniert an uidA; Abb. 2.1A) im N. benthamiana System 

mittels 5´RACE analysiert (Abb. 2.6A-D). Dazu wurden die TALEs TAL11, 1/-1, 2/-2, 

3/-3, 9 und 10 ausgewählt und zusammen mit dem Reporterkonstrukt über 

Agrobacterium in N. benthamiana ko-transferiert (Abb. 2.6A). 24h nach Inokulation 

wurde das Blattmaterial geerntet und zur Extraktion von Gesamt-RNA verwendet. Nach 
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cDNA Synthese, wurden die zu analysierenden Transkripte mit Hilfe eines 

Reportergen-spezifischen Primers amplifiziert, zur weiteren Analyse in einen Vektor 

inseriert und anschließend bis zu 20 der erhaltenen Klone sequenziert.  

Um zu überprüfen, ob die in N. benthamiana erhaltenen Transkriptionsstarts, mit denen 

im Reis-System vergleichbar sind, wurde zu Beginn der Transkriptionsstart am 

OsSWEET14-Promotor in Anwesenheit von AvrXa7 bestimmt, da dieser aus 

vorhergehenden Studien in Reis bereits bekannt war (Antony, et al., 2010). Wie 

Abbildung 2.6B zeigt, stimmt der für AvrXa7 im transienten System bestimmte 

Transkriptionsstart, mit dem aus dem natürlichen Reis-System bekannten Start überein. 

Das transiente System in N. benthamiana kann somit zur weiteren Analyse der 

Transkriptionsstartpunkte verwendet werden. Der natürliche, TALE-unabhängige 

Startpunkt am OsSWEET14-Promotor konnte im transienten System nicht überprüft 

werden, da das verwendete Reporterkonstrukt keine Basalaktivität besitzt. Die 

ermittelten Transkriptionsstarts in Anwesenheit ausgewählter TALEs sind in Abbildung 

2.6B-D dargestellt. Der natürliche in Reis bestimmte Transkriptionsstart am 

OsSWEET14-Promotor ist mit einem roten A gekennzeichnet (Antony, et al., 2010; 

Abb. 2.6B). Das erste Nukleotid der ermittelten Transkriptionsstartpunkte ist in schwarz 

bzw. wenn es mit dem natürlichen Transkriptionsstartpunkt übereinstimmt, in rot 

angegeben. Zu beachten ist dabei, dass die Abstände der ermittelten Transkriptionsstarts 

zum 3´-Ende der Bindestellen für forward-TALEs bzw. zum 5´-Ende der Bindestellen 

für reverse-TALEs angegeben sind. Zuerst wurden die Transkriptionsstartpunkte für die 

künstlichen TALEs TAL3/-3, 9 und 10 aus Promotorfragment c bestimmt (Abb. 2.6C). 

Es konnte eine Verschiebung des Transkriptionsstarts am OsSWEET14 Promotor in 

Anwesenheit der verschieden positionierten TALEs beobachtet werden. Die Mehrheit 

der Transkriptionsstarts lag bei allen vier analysierten TALEs zwischen 40 und 60bp 

downstream der Bindestelle. Dies entspricht einer Verschiebung des Transkriptions-

starts, die mit Daten früherer Analysen übereinstimmt (Kay, et al., 2007; Römer, et al., 

2009; Antony, et al., 2010). Interessanterweise stimmt auch die Mehrheit der 

Transkriptionsstarts in Anwesenheit von TAL3 bzw. TAL-3 überein, obwohl im Fall 

von TAL-3 die AD entgegengesetzt und somit an einer anderen Stelle im Promotor 

positioniert ist. Zusätzlich wurden für TAL-3 allerdings auch Transkriptionsstarts 

ermittelt, die mit 117 bzw. 138bp wesentlich weiter von der TALE-Bindestelle entfernt 

liegen. Anschließend wurden die Transkriptionsstartpunkte für die TALEs TAL11, 1/-1 

und 2/-2 aus Promotorfragment a und b bestimmt (Abb. 2.6D). Hier ergab sich ein 
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weniger eindeutiges Bild. Für TAL2 und -2 wurden jeweils Startpunkte ermittelt, die 

40-60bp downstream der TALE Ziel-DNA-Sequenz und damit überwiegend 3bp vor 

oder am natürlichen Transkriptionsstart liegen. Obwohl deren Bindestellen weiter 

upstream liegen wurden für TAL1 und -1 vergleichbare Startpunkte ermittelt, die 

ebenfalls entweder 3bp vor oder direkt am natürlichen Start liegen. Möglicherweise 

werden die Transkriptionsstarts in Anwesenheit von TALEs, die in einem bestimmten 

Bereich upstream der TATA-Box binden durch die TATA-Box dirigiert und sind somit 

unabhängig von der Position der TALE-Bindestelle. Die Mehrheit der für TAL11 

bestimmten Startpunkte wiederum, liegt ca. 40-60bp downstream der TALE Ziel-DNA-

Sequenz und wird somit vermutlich durch die Position des TALEs dirigiert (Abb. 2.6D). 

Zusätzlich dazu wurden für TAL11 Transkriptionsstarts ermittelt, die erneut 3bp vor 

dem natürlichen Startpunkt liegen. Dies deutet daraufhin, dass hier möglicherweise 

beide Effekte (die Position des TALEs und die Position der TATA-Box) den 

Transkriptionsstart beeinflussen. Um eine umfassendere Übersicht zu erhalten ist es 

notwendig weitere Transkriptionsstarts für TAL11, sowie Startpunkte für andere 

TALEs aus Promotorfragment a z.B. TAL17 oder 14 zu bestimmen. Zusammenfassend 

lässt sich jedoch vermerken, dass für die meisten TALEs individuelle 

Transkriptionsinitiationspunkte ermittelt werden konnten, die mit Daten früherer 

Publikationen übereinstimmen. Interessanterweise sind die ermittelten Startpunkte für 

forward- und reverse-bindende TALE-Paare (TAL1/-1, 2/-2 und 3/-3) oft vergleichbar, 

obwohl die AD, die als Plattform für die Bildung des Initiationskomplex dienen sollte, 

entgegengesetzt positioniert ist. Es ist jedoch möglich, dass es sich bei der Mehrheit der 

für TAL2/-2, sowie TAL1/-1 ermittelten Startpunkte um den TALE-unabhängigen, 

TATA-Box-dirigierten Startpunkt handelt, der aus Studien in Reis nur 3bp downstream 

liegt. Weiterführende Studien sollten daher in Reis nach natürlicher Infektion mit 

Xanthomonas durchgeführt werden, sodass TALE-abhängige Startpunkte besser mit 

dem natürlichen Startpunkt für OsSWEET14 verglichen werden können. 
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Abbildung 2.6 Transkriptionsstartpunkte in Anwesenheit verschiedener TALEs in N. benthamiana 
A Übersicht über die verwendeten TALEs aus den verschiedenen Promotorabschnitten des 
Reporterkonstruktes. Die Lage und Orientierung der TALEs ist mit Pfeilen angegeben. Die Lage des 
verwendeten 5´RACE Primers ist ebenfalls gekennzeichnet. Die Abbildung ist nicht maßstabsgetreu B 
Die Abstände der ermittelten Startpunkte zur TALE Bindestelle sind in bp angegeben. Der natürliche aus 
Reis bekannte Startpunkt am OsSWEET14-Promotor ist mit einem roten A gekennzeichnet, der 
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Startpunkt in Anwesenheit von AvrXa7 ist mit einem grauem G gekennzeichnet. Die im Rahmen dieser 
Arbeit ermittelten Startpunkte in Anwesenheit von AvrXa7 sind durch graue Linien markiert. Das jeweils 
erste Nukleotid der ermittelten Startpunkte ist ebenfalls angegeben. C Ermittelte Startpunkte in 
Anwesenheit der TALEs downstream der TATA-Box (im Promotorbereich c) D Ermittelte Startpunkte in 
Anwesenheit der TALEs upstream der TATA-Box (Promotorbereich a,b). 
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3 Diskussion 
3.1 Der erste Ralstonia-Code: Vorhersage einer Ziel-DNA-Sequenz für Brg11 

Im Rahmen der Publikation 1 wurden erstmals die Spezifitäten für RVDs bestimmt, die 

auch in TALE-Homologen z.B. Brg11 aus R. solanacearum zu finden sind (Cunnac, et 

al., 2004; Heuer, et al., 2007). Mit Hilfe dieser neuen RVD-Spezifitäten konnten nun 

zum ersten Mal anhand der Brg11-RVD-Abfolge mögliche Ziel-DNA-Sequenzen 

vorhergesagt werden (Streubel 2011; Streubel et al., 2012). Im Rahmen meiner 

Diplomarbeit wurde analysiert ob die vorhergesagten Ziel-DNA-Sequenzen durch die 

Brg11-repeat-Region gebunden werden. Dazu wurden verschiedene Reporterkonstrukte 

erstellt, die sich hauptsächlich in dem für den RVD HN abgeleiteten Ziel-Nukleotid 

(ausschließlich Adenin oder ausschließlich Guanin bzw. beide im Wechsel) sowie in der 

Identität des initialen Nukleotids, welches der Ziel-DNA-Sequenz vorangestellt ist, 

unterschieden (A, C, G oder T; Boch, et al., 2009; Römer, et al., 2009; Streubel 2011). 

Diese Ziel-DNA-Sequenzen wurden an das 74bp-Fragment des Bs4-Promotors 

fusioniert und vor das promotorlose uidA-Reportergen inseriert. Die Analyse ergab 

jedoch, dass Brg11 nicht in der Lage war eines der Reporterkonstrukte zu aktivieren 

(Streubel 2011). In nachfolgenden Studien, die ebenfalls anhand des Ralstonia TALE-

like (RTL) Proteins Brg11 durchgeführt wurden, konnten die in Publikation 1 

ermittelten Spezifitäten jedoch bestätigt und damit die Aktivität von Brg11 anhand eines 

Reporterkonstruktes gezeigt werden (de Lange, et al., 2013). Zusätzlich konnte für 

Brg11 die Notwendigkeit eines initialen Guanins anstatt des für Xanthomonas-TALEs 

üblichen Thymins vor der eigentlichen Ziel-DNA-Sequenz beschreiben werden (de 

Lange, et al., 2013). Aus diesen Ergebnissen können mögliche Gründe abgeleitet 

werden, die erklären warum Brg11 die im Rahmen meiner Diplomarbeit verwendeten 

Reporterkonstrukte nicht aktivierte. Durch die Notwendigkeit des initialen Guanins kam 

nur eines der verwendeten Reporterkonstrukte (Box1G, mit initialem Guanin) als Ziel-

DNA-Sequenz für Brg11 in Frage (Abb. 3.1). Trotzdem war Brg11 in diesen Studien 

nicht in der Lage dieses Reporterkonstrukt zu aktivieren. Möglicherweise ist die 

fehlende Brg11-Aktivität darin begründet, dass im Box1G-Reporterkonstrukt für den 

RVD HN ausschließlich Adenin als Ziel-Nukleotid gewählt wurde (Abb. 3.1). Wie für 

den RVD NN bereits bekannt, ist Asparagin an Position 13 in Kombination mit dem 

Ziel-Nukleotid Adenin ein schwaches RVD (s. Abschnitt 3.4). Daher wäre es denkbar, 

dass die Häufung der schwachen HN-Adenin-Kombinationen zusammen mit weiteren 

schwachen Interaktionen (NK-G; NG-T) besonders im N-terminalen Bereich der Brg11 
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repeat-Region die Gesamtaktivität von Brg11 reduziert (Abb. 3.1). Ein weiterer 

Unterschied der in beiden Studien verwendeten Reporterkonstrukte ist an Position 1 (G 

vs. A) der Ziel-DNA-Sequenz zu finden, die durch den RVD NT gebunden wird (Abb. 

3.1). Da jedoch in beiden Studien die Spezifität von NT für A und G gezeigt wurde, 

sollte dieser Unterschied keinen Einfluss auf die Bindung des TALEs haben (Streubel 

2011; Streubel et al., 2012; de Lange, et al., 2013). Weiterhin unterscheiden sich die 

beiden Reporterkonstrukte im verwendeten Promotor (Bs4 vs. Bs3; Abb. 3.1). 

Allerdings konnte bereits für beide Promotorfragmente gezeigt werden, dass sie TALE-

abhängig aktivierbar sind, daher sollte auch dieser Unterschied keinen Einfluss auf die 

Brg11 Aktivität ausüben (Boch, et al., 2009; Römer, et al., 2007, Römer, et al., 2009).  

Dennoch kann zusammenfassend gesagt werden, dass anhand der in Publikation 1 

bestimmten RVD-Spezifitäten bereits erstmals eine Ziel-DNA-Sequenz für den 

Ralstonia-TALE Brg11 vorhergesagt wurde, die in nachfolgenden Studien bestätigt 

werden konnte. Dies bildet den Ausgangspunkt um in zukünftigen Studien die Rolle der 

RTLs und deren Ziel-Gene für die Virulenz von R. solanacearum genauer zu 

untersuchen. 

 

 
 
Abbildung 3.1 Vergleich der in meiner Diplomarbeit und de Lange et al., 2013 verwendeten Brg11 
Reporterkonstrukte 
A Dargestellt ist die RVD-Abfolge der in meiner Diplomarbeit angenommenen repeat-Region von Brg11 
mit 17,5 repeats. Die letzten zwei repeats IS und I* sind weniger hoch konserviert (Streubel 2011; 
Streubel et al., 2013; de Lange et al., 2013). Da bisher unklar ist ob diese repeats an der Bindung 
teilnehmen wurden mögliche Zielnukleotide im Reporterkonstrukt angepasst. Darunter ist das 
Reporterkonstrukt Box1G dargestellt. Unterschiede zur Ziel-DNA-Sequenz des in B verwendeten 
Reporterkonstrukts sind rot markiert. B Dargestellt ist die RVD-Abfolge der in de Lange 2013 
angenommenen repeat-Region von Brg11, die zwei repeats weniger enthält als in A. Da bisher unklar ist 
ob der weniger konservierte repeat IS an der DNA-Bindung teilnimmt wurde zusätzlich das IS-Ziel-
Nukleotid an Position 17 in die Ziel-DNA-Sequenz inseriert. Das in dieser Studie verwendete 
Reporterkonstrukt konnte Brg11-abhängig aktiviert werden. 
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3.2 NH - ein neues Guanin-spezifisches RVD 

Interessanterweise konnten unter den in Publikation 1 analysierten RVDs auch vier 

Guanin-spezifische RVDs identifiziert werden (NK, NH, SN, SH). Für die Erstellung 

künstlicher TALEs wurde zuvor der RVD NN zur Bindung an Guanin verwendet. NN 

bindet jedoch neben Guanin auch Adenin (Boch, et al., 2009; Moscou & Bogdanove 

2009, Deng et al., 2014). Deshalb könnte durch die Verwendung des NN RVD die off-

target Rate für TALE-basierte Modifikationsenzyme im entsprechenden Ziel-Genom 

erhöht werden. Die Entdeckung eines neuen RVDs, das ausschließlich Guanin-

spezifisch ist, könnte somit die Spezifität solcher TALE-Derivate im Ziel-Genom 

signifikant verbessern. NK wurde bereits 2010 von Morbitzer et al., als Guanin-

spezifisch beschrieben (Morbitzer, et al., 2010). Allerdings konnte in Publikation 1 

gezeigt werden, dass NK ein schwacher RVD ist, welcher besonders in Kombination 

mit anderen schwachen RVDs (z.B. NI, NG) die Gesamtaktivität eines TALEs 

signifikant verringern kann (s. Abschnitt 3.4). Da aber für die biotechnologische 

Anwendung hochspezifische und hocheffiziente TALE-Derivate benötigt werden, sollte 

NK nur in TALEs verwendet werden, die zusätzlich eine gewisse Anzahl gleichmäßig 

positionierter starker RVDs in der repeat-Region aufweisen (Streubel, et al., 2012). SN 

und SH sind ebenfalls schwache RVDs und damit nicht zur Erstellung effizienter 

TALE-Derivate geeignet (Streubel et al., 2013). Zudem ist mittlerweile bekannt, dass 

lediglich die zweite Aminosäure im RVD die Nukleotid Spezifität bestimmt, sodass für 

SN davon ausgegangen werden kann, dass er vergleichbar zu NN ebenfalls Adenin und 

Guanin binden kann (Deng, et al., 2012a; Mak, et al., 2012). Im Gegensatz dazu erwies 

sich der erstmals in Publikation 1 beschriebene RVD-Typ NH als vielversprechende 

Alternative zu NN. Anhand der in Publikation 1 beschriebenen Ergebnisse ist NH ein 

intermediär-starker RVD, der wesentlich Guanin-spezifischer als NN ist und die 

Gesamtaktivität des TALEs positiv beeinflusst (Streubel, et al., 2012). Anhand von 

TALE-Aktivatoren und TALE-Nukleasen bestätigten nachfolgende Studien die in 

Publikation 1 beschriebene höhere Guanin-Spezifität von NH im Vergleich zu NN und 

die höhere Effizienz von NH im Vergleich zu NK (Cong et al., 2012). Daher wurde der 

erstmals in Publikation 1 beschriebene RVD NH als neues hochspezifisches RVD zur 

Bindung von Guanin in das Basis-Repertoire zur Erstellung künstlicher TALE-Derivate 

aufgenommen (Booher & Bogdanove 2014; Richter, et al., 2014; Yang, et al., 2014).  
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3.3 Der RVD N* ermöglicht TALEs methylierte Ziel-DNA-Sequenzen zu binden 

In Publikation 1 konnte die für den RVD N* vorhergesagte Spezifität (für Cytosin und 

Thymin) nun erstmals experimentell bestätigt werden (Moscou & Bogdanove 2009; 

Streubel, et al., 2012). Die ermittelte Spezifität von N* für Pyrimidine wies auf die 

Möglichkeit hin, dass N* zusätzlich methylierte Cytosine erkennen könnte. Diese 

erlauben, ähnlich zu Thymin, die Ausbildung von van-der-Waals-Interaktionen (mit 

Glycin an Position 14 im repeat) in der TALE-DNA Interaktionsfläche (Deng, et al., 

2012b; Valton, et al., 2012). Eine solche Erkennung methylierter Cytosine konnte für 

N* sowie auch H* und NG anschließend gezeigt werden (Deng, et al., 2012b; Valton, et 

al., 2012). Diese Eigenschaft ist besonders daher interessant, da TALEs mit einem HD-

RVD an der betreffenden Position, methylierte Cytosine in der Ziel-DNA-Sequenz nicht 

binden können (Deng, et al., 2012b; Valton, et al., 2012). Besonders bei unbekanntem 

Methylierungsstatus ist die Verwendung von N*-RVDs statt HD-RVDs (spezifisch für 

Cytosin) oder NG-RVDs (spezifisch für Thymin und methyliertes Cytosin) vorteilhaft, 

da diese neben methylierten Cytosinen auch unmethylierte Cytosine erkennen.  

RVDs die methylierte Cytosine erkennen, können eingesetzt werden, um einerseits die 

Sensitivität von TALEs gegenüber potentiell methylierten Sequenzen zu umgehen und 

andererseits den Methylierungsstatus einzelner Cytosine zu analysieren. (Bultmann, et 

al., 2012; Deng, et al., 2012b; Valton, et al., 2012; Kubik, et al., 2014, Kubik & 

Summerer 2015). 

 

3.4 Effizienz - eine neue Eigenschaft für TALE-RVDs 

Der TALE "ein-RVD-bindet-ein-Nukleotid"-Code ist einfach und geradlinig. Im 

Rahmen der Publikation 1 wurde jedoch erstmals ein Phänomen beschrieben, dass dem 

TALE-RVD-Code zusätzliche Komplexität verleiht. Dabei konnte ein Einfluss der 

RVD-Komposition auf die Gesamtaktivität des TALEs gezeigt werden, der aus 

vorhergehenden Studien nicht erkennbar war. Besonders TALEs die eine bestimmte 

Anzahl von beispielsweise NI, NG oder NK RVDs in Folge enthielten oder 

ausschließlich aus einer Mischung dieser RVDs zusammengesetzt waren, erzielten 

lediglich eine sehr geringe oder sogar gar keine Aktivierung des zugehörigen Reporters 

(Streubel, et al., 2012). Erst die Integration von HD oder NN und in den meisten Fällen 

auch NH RVDs, konnte die Aktivität dieser TALEs wiederherstellen. Dies ließ erstmals 

vermuten, dass RVDs unterschiedlich effizient sind und die Gesamtaktivität eines 

TALEs somit auf der ausgewogenen Kombination starker (HD und NN), intermediär 



 Diskussion 
 

120	
	

starker (NH) oder schwacher (NI, NG, NK) RVDs beruht. Diese neue RVD-Eigenschaft 

(Effizienz) war unerwartet und wurde erstmals in Publikation 1 beschrieben. 

Nachfolgende Studien konnten den Effekt der RVD-Effizienz beispielsweise im 

Vergleich verschiedener Guanin-spezifischer RVDs (NN, NK, HN und NH) anhand von 

TALE-Nukleasen oder TALE-Aktivatoren im humanen System bzw. in Zebrafisch 

ebenfalls beobachten (Huang, et al., 2011; Christian, et al., 2012; Cong, et al., 2012; 

Meckler, et al., 2013; Yang, et al., 2014). In Übereinstimmung mit den Daten aus 

Publikation 1, beschrieben diese Studien ebenfalls, dass NK im Vergleich zu HN und 

NN zwar spezifischer für Guanin ist, jedoch zu einer geringeren Gesamtaktivität des 

TALEs führt (Christian, et al., 2012; Cong, et al., 2012; Meckler, et al., 2013; Yang, et 

al., 2014). Im Gegensatz dazu erzielen die RVDs HN, NN und NH eine hohe TALE-

Gesamtaktivität, wobei NH die höchste Guanin-Spezifität aufweist (Christian, et al., 

2012; Cong, et al., 2012; Meckler, et al., 2013; Yang, et al., 2014). Anhand verfügbarer 

Strukturdaten, die die Interaktion von TALEs mit der Ziel-DNA zeigen, können nicht 

nur Einblicke in die Grundlagen der RVD-vermittelten DNA-Spezifität gewonnen 

werden, sondern auch mögliche Erklärungen für die in Publikation 1 beschriebene neue 

RVD-Eigenschaft, die Effizienz, abgeleitet werden. Dabei zeigt sich, dass die 

unterschiedliche Effizienz von RVDs vermutlich in der Interaktion der 13. Aminosäure 

mit dem Ziel-Nukleotid begründet ist (Deng, et al., 2012a; Mak, et al., 2012; Deng, et 

al., 2014). Die hohe Effizienz der starken RVDs geht meist mit der Ausbildung von 

stabilisierenden Wasserstoffbrücken zwischen RVD (z.B. NN, NH, HD) und Ziel-

Nukleotid einher, wogegen diese in der Interaktion zwischen schwachen RVDs und 

dem Ziel-Nukleotid häufig fehlen (Deng, et al., 2012a; Mak, et al., 2012; Deng, et al., 

2014). Beispielsweise bildet die Aminosäure Aspartat im starken RVD HD 

ausschließlich mit der Aminogruppe des Cytosin eine stabilisierende 

Wasserstoffbrücke, wodurch dieses Nukleotid in der Ziel-DNA-Sequenz gegenüber 

allen anderen Nukleotiden favorisiert wird (Deng, et al., 2012a; Wicky, et al., 2013; 

Deng, et al., 2014). Asparagin an Position 13 (z.B. im RVD NN) bildet stabilisierende 

Wasserstoffbrücken zum O6 oder N7 von Guanin bzw. ausschließlich zum N7 von 

Adenin (Deng, et al., 2014). Das O6 des Guanin weist eine negativere Ladung auf 

weshalb diese Wasserstoffbrückenbindung zu Asparagin vermutlich stärker ist als die 

Wasserstoffbrückenbindung die von Asparagin zum N7 von Adenin ausgebildet wird 

(Deng, et al., 2014). Dies könnte auch die Beobachtung erklären, dass NN nur in 

Kombination mit Guanin und nicht mit Adenin in der Ziel-DNA-Sequenz ein starker 
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RVD ist (Streubel, et al., 2012). Die hohe Spezifität von NH für Guanin ist vermutlich 

darin begründet, dass der Imidazol-Ring von Histidin ausschließlich zum N7 von 

Guanin eine Wasserstoffbrücke ausbildet, wodurch außerdem die hohe Effizienz dieser 

Interaktion erklärt werden kann (Deng, et al., 2014). Im Gegensatz zu NN bildet NH 

keine Wasserstoffbrücke zu Adenin aus (Deng, et al., 2014). Diese Unterschiede in der 

Interaktion von NH mit A und G im Vergleich zu NN mit A und G erklären die hohe 

Guanin-Spezifität von NH. Der RVD NK ist ein Ausnahmefall. NK ist zwar ebenfalls in 

der Lage eine Wasserstoffbrücke zum O6 von Guanin auszubilden, wodurch dessen 

Spezifität erklärt wird (Deng, et al., 2014). Allerdings fügt sich die lange Seitenkette 

des Lysin vermutlich nicht perfekt in die RVD-DNA Schnittstelle ein und wirkt dort 

eher störend (Deng, et al., 2012a; Wicky, et al., 2013; Deng, et al., 2014). Daraus 

resultierend können zu viele solcher störenden RVDs die Gesamtaktivität des TALEs 

verringern, wodurch die geringe Effizienz dieses RVD erklärt werden könnte. Die 

geringe Effizienz der RVDs NI und NG dagegen, könnte darin begründet sein, dass 

beide RVDs keine stabilisierenden Wasserstoffbrücken zum Ziel-Nukleotid ausbilden 

(Deng, et al., 2012a; Mak, et al., 2012; Wicky, et al., 2013; Deng, et al., 2014). 

Beispielsweise scheint die Spezifität von Isoleucin an Position 13 eher darauf zu 

beruhen, dass im Vergleich zu Cytosin, Thymin und Guanin nur in Kombination mit 

Adenin keine sterischen Kollisionen auftreten, wodurch dieses Nukleotid toleriert wird 

(Wicky, et al., 2013; Deng, et al., 2014). Die Spezifität von NG für Thymin ist darin 

begründet, dass an Position 13 nur Aminosäuren mit einer kleinen Seitenkette (z.B. 

Glycin in NG) oder RVDs mit fehlender 13. Aminosäure (z.B. N*) die Methylgruppe 

des Thymins tolerieren können (Deng, et al., 2012a, Deng, et al., 2014). Da allerdings 

auch in diesen Interaktionen keine Wasserstoffbrücken sondern nur van-der-Waals-

Interaktionen zu Thymin ausgebildet werden ist der Beitrag dieser RVDs zur 

Gesamtaktivität eher schwach (Mak, et al., 2012; Deng, et al., 2014).  

NG ist der bisher einzige RVD für den in einer nachfolgenden Studie widersprüchliche 

Ergebnisse beschrieben wurden. Darin wurde im Vergleich zur in Publikation 1 

beschriebenen schwachen Aktivität, NG als der am stärksten bindende RVD definiert 

(Meckler, et al., 2013). In dieser Studie wurde die DNA-Bindung verschiedener 

künstlicher TALEs mit 17,5 repeats analysiert. Das Grundgerüst dieser TALEs enthielt 

an jeder zweiten RVD-Position (P2, P4, P6 usw. bis P16) entweder NI, NG, NK oder 

HD. Insgesamt kam somit jedes Grundgerüst-RVD zweimal in der repeat-Region vor. 

Ausgehend von diesem Grundgerüst wurden drei Sets erstellt, in denen die Abfolge der 
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Grundgerüst RVDs verändert wurde (z.B. der Grundgerüst RVD HD: in Set1 auf P4 

und P16, in Set2 auf P6 und P12). Anschließend wurden alle verbliebenen "Gast"-

Positionen (P1, P3, P5 usw. bis P17,5) durch ausschließlich HD, NG, NI, NK oder NN 

RVDs besetzt. Zu allen verwendeten künstlichen TALEs wurden perfekt passende Ziel-

DNA-Sequenzen abgeleitet und die Bindung der TALEs an die jeweils passende Ziel-

Sequenz mittels in vitro DNA-Bindungsstudien (electrophoretic mobility shift assay) 

analysiert. Anhand der erhaltenen Signal-Stärke des TALE-DNA-Komplexes auf einem 

Röntgenfilm, wurden anschließend Dissoziationskonstanten für jeden TALE berechnet. 

Aus den erhaltenen Dissoziationskonstanten wurde der "relative" Beitrag verschiedener 

RVDs zur Bindung an die perfekte DNA-Sequenz bewertet und NG dabei als bester 

DNA-bindender RVD definiert ( NG (1) > NN (0,18) ~ HD (0,16)>>NI (0,0016) > NK 

(0,00016) ; Meckler, et al., 2013). Da jedoch bekannt ist, dass NG keine stabilisierenden 

Wasserstoffbrücken zu Thymin in der Ziel-DNA-Sequenz ausbildet ist unklar worauf 

diese hohe Bindung beruht (Deng, et al., 2012a; Mak, et al., 2012; Deng, et al., 2014). 

Eine mögliche Hypothese wäre, dass NG die Gesamt-DNA-Bindung des TALEs am 

wenigsten stört. Geht man davon aus, dass sich die Bindung eines TALEs an der 

perfekten Ziel-DNA-Sequenz aus der Bindung des N-Terminus (Gao, et al., 2012), des 

repeat-Rückgrats (Aminosäuren G14, G15, K16, Q17 im repeat; Wicky, et al., 2013; 

Deng, et al., 2014) und den stabilisierenden positiven Interaktionen des RVDs mit dem 

Zielnukleotid z.B. durch Wasserstoffbrücken ergibt (Deng, et al., 2012a; Mak, et al., 

2012; Deng, et al., 2014), dann sollte der generelle Beitrag von NG zur Bindung sehr 

gering sein, da es keine Wasserstoffbrückenbindungen zu Thymin ausbildet. Allerdings 

fügt sich das im Verhältnis zu anderen Aminosäuren relativ kleine Glycin an Position 

13 gut in die RVD-DNA-Schnittstelle ein. Dies könnte Spannungen vermeiden, sodass 

die Gesamt-Bindung nicht negativ beeinflusst wird. Zusätzlich wird die DNA durch die 

fehlenden stabilisierenden Bindungen eventuell nicht zu fest bzw. zu starr zum TALE 

herangezogen, sondern lokal an den Positionen der NG-RVDs "locker" gehalten. 

Dadurch könnten möglicherweise benachbarten störenden Einflüssen z.B. die von Lysin 

im RVD NK mehr Raum geboten werden und somit ausgeglichen werden. Dadurch 

verhilft NG dem TALE Spannungen zu verhindern und so seine hohe Bindungsaffinität 

beizubehalten. Die in diesem Fall gemessene hohe DNA-Gesamtaffinität ist also nicht 

auf die starke Bindung von NG an die DNA, sondern vielmehr auf den großen Beitrag 

der anderen Faktoren zurückzuführen (z.B. den Wasserstoffbrücken zwischen HD und 

Cytosin im Grundgerüst) der nicht durch NG gestört wird. Die TALEs mit den "Gast"-
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RVDs NN und HD zeigen eine ähnliche im Vergleich zu NG ca. um Faktor 10 

verringerte Gesamt-Affinität zur perfekt passenden Ziel-DNA-Sequenz (Meckler, et al., 

2013). Dies könnte einerseits darauf beruhen, dass HD und NN zwar durch die 

Ausbildung von Wasserstoffbrücken zur generellen DNA-Bindung beitragen, allerdings 

könnten vor allem im Fall des negativ geladenen Aspartats zu viele HD-RVDs in Folge 

zu Spannungen in der TALE-Bindung an die ebenfalls negativ geladene DNA führen. 

Dadurch könnte die Gesamtbindung reduziert werden. Andererseits könnte die starke 

Bindung von HD auch zu einer zu starren TALE-Konformation führen, die sich dann 

negativ auf die Gesamtbindung und vermutlich daraus resultierend auch auf die 

Gesamtaktivität auswirken könnte. Ein ähnlicher Effekt konnte auch für die TALE-

abhängige Genaktivierung in Publikation 1 beobachtet werden. Dabei reduzierte die 

steigende Anzahl von HD-RVDs in TALEs mit bestimmter RVD-Komposition auch die 

Gesamtaktivität des TALEs (Streubel et al., 2012). Die "Gast"-RVDs NI bzw. NK 

zeigen die geringste Gesamt-Affinität (Faktor 100 bzw. 1000; Meckler, et al., 2013). NI 

kann ebenfalls keine Wasserstoffbrücken zu Adenin ausbilden. Im Gegensatz zu NG 

könnte das Isoleucin an Position 13 jedoch erneut Spannungen erzeugen, die 

möglicherweise die Gesamt-Bindung des TALEs reduzieren (Deng, et al., 2014). NK 

wirkt wie bereits beschrieben vermutlich störend, wodurch die Gesamt-Bindung 

signifikant verringert wird. Interessanterweise spiegelt sich die in Meckler et al., 2013 

beschriebene hohe Bindungsaffinität der NG-TALEs nicht in der Aktivierung des 

Reportergens wieder. Besonders beim Vergleich der drei verwendeten TALE Sets wird 

deutlich, dass die Aktivität der NG-"Gast"-RVD-TALEs lediglich mit der Position der 

starken HD RVDs im Grundgerüst zusammenhängt. In Set1 und Set2 sind die zwei 

Grundgerüst-HD-RVDs relativ gleichmäßig in der repeat-Region verteilt, sodass weder 

am Ende noch am Beginn der repeat-Region zu viele schwache RVDs in Folge 

auftreten (Streubel, et al., 2013). Daher weisen beide Sets eine hohe, sogar mit HD-

"Gast"-RVD-TALEs vergleichbare Aktivität auf (Meckler, et al., 2013). In Set3 wird 

die Position der zwei Grundgerüst-HD-RVDs jedoch auf P2 und P8 verschoben, sodass 

bis zum Ende der repeat-Region eine Abfolge von 10 schwachen RVDs entsteht (NI, 

NG, NK). Durch diese lange Abfolge schwacher RVDs, die wie oben beschrieben durch 

die Anhäufung der NG-RVDs möglicherweise zu einer etwas "lockeren" DNA-Bindung 

führen, fehlt ein Anker im C-terminalen Bereich der repeat-Region, sodass die Aktivität 

dieses TALEs im Vergleich zu Set1 und 2 signifikant reduziert wird (Streubel, et al., 

2012; Meckler, et al., 2013). Dies zeigt, dass NG allein keinen positiven Einfluss auf 
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die Gesamtaktivität des TALEs hat, sondern diese nur auf das Vorhandensein 

gleichmäßig positionierter starker RVDs z.B. HD zurückzuführen ist. Diese 

Auswertung der in Meckler et al., 2013 gezeigten Daten bringt die Rolle von NG auch 

mit den in Publikation 1 gezeigten Daten wieder in Einklang, die ebenfalls ergaben dass 

NG solange er von starken RVDs umgeben ist durchaus zu einer sehr hohen Gen-

Aktivierung führen kann (Streubel, et al., 2012).  

Grundlegend ist klar, zur TALE-abhängigen Genaktivierung ist die effiziente Bindung 

des TALEs an die passende Ziel-DNA-Sequenz notwendig. Trotzdem sind die genauen 

Zusammenhänge zwischen der TALE-DNA-Bindung und der biologischen 

Genaktivierungsfunktion von TALEs noch nicht vollständig aufgeklärt. Jedoch konnte 

aus den in Publikation 1 gewonnenen Erkenntnissen in Kombination mit anderen 

Studien zumindest die Hypothese entwickelt werden, dass für die starke DNA-Bindung 

von TALEs an die perfekte Ziel-DNA-Sequenz wenig störende RVDs z.B. NG 

durchaus vorteilhaft sein können, solange auch eine gewisse Anzahl starker RVDs 

vorhanden ist. Dabei ist bisher allerdings noch nicht bekannt, wo genau der 

Schwellenwert der DNA-Bindung liegen muss, um eine effiziente Genaktivierung zu 

erzeugen. Im Vergleich dazu scheint für die effiziente Genaktivierung hauptsächlich der 

positive Beitrag der starken RVDs und vor allem die gleichmäßige Positionierung dieser 

in der repeat-Region ausschlaggebend zu sein. Diese fördern möglicherweise das 

"einrasten" der gesamten repeat-Region mit der passenden Ziel-DNA-Sequenz und 

erlauben so die Genaktivierung. Die hier beschriebene Hypothese bezieht sich 

ausschließlich auf die Kombination eines TALEs mit der perfekt passenden Ziel-DNA-

Sequenz. Weitere durch z.B. RVD-DNA Fehlpaarungen ausgelöste Auswirkungen auf 

die DNA-Bindung oder Genaktivierung  wurden dabei nicht mit einbezogen. 

 

3.5 Die Entschlüsselung aller 400 möglichen RVD-DNA-Spezifitäten  

Seit bekannt ist, dass hauptsächlich die zweite Aminosäure im RVD für die Nukleotid-

Spezifität verantwortlich ist, können die Spezifitäten für alle RVDs die eine bereits 

charakterisierte Aminosäure enthalten vorhergesagt werden (Deng, et al., 2012a, Mak, 

et al., 2012). Dennoch entschlüsselten zwei unabhängige Studien systemtisch die 

Spezifitäten aller 400 möglichen RVD-Aminosäurekombinationen (Yang, et al., 2014; 

Juillerat, et al., 2015). Yang et al., 2014 nutzte dafür einen TALE-Aktivator mit 14,5 

repeats, der in der Mitte der repeat-Region dreimal (Position 7-9) das zu untersuchende 

RVD in Folge enthielt (Yang, et al., 2014). Aus den Ergebnissen dieser ersten Analysen 
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wurden einige vielversprechende RVD-Kombinationen mit möglichst hoher Spezifität 

für eine genauere Untersuchung ausgewählt. Darunter waren als Adenin-spezifisch 

neben NI weitere Kombinationen z.B. KI und RI. Als Cytosin-spezifisch wurden die 

beiden schon bekannten RVDs HD und ND ausgewählt. Unter den Guanin-spezifischen 

RVDs waren die bereits bekannten NH, NK, NN und HN, sowie einige neue 

Kombinationen z.B. RN, QN, RQ, FR. Und als Thymin-spezifisch wurde das bekannte 

NG sowie z.B. RG, KA, CA und YA ausgewählt. Zur genaueren Analyse der Effizienz 

dieser ausgewählten RVDs wurde vergleichbar mit dem in Publikation 1 verwendeten 

System zusätzlich zu den anfänglich verwendeten TALEs mit dreimal demselben RVD, 

TALEs mit einer Abfolge von sechsmal und zwölfmal dem gleichen RVD verwendet 

(Streubel, et al., 2012; Yang, et al., 2014). Interessanterweise konnte dabei festgestellt 

werden, dass keines der ausgewählten bisher noch nicht beschriebenen RVDs 

spezifischer oder effizienter als die bereits bekannten Standard-repeats HD, NN, NH, 

NG und NI war (Boch, et al., 2009; Streubel, et al., 2012). Ähnliche Ergebnisse wurden 

auch anhand der systematischen Analyse aller RVD-Kombinationen in TALE-

Nukleasen (TALEN) gezeigt (Juillerat, et al., 2015). Hier wurde lediglich die 

Alternative MI für die spezifische Bindung von Adenin vorgeschlagen. In Yang et al., 

2014 zeigte MI jedoch keine Aktivierung des Reporters (Yang, et al., 2014). Dieser 

Unterschied könnte darin begründet sein, dass TALEN als Paar funktionieren und somit 

vermutlich mehr Toleranz gegenüber schwachen RVD-Kombinationen zeigen, solange 

zumindest einer der beiden TALENs effizient DNA bindet. Generell zeigten beide 

Studien außerdem, dass für beide Positionen im RVD nur bestimmte Aminosäuren 

erlaubt sind. Beispielsweise sind an Position 2 im RVD die Aminosäuren W, Y, E, F, K, 

M selten bzw. gar nicht funktional (Yang, et al., 2014; Juillerat, et al., 2015). 

Vermutlich weil sie große Seitenketten enthalten und somit in der RVD-DNA 

Interaktion eher stören (Mak et al., 2012; Wicky et al., 2013, Deng et al., 2014). An 

Position 1 im RVD werden hauptsächlich die auch natürlicherweise häufigen 

Aminosäuren H und N favorisiert und zusätzlich noch weitere bisher nicht 

beschriebenen Aminosäuren z.B. K und R akzeptiert (Yang, et al., 2014; Juillerat, et al., 

2015). Möglicherweise sind diese Aminosäuren durch die Vermittlung von intra-repeat 

Interaktionen besonders zur Stabilisierung des RVD-loops geeignet (Deng, et al., 

2012a; Mak, et al., 2012; Deng, et al., 2014). Im Gegensatz dazu sind auch an Position1 

im RVD Aminosäuren mit großen Seitenketten z.B. W und P, die vermutlich stören 

selten aktiv. (Yang et al., 2014; Juillerat et al., 2015). Zusammenfassend wurde in 
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beiden systematischen Studien deutlich, dass die schon bekannten natürlicherweise 

vorkommenden RVDs NI, NG, HD, NN und NH bereits das größte Potential bezüglich 

Spezifität und Effizienz ausschöpfen und daher auch in Zukunft nicht durch alternative 

RVDs ersetzt werden (Juillerat, et al., 2015). 

 

3.6 Vom MtN3 zum SWEET - die süße Verwandlung 

OsSWEETs der Gruppe III sind die Schlüssel-Suszeptibilitätsgene für die Virulenz von 

Xoo in Reis (Chu, et al., 2006a; Yang, et al., 2006; Antony, et al., 2010; Yu, et al., 

2011; Streubel, et al., 2013). Lange Zeit war jedoch unklar welche Funktion sie in der 

Pflanze erfüllen und welche Rolle sie für die Virulenz des Pathogens spielen. Eines der 

ersten identifizierten Suszeptibilitätsgene für TALEs aus Xanthomonas war Os8N3 

(Xa13; OsSWEET11), dessen PthXo1-abhängige Aktivierung unerlässlich für die 

Virulenz des Xoo-Stammes PXO99 ist ( Chu, et al., 2006a; Chu, et al., 2006b;Yang, et 

al., 2006; s. Abschnitt 1.2.5.1). Weitere Analysen ergaben, dass Reis sowie weitere 

Pflanzen, Insekten und Tiere verschiedene Os8N3-Homologe kodieren (Yang, et al., 

2006; Chong, et al., 2014; Yuan, et al., 2014). Aufgrund ihrer großen Ähnlichkeit 

(68%) zum Medicago truncatula Nodulin3 (MtN3), welches während der Etablierung 

der Wurzelknöllchen in der Symbiose mit Rhizobium aktiv ist, wurden Os8N3 und 

Homologe als MtN3-Proteine bezeichnet (Gamas, et al., 1996; Chu, et al., 2006a; Yang, 

et al., 2006). Interessanterweise konnte gezeigt werden, dass die TALE-abhängige 

Aktivierung des nah verwandten Os11N3 (OsSWEET14) die Virulenz des Xoo-Stammes 

PXO99 wiederherstellen kann, wenn diesem der TALE PthXo1 fehlt oder PthXo1 in 

resistenten xa13-Pflanzen Os8N3 nicht mehr aktivieren kann (Yang, et al., 2006; 

Antony, et al., 2010; s. Abschnitt 1.2.6.2). Dies zeigte erstmals das zwei Gene der 

MtN3-Familie funktional austauschbar sind. Zusätzlich entdeckte man, dass MtN3-

Mitglieder nicht nur für Pathogene, sondern auch für die Pflanze von Bedeutung sind. 

Os8N3 ist notwendig für die Pollenentwicklung, während Os11N3 vermutlich in 

verschiedene Abläufe der pflanzlichen Entwicklung involviert ist (Chu, et al., 2006a; 

Yang, et al., 2006; Antony, et al., 2010). Zusätzlich wurden für weitere MtN3-

Homologe beispielsweise aus Reis oder A. thaliana Funktionen für die 

Nektarproduktion (Lin, et al., 2014) oder Seneszenz (Quirino, et al., 1999; Zhou, et al., 

2014) beschrieben. Erst 2010 konnte in der Studie von Chen et al., gezeigt werden, dass 

die für die Pflanze und für das Pathogen wichtige Funktion der MtN3-Proteine 

vermutlich in ihrer Aktivität als Zuckertransporter zu finden ist (Chen, et al., 2010). In 
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dieser Studie konnte gezeigt werden, dass Mitglieder der MtN3-Familie aus Arabidopsis 

(AtSWEET1, 4, 5, 7, 8, 13), Caehnorhabditis elegans (CeSWEET1), Homo sapiens 

(HsSWEET1) und Reis (OsSWEET11, 14) Glucose transportieren, weshalb die MtN3-

Familie seitdem als SWEET-Familie bezeichnet wird (Chen, et al., 2010). 

 

3.6.1 Die Gruppe III SWEETs sind Saccharose-Transporter 

Als Zuckertransporter sind SWEETs vermutlich an der Verteilung dieser Energiequelle 

in der Pflanze beteiligt, wodurch deren Rolle in den verschiedenen oben genannten 

pflanzliche Prozessen erklärt werden könnte (Chen, et al., 2010; Chen, et al., 2012; 

Guo, et al., 2014; Lin, et al., 2014; Zhou, et al., 2014). In einer weiterführenden Studie 

wurde für alle SWEET-Mitglieder der Gruppe III aus Arabidopsis (AtSWEET10 bis 15) 

sowie für die Gruppe III Reisproteine OsSWEET11 und OsSWEET14 eine Funktion als 

Saccharose-Transporter nachgewiesen (Chen, et al., 2012). Zusätzlich konnte gezeigt 

werden, dass die Gruppe III Mitglieder AtSWEET11 und 12 im Phloemparenchym 

lokalisiert sind. Daraus wurde abgeleitet, dass diese SWEETs vermutlich an der 

Beladung des Phloems mit Saccharose beteiligt sind (Sonnewald 2011; Baker, et al., 

2012, Braun 2012; Chen et al., 2012). Durch diese Analyse der SWEETs, die 

ursprünglich mit ihrer Funktion als Suszeptibilitätsgene für Xoo begonnen hatte, konnte 

nun auch endlich die Lücke im Saccharose Verteilungsweg der Pflanze geschlossen 

werden (Sonnewald 2011; Baker, et al., 2012, Braun 2012; Chen et al., 2012). 

Die in Chen et al., 2012 beschriebene Saccharose-Transportfunktion der Arabidopsis 

Gruppe III SWEET-Mitglieder zusammen mit den in Publikation 2 gewonnenen 

Ergebnissen, dass nur OsSWEETs der Gruppe III wichtig für die Virulenz von Xoo sind 

und dass die Gruppe III OsSWEETs funktional austauschbar sind, weisen darauf hin, 

dass vermutlich auch in Reis ausschließlich Gruppe III OsSWEETs Saccharose 

transportieren. Diese Funktion könnte von Xoo ausgenutzt werden um die pflanzlichen 

Verteilungswege der Saccharose zu verändern, die Versorgung von Xoo mit Nährstoffen 

und damit bakterielles Wachstum zu gewährleisten (Sonnewald 2011; Baker, et al., 

2012, Braun 2012; Chen et al., 2012). 

Zusätzlich wurde von Yuan et al., 2010 eine andere Funktion für OsSWEETs als 

Kupferexporter vorgeschlagen (Yuan, et al., 2011). Diese Studie zeigte, dass 

OsSWEET11 mit den Kupfertransportern COPT1 und COPT5 aus Reis interagiert und 

so vermutlich an der Umverteilung des pflanzlichen Kupfers beteiligt ist. Der Xoo-

Stamm PXO99 ist sensitiv gegenüber Kupfer im pflanzlichen Xylem (Yuan, et al., 
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2011). Die Aktivierung von OsSWEET11 durch den PXO99-TALE PthXo1 könnte 

daher den Export des Kupfers aus dem Xylem fördern und somit das Wachstum von 

PXO99 ermöglichen. Allerdings ist diese Funktion nicht generell für Xoo-Stämme 

relevant. Der Stamm PXO86 der AvrXa7-abhängig das Homolog OsSWEET14 

aktiviert, zeigt keine Sensitivität gegenüber Kupfer (Yuan, et al., 2011). In Publikation 

2 wurde jedoch gezeigt, dass die alternative Aktivierung von OsSWEET14 nach 

Transfer der TALEs Tal5 oder AvrXa7 in PXO99 zur Wiederherstellung der Virulenz 

führt, wenn dieser in PthXo1-resistente Reislinien (xa13) inokuliert wird bzw. PthXo1 

deletiert ist (Antony, et al., 2010; Streubel, et al., 2013). Diese Austauschbarkeit der 

verschiedenen Gruppe III OsSWEETs deutet daraufhin, dass deren Funktion für die 

Virulenz von Xoo redundant ist. Der Kupfer-Export ist möglicherweise eine zusätzliche 

Funktion von OsSWEET11, die für PXO99 von Bedeutung ist, jedoch nicht generell auf 

andere Xoo-Stämme zutrifft. 

 

3.6.2 Xoo manipuliert vermutlich die pflanzlichen Saccharose Verteilungswege  

Saccharose ist die Hauptform in der Zucker über lange Strecken von photosynthetisch 

aktiven Zellen (dem source) zu den energieverbrauchenden Zellen (dem sink) in der 

Pflanze transportiert wird (Kühn & Grof 2010; Baker, et al., 2012; Braun 2012). Dazu 

wird die Saccharose zuerst symplastisch aus den source-Zellen zu den Parenchymzellen 

des Phloems transportiert (Baker, et al., 2012, Braun 2012). Aus diesen Zellen wird die 

Saccharose von SWEET-Proteinen in den pflanzlichen Apoplast exportiert (Baker, et 

al., 2012; Chen et al., 2012). Vom Apoplast wird die Saccharose durch eine zweite 

Klasse von Saccharose-Transportern den SUC/SUT-H+-Symportern in die Geleitzellen 

des Phloems importiert (Kühn & Grof 2010). Die Geleitzellen sind durch 

Plasmodesmata mit den Siebelementen des Phloems verbunden, sodass die Saccharose 

symplastisch eingeleitet und zum sink transportiert wird (Braun 2012). Anschließend 

kann die Saccharose vom Phloem über Plasmodesmata in die sink-Zellen importiert 

werden und dort zur Weiterverwendung durch cytoplasmatische bzw. vakuoläre 

Invertasen oder Synthasen in Glucose und Fructose gespalten oder zu Stärke 

umgewandelt und gespeichert werden (Ruan 2014). Eine weitere Möglichkeit des 

Saccharose-Exportes aus dem Phloem ist die direkte Entlassung in den Apoplast, der die 

sink-Zellen umgibt. Von dort wird die Saccharose entweder durch SUT/SUC-H+ 

Symporter in die sink-Zelle importiert und wie oben beschrieben weiterverarbeitet oder 

direkt durch Zellwand-assoziierte Invertasen (Cell Wall associated INVertases, 
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CWINV) in Glucose und Fructose gespalten (Ruan 2014). Die Spaltprodukte können 

anschließend durch entsprechende Hexose-Transporter in die sink-Zelle aufgenommen 

werden (Ruan 2014).  

Interessanterweise konnte gezeigt werden, dass die Expression der homologen 

Saccharose-Transporter AtSWEET11 und 12 in Arabidopsis, mit der Expression 

weiterer Gene für die Saccharose-Synthese, sowie den Transport gekoppelt ist (Chen, et 

al., 2012). Die Aktivierung der OsSWEETs in Reis und der Verbrauch der Saccharose 

durch Xoo könnte daher ebenfalls rückkoppelnd zum generellen Anstieg der Saccharose 

Produktion und des Transportes an die Infektionsstelle führen. Dadurch wird an der 

Infektionsstelle eine Art künstliches sink geschaffen in das aktiv Saccharose 

transportiert. Eine immer noch offene Frage ist jedoch in welcher Form die Saccharose 

von Xoo genutzt wird.  

Eine Möglichkeit ist die direkte Aufnahme durch bakterielle Saccharose-Transporter. In 

anderen Pflanzen-Pathogen Interaktionen konnten Saccharose-Transporter bereits als 

wichtige Virulenzfaktoren beschrieben werden. So exprimiert der Pilz U. maydis einen 

Saccharose-Transporter (Srt1) der zur effizienten Saccharose-Aufnahme an der 

Pflanzen-Pilz-Interaktionsfläche dient und damit entscheidend zur Virulenz des 

Pathogens beiträgt. (Wahl, et al., 2010). Außerdem konnte im Genom von Xcc der 

sogenannte sux-Locus identifiziert werden, der Proteine zum Import bzw. zur 

Verwertung der Saccharose kodiert (Blanvillain, et al., 2007). Mutationen im sux-Locus 

reduzierten das Wachstum auf Saccharose-haltigem Medium, sowie die Virulenz von 

Xcc auf Arabidopsis (Blanvillain, et al., 2007). Im Genom des Xoo-Stammes KACC 

wurde ein ähnlicher Locus beschrieben, jedoch gibt es bisher keine Untersuchungen ob 

diese Gene die Virulenz des Pathogens beeinflussen (Blanvillain, et al., 2007). Im 

Gegensatz dazu hat die Mutation des Saccharose-Importers suxC im Baumwollpathogen 

Xam keinen Einfluss auf die Virulenz (Cohn, et al., 2014). Da die Virulenz von Xam 

ebenfalls auf der TALE-abhängigen Aktivierung des Gruppe III MeSWEET10a beruht, 

könnte dies auf eine alternative Möglichkeit der Saccharose-Verwertung hinweisen 

(Cohn, et al., 2014). Dabei wird die Saccharose zur Infektionsstelle transportiert, dort 

aber extrazellulär gespalten und in Form von Hexosen vom Pathogen aufgenommen 

(Cohn, et al., 2014). Der Stamm XooT7174 kodiert einen H+/Glucose/Galaktose 

Symporter der auch in anderen Xanthomonas-Arten konserviert ist, sodass dieser Weg 

generell von Xoo-Stämmen genutzt werden könnte (Tsuge, et al., 2001). Die 

extrazelluläre Spaltung von Saccharose kann durch Invertasen katalysiert werden. 
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Bisher ist jedoch unklar ob Xoo bakterielle Invertasen sekretiert oder die pflanzlichen 

CWINVs zur Saccharose-Spaltung nutzt (Ruan 2014). Interessanterweise konnte die 

erhöhte Expression der CWINVs OsCIN1, 4 und 7 in Reispflanzen ca. 48h nach der 

Infektion mit dem Xoo-Stamm PXO99 beobachtet werden (Sun, et al., 2014). Auch in 

Paprika bzw. Tomate konnte eine erhöhte CWINV-Aktivität ca. 3 bis 4 Tage (je nach 

verwendeter bakterieller Dichte) nach der Infektion mit Xcv gemessen werden (Biemelt 

& Sonnewald 2006; Kocal, et al., 2008; Sonnewald, et al., 2012). Außerdem erzielte die 

Blockierung der CWINV Expression (silencing) in transgenen Tomatenpflanzen im 

Vergleich zu Wildtyppflanzen eine signifikante Verzögerung der Symptomentwicklung 

nach Infektion mit Xcv (Kocal, et al., 2008). Ausgehend von diesen Ergebnissen ist die 

Ausnutzung pflanzlicher CWINVs zur Spaltung der Saccharose für Xoo durchaus 

denkbar, wobei bisher unklar ist, ob CWINVs direkt durch das Pathogen oder aber 

durch die Pflanze selbst aktiviert werden. Letzteres könnte besonders dahingehend eine 

Rolle spielen, da bereits bekannt ist, dass pflanzliche CWINVs als Reaktion auf 

biotischen Stress aktiviert werden (Roitsch, et al., 2003; Rolland, et al., 2006; 

Sonnewald, et al., 2012; Sun, et al., 2014; Ruan 2014). Dadurch steigt die Produktion 

von Hexosen, die als Signalmoleküle wirken und Abwehrreaktionen einleiten können 

(Roitsch, et al., 2003; Rolland, et al., 2006; Sonnewald, et al., 2012; Sun, et al., 2014; 

Ruan 2014). Durch diese mögliche bivalente Funktion von CWINVs zum Einen 

vorteilhaft für das Pathogen zum Anderen vorteilhaft für die Pflanze, ist es für das 

Pathogen vermutlich wichtig die Balance zu halten (Sonnewald et al., 2012; Ruan 

2014). Ob und welche bakteriellen Faktoren Xoo nutzt um die CWINV Expression bzw. 

Aktivität zu beeinflussen ist bisher noch weitgehend unklar. 
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Abbildung 3.2 Die natürlichen Saccharose Verteilungswege in Reis werden von Xoo manipuliert 
Schematische Darstellung der Saccharose Verteilungswege in Reis und ihre Manipulation durch Xoo A 
Saccharose wird in photosynthetisch aktiven Zellen (source) produziert und über Plasmodesmata in 
umliegende Parenchymzellen transportiert. Anschließend exportieren SWEET Proteine die Saccharose in 
den pflanzlichen Apoplast. Von dort wird sie über Saccharose-H+-Symporter (SUC-H+) in die 
Companion Zellen (CC) importiert. Zum Langstreckentransport wird die Saccharose von den CC über 
Plasmodesmata in die Siebelemente (SE) des Phloems eingeleitet. An den verbrauchenden Zellen (sink) 
wird die Saccharose entweder symplastisch importiert und durch intrazelluläre Synthasen bzw. Invertasen 
in Glucose und Fructose gespalten oder in den Apoplast entlassen. Vom Apoplast kann die Saccharose 
entweder von Saccharose-H+Symporter importiert werden oder durch Zellwand assoziierte Invertasen 
(CWINV) in Glucose und Fructose gespalten werden, die anschließend durch Hexose-Transporter in die 
sink Zelle importiert werden. B Xoo dringt über Hydathoden oder Wunden in das pflanzliche Xylem ein. 
Mit Hilfe sekretierter Enzyme z.B. Xylanasen kann es das Xylem verlassen und umliegende 
Parenchymzellen manipulieren. Dazu transloziert es TALEs in die Zelle, um die Expression der 
Saccharose-Transporter (OsSWEET11-15) zu aktivieren. Die gesteigerte Expression der SWEET-
Transporter erhöht den Saccharose Export in den Apoplast und erzeugt so ein sink. Rückkoppelnd 
könnten durch den erhöhten Export auch Saccharose-Synthese Enzyme in den source-Zellen aktiviert 
werden. Die Saccharose kann vom Apoplast entweder direkt durch bakterielle Saccharose-Transporter 
(sux) aufgenommen werden oder mit Hilfe pflanzlicher CWINVs in Glucose und Fructose vorgespalten 
und so mittels Hexose-Transportern (hex) aufgenommen werden. Die verbesserte Nährstoffversorgung 
ermöglicht die Vermehrung des Pathogens und dessen weitere Ausbreitung über das Xylem. 
 
3.6.3 Xoo manipuliert vermutlich Zellen des Phloemparenchyms 

Xoo ist ein systemisches Pathogen, das durch Hydathoden oder Wunden ins Reis-Xylem 

eintritt und sich dort ausbreitet (Swings et al., 1993). Da das Xylem jedoch aus 

abgestorbenen, verholzten Zellen besteht, die keine Proteine synthetisieren, muss Xoo 

Zellen außerhalb des Xylems manipulieren (Sperry 2003). Welche Zellen dies betrifft 

ist bisher allerdings unklar. Für Xcc ein ebenfalls systemisches Pathogen konnte bereits 

gezeigt werden, dass diese Bakterien nicht nur im Xylem sondern auch in umliegenden 
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Epidermiszellen bzw. dem Apoplast zu finden sind (Akimoto-Tomiyama, et al., 2014). 

Dies könnte ebenfalls für Xoo zutreffen. Es ist bereits bekannt, dass Typ-II-sekretierte 

Zellwand-abbauende Enzyme beispielsweise Xylanasen wichtige Virulenzfaktoren für 

Xoo sind (Sun, et al., 2005; Rajeshwari, et al., 2005). Xylanasen degradieren Xylan, 

welches besonders in Gräsern Bestandteil von Zellwänden ist (Vogel 2008). Die 

Sekretion von Xylanasen könnte somit den systemischen Xoo-Bakterien erlauben 

Xylem-Bestandteile abzubauen, um diese Barriere zu durchbrechen und Effektoren z.B. 

TALEs in umliegende lebende Zellen zu injizieren (Abb. 3.2). Die manipulierten Zellen 

liefern dann Nährstoffe, die im Apoplast von Xoo aufgenommen und zur Vermehrung 

verwendet werden können. Anschließend könnten sich die Bakterien weiter systemisch 

über das Xylem in noch nicht infizierte Blattbereiche ausbreiten (Abb. 3.2). 

 

3.6.4 SWEETs und deren Bedeutung für andere Pathogene 

Die Verfügbarkeit von Nährstoffen an der Infektionsstelle ist eine wichtige Grundlage 

für die Besiedlung der Wirtspflanze durch Pathogene. Die Möglichkeiten für Pathogene 

dies zu erreichen können unterschiedlich sein (Howlett 2006; Divon & Fluhr 2007; 

Chen, et al., 2010; Chen, et al., 2012). Die Versorgung des Reispathogens Xoo ist 

abhängig von der TALE-vermittelten Aktivierung der OsSWEET Saccharose-

Transporter (Chen, et al., 2012; Streubel, et al., 2013). Interessanterweise beruht die 

Virulenz des ebenfalls reispathogenen Xoc nicht auf der TALE-abhängigen Aktivierung 

von OsSWEETs (Cernadas, et al., 2014). Die beiden Reispathogene Xoo und Xoc 

unterscheiden sich hauptsächlich in der Gewebespezifität während der Infektion (Nino-

Liu, et al., 2006). Im Gegensatz zum systemischen Xoo ist Xoc ein apoplastisches 

Pathogen. Da für Xoo bekannt ist, dass die Deletion eines OsSWEET-aktivierenden 

TALEs hauptsächlich die Ausbreitung im Xylem, nicht jedoch die lokale Vermehrung 

von Xoo an der Eintrittsstelle verhindert, wurde vermutet, dass die TALE-abhängige 

Aktivierung von OsSWEETs eventuell mit der Gewebespezifität von Xoo 

zusammenhängt (Yu, et al., 2011; Verdier, et al., 2012). Der Transfer von AvrXa7 

(aktiviert OsSWEET14) bzw. PthXo1 (aktiviert OsSWEET11) in den Xoc Stamm 

BLS256 konnte zwar dessen Virulenzsymptome verstärken, ermöglichte ihm jedoch 

nicht das Xylem zu besiedeln (Verdier, et al., 2012). Daher ist die Aktivierung der 

OsSWEETs entweder nicht mit der Gewebespezifität verknüpft oder es gibt neben 

diesen noch weitere Faktoren die Xoo erlauben das Xylem zu besiedeln. Warum Xoo-

Stämme im Gegensatz zu Xoc so auf die Aktivierung der Saccharose-Transporter 
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angewiesen sind, ist bisher nicht bekannt. Möglicherweise ist Xoc im Gegensatz zu Xoo 

in der Lage Nährstoffe über andere Wege zu gewinnen, die möglicherweise nicht mit 

der Genaktivierung durch TALEs zusammenhängen oder Xoc erschließt generell andere 

Nahrungsgrundlagen, sodass die Verfügbarkeit von Saccharose nicht grundsätzlich 

notwendig ist (Verdier, et al., 2012; Cernadas, et al., 2014).  

Im Gegensatz zu Xoc beruht die Virulenz des apoplastischen Maniok-pathogenen 

Stammes Xam668 ebenfalls auf der TALE-abhängigen Aktivierung des Gruppe III 

MeSWEET10a (Cohn, et al., 2014). Ob Xam668 und Xoo jedoch Gemeinsamkeiten im 

Zuckerverarbeitenden Metabolismus haben, welche die Notwendigkeit der TALE-

abhängigen SWEET-Aktivierung erklären, ist bisher unklar. 

Ein weiteres bakterielles Pflanzenpathogen Pseudomonas syringae DC3000 aktiviert 

ebenfalls die Expression verschiedener AtSWEETs (Chen, et al., 2010). Diese gehören 

jedoch keiner distinkten Gruppe an (z.B. AtSWEET2 (Gruppe I); AtSWEET4, 7, 8 

(Gruppe II) AtSWEET10, 11, 15 (Gruppe III), sodass in dieser Interaktion nicht nur der 

Saccharose-Transport, sondern vermutlich auch der Transport anderer Metabolite 

beeinflusst wird. Allerdings ist in dieser Interaktion bisher unklar ob die SWEET-Gene 

gezielt durch Pseudomonas oder als Antwort der Wirtspflanze auf die Infektion aktiviert 

werden. Interessanterweise scheinen SWEETs auch in anderen nicht-bakteriellen 

Pflanzen-Pathogen-Interaktionen eine Rolle zu spielen. In der Infektion von 

Arabidopsis mit  Golovinomyces cichoracearum werden ebenfalls die AtSWEETs 1, 2, 

4, 11 und 12 aktiviert (Chen, et al., 2010). Die Rolle dieser für die Virulenz des 

Pathogens ist jedoch nicht bekannt. Weiterhin wird der Glucose-Transporter 

VvSWEET4 spezifisch durch den necrotrophen Pilz Botrytis cinerea nach Befall der 

Wirtspflanze Vitis vinifera aktiviert (Chong, et al., 2014). Arabidopsis-Pflanzen in 

denen das Homolog AtSWEET4 deletiert wurde, sind weniger anfällig für eine Infektion 

durch B. cinerea. Eventuell dient die Aktivierung dieses Glucose-Transporters somit 

ebenfalls der Nährstoffversorgung des Pilzes (Chong, et al., 2014). Allerdings ist auch 

für diese beiden Pathogene bisher nicht bekannt, wodurch die SWEET-Gene aktiviert 

werden. 

 

3.6.5 Xoo ist auf die TALE-abhängige Aktivierung von OsSWEET14 fokussiert 

In Publikation 2 konnte der mittlerweile vierte TALE identifiziert werden, der 

OsSWEET14 aktiviert (Antony, et al., 2010; Yu, et al., 2011; Streubel, et al., 2013). Im 

Gegensatz dazu sind bisher noch keine natürlichen TALEs für OsSWEET12 und 15 



 Diskussion 
 

134	
	

bekannt (Streubel, et al., 2013). Die Frequenz von TALEs aus Xoo-Stämmen 

unterschiedlichster Herkunft (Asien, Afrika) am OsSWEET14 Promotor kann entweder 

Zufall sein oder auf eine spezielle Eigenschaft dieses Gens im Vergleich zu den anderen 

Gruppe III Genen hinweisen. Eine Möglichkeit wäre, dass der OsSWEET14-Promotor 

und damit die TALE-Bindestellen im Vergleich zu anderen Gruppe III OsSWEETs 

hochkonserviert ist. Dadurch wäre die Virulenz von Xoo in vielen verschiedenen 

Reislinien gewährleistet (Verdier, et al., 2012; J. Streubel, unveröffentlicht). Im 

Gegensatz dazu sind für andere Gruppe III OsSWEETs bereits resistente 

Promotorvarianten bekannt (OsSWEET11 R-Gen: xa13 und OsSWEET13 R-Gen: xa25) 

in denen TALE Bindestellen durch Indels oder Substitutionen zerstört wurden (Chu, et 

al., 2006a; Liu, et al., 2011). Außerdem könnte es sein, dass der OsSWEET14 Promotor 

auch in Nicht-Wirtspflanzen z.B. anderen Gräsern konserviert ist. Xoo ist auf solchen 

Pflanzen zwar nicht virulent, durch die Aktivierung des Zuckertransporters könnte 

allerdings zumindest übergangsweise das Überleben von Xoo gesichert werden. 

Allerdings ist fraglich ob Xoo in Nicht-Wirtspflanzen in der Lage ist TALEs in 

pflanzliche Zellen zu translozieren. Eine weitere Möglichkeit wäre, dass OsSWEET14 

absolut unerlässlich für die Pflanze ist. Eventuell hat es im Gegensatz zu den anderen 

OsSWEETs eine höhere Affinität für bestimmte Zucker oder kann zusätzlich andere 

Metabolite transportieren. Dadurch könnte dieses Gen essentiell für die Pflanze sein und 

somit im Wettrüsten mit dem Pathogen nicht so einfach verändert werden oder sogar 

verloren gehen. Dadurch wäre OsSWEET14 ein stabiles Ziel-Gen für Xoo. Hinweise für 

dessen Bedeutung in Reis geben transgene Pflanzen in denen OsSWEET14 durch Gen-

silencing nicht mehr exprimiert wird (Antony, et al., 2010). Diese Pflanzen sind 

bezüglich verschiedener Entwicklungsprozesse eingeschränkt, wodurch u.a. das 

generelle Wachstum verringert wird (Antony, et al., 2010). Ähnliches konnte jedoch 

auch für OsSWEET11 gezeigt werden (Chu, et al., 2006a; Yang, et al., 2006). 

Transgene Pflanzen, die OsSWEET11 nicht mehr exprimieren, sind steril, da dieses Gen 

in der Pollenentwicklung involviert ist (Chu, et al., 2006a; Yang, et al., 2006). Daher 

scheint auch OsSWEET11 unerlässlich für die Reispflanze zu sein. Die Notwendigkeit 

der anderen Gruppe III OsSWEETs für die Entwicklungsprozesse der Pflanze sind 

bisher nicht bekannt, sodass über die mögliche besondere Funktion von OsSWEET14 

keine eindeutige Aussage getroffen werden kann. Eine letzte Möglichkeit könnte sein, 

dass OsSWEET14 eine höhere Transportrate für Saccharose aufweist, sodass Xoo 

effizienter mit Nährstoffen versorgt werden könnte. Tatsächlich konnte im Vergleich 
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der Transportfunktion von OsSWEET11 und 14 festgestellt werden, dass OsSWEET14 

Saccharose effizienter transportiert (Chen, et al., 2012). Allerdings konnte in 

Publikation 2 gezeigt werden, dass die alternative Aktivierung von OsSWEET11 bzw. 

anderen Gruppe III OsSWEETs die Funktion von OsSWEET14 ersetzen und so die 

Virulenz von BAI3ΔtalC wiederherstellen kann, wodurch diese Möglichkeit vermutlich 

nicht zutrifft. 

 

3.7 Aberrante repeats - eine evolutionäre Anpassung an resistente Allele? 

In Publikation 3 konnte erstmals gezeigt werden, dass die repeat-Region eines TALEs 

weniger starr ist als vermutet und die strikt konsekutive ein-repeat-ein-Nukleotid 

Abfolge durch die Insertion von aberranten repeats durchbrochen werden kann (Boch, 

et al., 2009; Moscou & Bogdanove 2009; Richter, et al., 2014). Dadurch wird eine 

Flexibilität erzeugt, die dem TALE erlaubt je nach Ziel-DNA-Sequenz den aberranten 

repeat an der Bindung teilnehmen zu lassen (optimale Ziel-DNA-Sequenz) oder aber 

diesen aus der repeat-Region herauszuwinden, wodurch alle nachfolgenden repeats eine 

Position nach vorn verschoben werden können, um eine -1 frameshift Sequenz zu 

binden. Die in Publikation 3 gewonnenen Erkenntnisse zeigen erstmals eine 

Möglichkeit wie sich TALE repeat-Regionen an bestimmte Resistenzen anpassen 

könnten. TALE-abhängig aktivierte Ziel-Gene wie z.B. die OsSWEETs sind wie bereits 

beschrieben oft auch für die Wirtspflanze selbst von Bedeutung (Chu, et al., 2006a; 

Yang, et al., 2006; Antony, et al., 2010). Daher ist es der Pflanze im Wettrüsten mit 

dem Pathogen nicht möglich das betreffende Ziel-Gen zu verändern oder sogar zu 

verlieren ohne sich selbst zu schaden. Eine Möglichkeit die TALE-abhängige 

Aktivierung des Ziel-Gens zu unterbinden, ist daher die Veränderung der TALE-

Bindestelle im Promotor. TALEs sind aufgrund ihrer konsekutiven ein-repeat-ein-

Nukleotid Bindung äußerst anfällig für Veränderungen in ihrer Bindestelle, die bereits 

durch die Insertion oder Deletion (Indel) eines einzelnen Nukleotids hervorgerufen 

werden können (Chu, et al., 2006a; Yang, et al., 2006; Liu, et al., 2011). Solche Indels 

verursachen eine Verschiebung des Leserahmens in der Ziel-DNA-Sequenz, sodass es 

in den meisten Fällen zu einer Anhäufung von RVD-DNA-Fehlpaarungen kommt. 

Diese können letztendlich dazu führen, dass TALEs nicht mehr binden und so auch das 

Ziel-Gen nicht mehr aktivieren. Pflanzen mit solchen Promotorveränderungen sind 

damit resistent. Publikation 3 zeigt, dass aberrante repeats TALEs erlauben könnten 

andernfalls resistente Allele die eine einzelne Nukleotid-Deletion enthalten zu 
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umgehen. Damit könnten aberrante repeats eine evolutionäre Anpassung von 

Xanthomonas TALEs an solche Allele darstellen. Bisher ist jedoch für keinen der 

natürlichen TALEs mit aberrantem repeat ein solcher Fall bekannt. PthXo3 und 

AvrXa7 sind bisher die einzigen TALEs mit aberrantem repeat für die bekannt ist, dass 

sie notwendig für die Virulenz sind (Antony, et al., 2010; Richter, et al., 2014). Die 

AvrXa7 bzw. PthXo3 Bindestelle im OsSWEET14 Promotor scheint jedoch bereits ein 

frameshift Allel zu repräsentieren da es besonders in der Region nach dem aberranten 

repeat eine Anhäufung von RVD-DNA-Fehlpaarungen aufweist die signifikant 

verringert werden können, wenn der aberrante repeat aus der repeat-Region 

herausgewunden wird (Richter, et al., 2014). Zusätzlich könnten jedoch auch die 

unspezifischen RVDs (z.B. NS, N*) die besonders im C-terminalen Bereich der Avrxa7 

bzw. PthXo3 repeat-Region zu finden sind die Flexibilität dieser TALEs ermöglichen 

(Richter et al., 2014). Daher ist bisher nicht klar ob die OsSWEET14 Aktivierung nur 

durch den aberranten repeat oder zusätzlich durch das Vorhandensein unspezifischer 

RVDs vermittelt wird. Aufgrund des Fehlens natürlicher Beispiele in denen TALEs mit 

aberranten repeats einen evolutionären Vorteil bieten ist, bisher nicht klar ob aberrante 

repeats nur übrig gebliebene Fehler der Replikation sind, die bisher nicht gestört haben 

oder ob diese repeats tatsächlich in bestimmten Xoo bzw. Xoc-Reis-Interaktionen durch 

positive Selektion beibehalten wurden. 

Zusätzlich könnten aberrante repeats auch für die Biotechnologie interessant sein, da sie 

als flexible Verknüpfung genutzt werden könnten, um funktionale Domänen (z.B. 

Nukleasen) in die repeat-Region zu inserieren. Dadurch könnte z.B. die 

biotechnologische Verwendung von TALE-Nukleasen verbessert werden. Derzeit 

werden TALENs als Paar verwendet, die je ein FokI Monomer enthalten (Miller, et al., 

2011; Bogdanove 2014). Durch die Verwendung zweier unabhängiger DNA-bindender 

Proteine kann außerdem die Spezifität für die gewählte Ziel-DNA-Sequenz erhöht 

werden (Bogdanove 2014; Tsai, et al., 2014). Der Nachteil dabei ist jedoch, dass zwei 

Konstrukte gleichzeitig in die verwendeten Ziel-Zellen transferiert werden müssen. Dies 

reduziert möglicherweise die Erfolgsrate. Durch die Integration der zwei Nuklease-

Domänen in die repeat-Region könnte ein TALE das TALEN-Paar ersetzen, und 

trotzdem seine hohe Spezifität durch das Vorhandensein von zwei unabhängigen DNA-

bindenden-Domänen (getrennt durch die Nuklease-Domäne) erhalten. 
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3.8.1 TALEs können die Transkription von verschiedenen Positionen aktivieren 

Die Analyse eines TALE-Repertoires mit Bindestellen im OsSWEET14 Promotor im 

transienten System (N. benthamiana) ergab, dass die Mehrheit der forward-bindenden 

TALEs das Ziel-Gen aktivieren konnte, wobei die Position der Bindestelle im Promotor 

die Effizienz der Aktivierung beeinflusste (Abb. 2.1B). Für ausgewählte TALEs 

konnten diese Ergebnisse auch im natürlichen Xoo-Reis System bestätigt werden. 

Einige TALEs die das Reportergen in N. benthamiana nur wenig effizient (TAL3, 7, 

14) oder gar nicht aktivierten (TAL18), konnten auch das Endogen in Reis nicht 

aktivieren (Abb. 2.4B,C). Die geringe Effizienz dieser TALEs könnte verschiedene 

Gründe haben. Entweder die TALEs sind trotz ausgewogener RVD-Komposition 

generell schwach und können ihre Ziel-DNA-Sequenz nicht effektiv binden, oder die 

Zugänglichkeit der Bindestelle ist eingeschränkt (Streubel, et al., 2012). Letzteres 

könnte entweder auf die Blockierung der Bindestelle durch Wirtsproteine oder auf den 

Methylierungsstatus der Bindestelle zurückzuführen sein (Bultmann, et al., 2012; Deng, 

et al., 2012b; Valton, et al., 2012). Zusätzlich könnten in der TALE-Bindestelle zufällig 

DNA-Elemente vorkommen, die häufig im entsprechenden Genom zu finden sind, 

sodass der TALE austitriert wird und seine eigentliche Bindestelle nicht effizient findet. 

Für TAL18 und TAL3 konnte anhand des Bs4-Reporterkonstruktes bereits gezeigt 

werden, dass beide TALEs außerhalb des OsSWEET14 Promotor-Kontext das 

Reportergen effizient aktivieren (Abb. 2.3). Für diese TALEs kann somit eine 

"schwache" RVD-Komposition ausgeschlossen werden, für TAL14 und TAL7 sollte 

dies allerdings noch überprüft werden. Daher weisen diese Ergebnisse darauf hin, dass 

möglicherweise die Bindestelle dieser TALEs durch Wirtsproteine oder Methylierung 

blockiert ist. Um Wirtsproteine zu identifizieren, die im OsSWEET14 Promotor binden 

und so möglicherweise mit den TALEs um deren Bindestellen konkurrieren, wurden 

zwei verschiedene Vorhersagen durchgeführt. In der ersten Vorhersage wurde der 

OsSWEET14-Promotor auf mögliche Bindestellen bekannter DNA-bindender Proteine 

aus Arabidopsis überprüft (Abb. 5.2, Liste DNA-bindender Proteine und Analyse zur 

Verfügung gestellt von Jan Grau). Die zweite Vorhersage wurde mit Hilfe der Software 

PlantCARE (CARE: Cis-acting-regulatory-element) durchgeführt (Rombauts, et al., 

1999, Lescot, et al., 2002; Abb. 5.1). In dieser werden alle in der PlantCARE 

Datenbank verfügbaren regulatorischen DNA-Elemente die bereits in verschiedenen 

Pflanzenspezies (z.B. Monokotyledone und Dikotyledone) beschrieben wurden, 

einbezogen. Anhand der beiden Analysen konnten für einige TALE-Bindestellen 
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Wirtsproteine identifiziert werden, die möglicherweise für die Blockierung dieser 

verantwortlich sind. Mittels PlantCARE-Analyse wurden für die TAL7-Bindestelle 

zwei mögliche regulatorische DNA-Elemente identifiziert, die von Wirtsproteinen 

gebunden werden könnten (Abb. 5.1). Das erste ist das TCA-Element, ein cis-wirkendes 

Element, welches an der Signalweiterleitung ausgelöst durch Salicylsäure beteiligt ist 

(Rombauts, et al., 1999, Lescot, et al., 2002). Dieses Element überlappt jedoch nicht nur 

mit der TAL7 sondern auch mit der TAL8 Bindestelle (Abb. 5.1 & 5.3). Da TAL8 in 

den durchgeführten Studien jedoch effektiv das entsprechende Ziel-Gen aktivieren 

konnte spielt dieses Element vermutlich keine Rolle in der Blockierung der TAL7 

Bindestelle (Abb. 5.3). Das zweite DNA-Element ist das F-box-DNA-Element (Rose, et 

al., 1999). Das F-box-DNA-Element wurde als mögliches regulatorisches Element im 

RBCS3A-Gen in Tomate beschrieben (Rose, et al., 1999). Im RBCS3A-Gen überlappt es 

mit der I-box die vom Transkriptionsfaktor LeMYB1 gebunden wird (Rose, et al., 

1999). Die I-box kommt jedoch nicht im OsSWEET14 Promotor vor, weshalb unklar ist 

ob das F-Box-DNA-Element in diesem eine Rolle spielt. Weiterhin auffällig ist die 

Pyrimidin-reiche Sequenz am Beginn der TAL7 Bindestelle (Abb. 5.3). Aus Studien 

anhand pflanzlicher Promotorregionen ist bekannt, dass Pyrimidin-reiche Sequenzen, 

der sogenannte Y-Patch, pflanzenspezifisch sind und vermutlich regulatorisch auf die 

Transkription wirken (Yamamoto, et al., 2007a; Yamamoto, et al., 2007b;	 Civan & 

Svec 2009; Kumari & Ware 2013). Solche zusätzlichen regulatorischen Sequenzen sind 

für die komplexe Kontrolle der Transkription notwendig (Kumari & Ware 2013). Sie 

können einerseits mit der TATA-Box zusammenwirken und andererseits besonders in 

Promotoren ohne TATA-Box für die korrekte Positionierung des PIC sorgen (Thomas 

& Chiang 2006; Yamamoto, et al., 2007a; Yamamoto, et al., 2007b; Civan & Svec 

2009; Kumari & Ware 2013). TATA-lose Promotoren sind in Reis mit einem Anteil 

von 81% häufig zu finden (Kumari & Ware 2013). Bisher ist jedoch noch nicht bekannt 

welche Aufgabe der Y-Patch bei der Kontrolle der Transkription hat oder ob und 

welche Proteine an diese Sequenzen binden. Daher ist nicht auszuschließen, dass TAL7 

mit Y-Patch bindenden Proteinen konkurriert. Andererseits könnte es auch sein, dass 

TAL7 durch die Häufigkeit dieser Sequenz im Genom austitriert wird. Der Y-Patch 

konnte in ca. 67% der analysierten Promotoren in Reis identifiziert werden (Kumari & 

Ware 2013). Die Häufigkeit dieser Sequenz könnte dazu führen, dass TAL7 mit seinen 

N-terminalen Y-patch-bindenden repeats (betrifft mindestens repeat 1-7) länger an 

diesen Sequenzen verweilt, selbst wenn die restliche repeat-Region nicht binden kann. 
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Dadurch ist TAL7 möglicherweise nicht in der Lage die ausgewählte Bindestelle im 

OsSWEET14-Promotor effizient genug zu finden. Da die TAL7-Bindestelle den Y-

Patch nur im vorderen Teil der repeat-Region bindet, die folgenden repeats jedoch 

spezifisch vermutlich seltenere Ziel-DNA-Sequenzen erkennen, wurden solche Y-Patch 

Sequenzen vermutlich auch nicht als mögliche off-targets in der vorher durchgeführten 

Analyse identifiziert (s. Abschnitt 2.1). Außerdem ist der Pflanzen-spezifische Y-Patch 

mit CpG Inseln im tierischen System vergleichbar. Daher könnte ein weiteres Problem 

der TAL7-Bindestelle Methylierung sein. Methylierung dient hauptsächlich dem 

Stilllegen von Genen, kann aber auch andere Funktionen erfüllen (Jones 2012). In 

Pflanzen kann Methylierung nicht nur an CpG, sondern auch an CHG und CHH 

Positionen erfolgen (H=A,C,T; Cokus, et al., 2008; Saze, et al., 2012). Das bedeutet, 

dass fast jede Cytosin-haltige TALE-Bindestelle im OsSWEET14-Promotor methyliert 

sein könnte. Der verwendete Cytosin-spezifische RVD HD bindet nicht an methylierte 

Cytosine, sodass die Gesamtbindung des TALEs und somit auch die Aktivierung des 

Ziel-Gens verhindert werden könnte. (Bultmann, et al., 2012; Deng, et al., 2012b; 

Valton, et al., 2012). Der Methylierungsstatus des OsSWEET14-Promotors in Reis ist 

derzeit nicht bekannt, sodass diese Ursache durchaus denkbar wäre.  

TAL18 ist der einzige TALE der im transienten System in N. benthamiana keine 

messbare Aktivierung des Reportergens hervorrief, obwohl er seine Ziel-DNA-Sequenz 

grundsätzlich binden kann (Abb. 2.1 & 2.3). Für diesen TALE ergab die Analyse DNA-

bindender Proteine aus Arabidopsis, dass dessen Ziel-DNA-Sequenz die Bindestelle des 

Proteins ARR10 enthält (Jan Grau; Abb. 5.2). ARR10 ist auch in Reis zu finden und 

gehört zur Familie der GARP-Proteine (glycoprotein A repetitions predominant), die 

vermutlich an der Weiterleitung von Cytokinin Signalen beteiligt sind (Ishida, et al., 

2008). Allerdings ergab die Suche nach ARR10-Homologen mittels BLAST, dass 

dieses Protein bisher noch nicht in N. benthamiana identifiziert wurde (Johnson, et al., 

2008). Außerdem liegt die Bindestelle dieses Proteins zentral in der TAL18 Bindestelle, 

sodass ARR10 auch im Bs4-Reporterkonstrukt binden und somit die Bindestelle 

blockieren könnte. Da TAL18 an diesem Reporterkonstrukt jedoch aktiv ist, könnte dies 

darauf hinweisen, dass entweder ein möglicherweise noch nicht identifiziertes ARR10-

Homolog in N. benthamiana noch weitere umliegende Sequenzen benötigt bzw. 

generell eine andere Sequenz bevorzugt oder aber ein anderes, bisher noch nicht 

identifiziertes Protein die TAL18 Bindestelle blockiert.  



 Diskussion 
 

140	
	

Für TAL14 ergab die Vorhersage mittels PlantCARE, dass an dieser Position eine 

Bindestelle für das Protein SORLREP3 vorhanden ist, die sich häufig in microRNA-

Promotoren in Reis und Arabidopsis befindet (Zhao & Li 2013; Abb.5.1). Daher könnte 

es sein, dass TAL14 mit diesem Protein um die Bindestelle konkurriert oder aber wie 

bereits für TAL7 beschrieben durch die Häufigkeit ähnlicher Bindestellen in anderen 

Promotoren austitriert wird.  

Zusätzlich ist für die fehlende Wiederherstellung der Virulenz in Reis durch die TALEs 

TAL18 und TAL14 auch noch eine andere Erklärung im Zusammenhang mit der 

TALE-abhängigen Verschiebung des Transkriptionsstarts denkbar. Im Rahmen dieser 

Arbeit konnte anhand anderer TALEs am OsSWEET14 Promotor bereits gezeigt 

werden, dass sie den Transkriptionsstart verschieben, sodass dieser meist ca. 40-60bp 

downstream der Bindestelle liegt. Die TAL18 Bindestelle liegt im Reis OsSWEET14 

Promotor direkt vor dem ATG (Abb. 5.3). Wenn nach der TAL18-abhängigen-

Genaktivierung in Reis der Transkriptionsstart ebenfalls 40-60bp downstream der 

Bindestelle liegen würde, könnte durch die Nutzung eines weiter downstream liegenden 

alternativen Startkodons  (nächstes Startkodon in frame ca. 69bp oder 174bp 

downstream vom OsSWEET14 ATG) ein N-Terminal verkürztes OsSWEET14 Protein 

produziert werden. Diesem fehlt dann vermutlich das Signal zur Membranverankerung, 

welches häufig im N-terminalen Bereich von Proteinen lokalisiert ist (Keenan, et al., 

2001). Da SWEETs Transporter sind, könnte ein solches Protein seine Funktion nicht 

mehr erfüllen. Allerdings sollte in diesem Fall trotzdem OsSWEET14-Transkript 

nachweisbar sein. Analysen der OsSWEET14-Transkriptmenge in Anwesenheit von 

TAL18 zeigten jedoch im Vergleich zur Negativkontrolle keine erhöhte 

Transkriptmenge. Außerdem müsste TAL18 in N. benthamiana trotz Transkriptions-

startverschiebung ein funktionales β-Glucuronidase Protein produzieren, da sich durch 

die Insertion des Promotorfragmentes in den verwendeten Vektor mittels LR-Reaktion 

zusätzliche Sequenzen zwischen der TAL18 Bindestelle und dem ATG der β-

Glucuronidase befinden. Dies ist jedoch nicht der Fall. All dies lässt vermuten, dass die 

TAL18-Bindestelle wie oben bereits beschrieben durch Wirtsproteine blockiert sein 

könnte. Die Transkriptionsstartverschiebung könnte auch die fehlende Wieder-

herstellung der Virulenz durch TAL14 in Reis erklären. Verschiebt TAL14 den 

Transkriptionsstart, wird ein Transkript mit einer ca. um 640bp verlängerten 5´UTR im 

Vergleich zum natürlichen Transkript synthetisiert (Antony et al., 2010). Diese 

verlängerte 5´UTR enthält zusätzliche ATGs, die als alternative Startpunkte für die 
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Translation zur Synthese fehlerhafter Proteine führen könnten. Die minimale TAL14 

Restaktivität im transienten System, könnte dadurch erklärt werden, dass wie am 

Beispiel von TAL11 beobachtet einige Transkripte am natürlichen Startpunkt beginnen 

(Abb. 2.1 & 2.6). Dieser Anteil reicht für die Aktivierung des Reportergens im 

transienten System (N. benthamiana) vielleicht aus, nicht jedoch für die 

Wiederherstellung des Virulenzphänotyps im natürlichen Reis-System. Allerdings 

müsste auch in diesem Fall OsSWEET14 Transkript messbar sein. Dies war jedoch in 

Reis nicht der Fall (Abb. 2.5). Möglicherweise sind die verlängerten Transkripte instabil 

oder werden frühzeitig abgebrochen und sind somit nicht mit den verwendeten 

Oligonukleotiden, die in der kodierenden Sequenz binden, nachweisbar. 

Interessanterweise waren die zwei reverse und upstream der TATA-Box bindenden 

TALEs TAL-1 und -2 in der Lage das Reportergen vergleichbar mit TAL1 und 2 zu 

aktivieren und auch den Virulenzphänotyp im natürlichen System wiederherzustellen 

(Abb. 2.1 & 2.5). Da zufällige alternative Bindestellen im OsSWEET14-Promotor bzw. 

im Promotor anderer OsSWEET-Gene ausgeschlossen wurden, ist es denkbar, dass die 

TALEs TAL1/-1 und TAL2/-2 hauptsächlich eine Rekrutierungsoberfläche für den PIC 

bieten, in der die Orientierung der AD keinen Einfluss auf die Aktivierung des Ziel-

Gens hat. Dies ist im Einklang mit Studien in denen gezeigt werden konnte das TALE-

Derivate, die statt der natürlichen sauren AD die saure AD des Herpes simplex virus 

Proteins VP16 enthielten, im Human-System ein Ziel-Gen auch reverse orientiert 

effizient aktivieren, solange sie in zugänglichen Bereichen binden (Maeder, et al., 2013; 

Uhde-Stone, et al., 2014). Im Gegensatz dazu führten reverse TALEs die downstream 

der TATA-Box binden, zu keiner effizienten Aktivierung des Ziel-Gens (Abb. 2.1 & 

2.5). Für TAL-3 und -7 kann dies dadurch erklärt werden, dass bereits die forward-

bindenden TALEs kaum aktiv sind (Abb. 2.1 & 2.5). Allerdings überlappen die 

Bindestellen von TAL-81, -82, -9 und -AvrXa7 mit den Bindestellen aktiver TALEs 

(Abb. 2.1 & 2.5). Dies deutet daraufhin, dass deren Bindestellen grundsätzlich 

zugänglich sein sollten. Möglicherweise, ist dies ein Hinweis, dass die beiden sauren 

ADs (TALE vs. VP16) trotz ähnlicher Eigenschaften unterschiedlich mit der 

Transkriptionsmaschinerie interagieren, weshalb die Lage der natürlichen AD für 

TALEs an bestimmten Positionen im Promotor doch eine Rolle spielt. Ein mögliches 

Problem bestimmter reverse-orientierter TALEs wäre, dass in forward gerichteten 

TALEs die AD am C-Terminus und damit in Transkriptionsrichtung positioniert ist 

(Abb. 3.3). Dadurch kann ein PIC an den C-terminalen Teil des TALEs rekrutiert 
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werden, liegt damit hinter dem TALE und kann ohne Behinderung durch den TALE die 

Transkription initiieren (Abb. 3.3). Im Fall der reverse-gerichteten TALEs ist die C-

terminale AD andersherum positioniert. Rekrutiert sie nun den PIC bindet dieser vor 

dem TALE (Abb. 3.3). Dadurch ist der PIC entweder falsch herum orientiert oder wird 

durch den TALE blockiert (Abb. 3.3). Um dieses Problem zu umgehen bzw. den PIC 

wieder in die richtige Orientierung zum Ziel-Gen zu positionieren, könnte im Fall der 

reverse-gerichteten TALEs möglicherweise die DNA gewunden werden (Levine, et al., 

2014; Abb. 3.3). Ähnlich wie bei Enhancer-Element bindenden Aktivatoren könnte dies 

z.B. durch den Mediator vermittelt werden (Milbradt, et al., 2011; Vojnic, et al., 2011; 

Levine, et al., 2014). Durch diesen DNA-loop benötigen reverse-orientierte TALEs 

möglicherweise mehr Platz an der DNA. In diesem Fall könnte es problematisch sein, 

wenn reverse-bindende TALEs z.B. TAL-81/-81/-9 zu nah an der kodierenden Sequenz 

liegen. Durch den DNA-loop könnte der Transkriptionsstart dadurch in die kodierende 

Sequenz verschoben werden, sodass kein funktionales Protein entsteht (Abb. 3.3).  

 

 
Abbildung 3.3 Modell des Einflusses der TALE-Orientierung auf den PIC 
A TALEs rekrutieren den PIC vermutlich über die C-terminale Aktivierungsdomäne (AD). Dadurch liegt 
der PIC (Präinitiationskomplex) im Fall von forward-orientierten TALEs hinter dem TALE und kann in 
Richtung der kodierenden Sequenz (cds) transkribieren. B In reverse-gerichteten TALEs ist die AD in die 
entgegengesetzte Richtung orientiert. Dadurch ist der PIC (relativ zur cds) vor dem TALE positioniert. 
Dies könnte einerseits die Transkriptionsrichtung beeinflussen, andererseits könnte der TALE den PIC 
blockieren, sodass dieser sich nicht in Richtung der cds bewegen kann. Um dies zu umgehen könnte die 
DNA durch Adapterproteine z.B. den Mediator gewunden werden, sodass TALE und PIC wieder korrekt 
zur cds ausgerichtet sind. Bei reverse TALEs die zu nah an der cds binden, könnte dadurch der 
Transkriptionsstart in die cds verschoben werden sodass kein funktionales Protein entsteht. 
 

Allerdings konnte anhand der Transkriptionsstarts für TAL1/-1, TAL2/-2 und TAL3/-3 

gezeigt werden, dass diese unabhängig von der Orientierung der TALE-Bindestelle 

übereinstimmen, wodurch diese Erklärung vermutlich ausgeschlossen werden kann 

(Abb. 2.6). Eine andere Erklärung könnte sein, dass zufällig in unmittelbarer Nähe der 

AD reverse-bindender TALEs ein Wirtsprotein bindet, welches die Rekrutierung des 

PICs blockiert. Dies wäre z.B. im Fall von TAL-81 und -82 denkbar, da die 
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davorliegende TAL7 DNA-Sequenz wie bereits beschrieben möglicherweise blockiert 

wird. Dies könnte auch für TAL-9 und -AvrXa7 zutreffen, muss jedoch noch analysiert 

werden. Ob außerdem die Position der reverse-TALEs relativ zu anderen 

regulatorischen Promotorelementen z.B. upstream oder downstream der TATA-Box, 

einen Einfluss auf das Aktivierungspotential hat könnte anhand weiterführender 

Analysen im OsSWEET14 Promotor oder an anderen Promotoren analysiert werden. 

 

3.8.2 TALEs verschieben den natürlichen Transkriptionsstart im OsSWEET14 

Promotor 

Interessanterweise konnte im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden, dass die Mehrheit 

der in N. benthamiana analysierten TALEs einen individuellen Transkriptionsstart am 

OsSWEET14 Promotor zur Folge hatte, der sich vom natürlichen Transkriptionsstart 

unterscheidet. Diese Ergebnisse stimmen mit denen vorheriger Studien überein und 

konnten bestätigen, dass TALEs den Transkriptionsstart nicht durch die räumliche 

Blockierung der TATA-Box, sondern vermutlich durch die eigenständige Rekrutierung 

des Polymerase-II-Initiationskomplexes (PIC) beeinflussen. Wie genau TALEs den PIC 

rekrutieren ist bisher jedoch weitgehend unklar. Interessanterweise gleichen sich die 

Transkriptionsstarts der forward und reverse orientierten TALEs (TAL1/-1 bzw.  

TAL2/-2 bzw. TAL3/-3) obwohl die AD unterschiedlich positioniert ist. Dies könnte 

darauf hinweisen, dass die AD nur die Rekrutierungsoberfläche für den PIC darstellt. 

Durch die Bindung an zusätzliche regulatorische Sequenzen, die für einige 

Komponenten des PIC z.B. TFIID und TFIIB bereits beschrieben wurden, ist dieser 

anschließend möglicherweise in der Lage die korrekte Position einzunehmen und den 

nächstmöglichen Transkriptionsstart auszuwählen (Kutach & Kadonaga 2000; Thomas 

& Chiang 2006; Kostrewa, et al., 2009, Liu, et al., 2010; Kumari & Ware 2013). 

Transkriptionsstarts enthalten häufig die sogenannte Initiator-Sequenz, allerdings sind 

solche Initiator-Sequenzen in pflanzlichen Promotoren lediglich durch die YR-Regel 

(C/T A/G+1; +1 entspricht dem Startpunkt) beschrieben, sodass mögliche Startpunkte im 

OsSWEET14 Promotor nicht vorhergesagt werden können (Thomas & Chiang 2006; 

Kumari & Ware 2013). Das Vorhandensein einer passenden Initiator-Sequenz könnte 

auch erklären, warum die Transkriptionsstarts der Paare 1/-1 und 2/-2 übereinstimmen. 

Möglicherweise ist der für beide TALEs erhaltene Transkriptionsstart die einzige 

nächstliegende Initiator-Sequenz.  

 



 Diskussion 
 

144	
	

3.8.3 Aktivatorproteine können mit der Transkriptionsmaschinerie interagieren 

Die Übersetzung der Erbsubstanz in RNA ist die Grundlage für zelluläre Abläufe in 

jedem Organismus. Dazu besitzen Eukaryoten verschiedene RNA-Polymerasen, wobei 

lediglich die Polymerase-II (Pol-II) an der Produktion von Proteinkodierenden mRNAs 

beteiligt ist (Thomas & Chiang 2006). Die Pol-II benötigt sogenannte generelle 

Transkriptionsfaktoren (GTFs), die z.B. für die Bindung an Kernpromotorelemente, die 

Rekrutierung der Pol-II, das Öffnen der DNA oder für den Wechsel von Initiation zu 

Elongation benötigt werden (Thomas & Chiang 2006; He, et al., 2013; Grünberg & 

Hahn 2013). Die Assemblierung des PIC kann entweder schrittweise in der Abfolge 

TFIID->TFIIA->TFIIB->TFIIF+PolII->TFIIE->TFIIH oder durch die Rekrutierung 

eines bereits vorhandenen Holoenzyms erfolgen (Thomas & Chiang 2006). Aktivatoren 

können durch Interaktionen mit verschiedenen Komponenten des PIC oder mit Co-

Aktivatoren bzw. Adapterproteinen verschiedene Vorgänge der Transkriptionsinitiation 

fördern und verstärken (Triezenberg 1995). Sie können durch die Interkation mit 

Chromatin-remodeling Komplexen die Zugänglichkeit des Promotors erhöhen, 

mögliche repressorische Komponenten entfernen, oder den PIC rekrutieren und 

stabilisieren bzw. dessen Affinität oder Häufigkeit am Promotor erhöhen und 

vermutlich auch am Übergang der Initiation zur Elongation beteiligt sein (Triezenberg 

1995; Thomas & Chiang 2006). Wichtig für die Interaktion von Aktivatorproteinen mit 

Komponenten der Transkriptionsmaschinerie ist das Vorhandensein einer AD 

(Triezenberg 1995). Trotz intensiver Forschung anhand diverser Aktivatorproteine ist 

bisher noch wenig über die strukturellen Voraussetzungen von ADs bekannt. Dies ist 

vermutlich darin begründet, dass sie erst nach Kontakt mit dem Interaktor eine Struktur 

annehmen (Triezenberg 1995; Shen, et al., 1996; Uesugi, et al., 1997). Lediglich die 

Einteilung anhand ihrer dominanten Aminosäurekomposition in glutaminreiche (z.B. 

SP1), prolinreiche (z.B. AP2, c-jun) oder saure ADs (z.B. Gal4, Gcn4, VP16, p53) 

wurde bisher vorgenommen (Seipel, et al., 1992; Triezenberg 1995). Dabei konnte 

jedoch festgestellt werden, dass nicht zwangsläufig die namensgebenden Aminosäuren 

funktionsrelevant sind, sondern vielmehr die Abfolge bestimmter Aminosäuren z.B. der 

Wechsel der sauren Aminosäuren mit Hydrophoben Aminosäuren mit großen 

Seitenketten (Lin, et al., 1994; Triezenberg 1995; Seipel, et al., 1992). Diese bilden 

dann vermutlich die geeignete Oberfläche für die Interaktion mit anderen Proteinen 

(Seipel, et al., 1992; Lin, et al., 1994; Triezenberg 1995). Die meisten Studien an ADs 

wurden im Human- oder Hefe-System durchgeführt, sodass der Vergleich mit 
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pflanzlichen ADs oft fehlt. Trotzdem können einige Übereinstimmungen gefunden 

werden. Anhand der Aminosäuresequenz der TALE-AD wurde diese der Gruppe der 

sauren ADs zugeordnet (Zhu, et al., 1998; Szurek, et al., 2001). Dies könnte darauf 

hinweisen, dass sie ähnlich wie andere Aktivatoren mit saurer AD wirken. Der Prototyp 

der sauren AD ist die VP16-AD aus dem Herpes simplex virus (Sadowski, et al., 1988, 

Triezenberg, et al., 1988). Für diese sowie weitere saure ADs (z.B. des 

Tumorsuppressor Proteins p53 oder des Hefeproteins Gcn4) konnten bereits 

verschiedene Interaktionen beschrieben werden. Beispielsweise interagieren diese 

sauren ADs mit Histonacetyltransferasen bzw. Chromatin-remodeling-Komplexen und 

ermöglichen so die Zugänglichkeit des Promotors für den PIC (Utley, et al., 1998; 

Ikeda, et al., 1999; Neely, et al., 1999; Barlev, et al., 2001; Hall & Struhl 2002). 

Außerdem können sie direkt mit GTFs interagieren und somit diverse Schritte des PIC 

Zusammenbaus beeinflussen. Die VP16-AD und die p53-AD interagieren mit 

Komponenten des TFIID-Komplexes, zu dem das TATA-Bindeprotein (TBP) sowie 

TBP-assoziierte Faktoren (TAFs) gehören (Goodrich, et al., 1993; Thut, et al., 1995; 

Uesugi, et al., 1997; Goodrich & Tjian 2010; Bieniossek, et al., 2013). Durch diese 

Interaktionen werden die ersten Komponenten des PIC an den Promotor rekrutiert und 

vermutlich die Bindung von TFIID an die DNA stabilisiert (Thomas & Chiang 2006). 

Durch die Rekrutierung weiterer Komponenten des PIC z.B. TFIIA durch die VP16- 

oder p53-AD kann der TFIID-DNA Komplex stabilisiert und der Zusammenbau des 

PIC weiter gefördert werden. (Stringer, et al., 1990; Ozer, et al., 1994; Kobayashi, et 

al., 1995; Coleman, et al., 1999; Kraemer, et al., 2001; Xing, et al., 2001; Thomas & 

Chiang 2006). Zusätzliche Interaktionen mit TFIIB (VP16) und TFIIH (VP16 und p53) 

können weiter zur Stabilisierung des PICs beitragen und an der Auswahl des 

Transkriptionsstartpunktes oder der Aktivierung der RNA-Polymerisation beteiligt sein 

(Lin, et al., 1991; Lin & Green 1991; Xiao, et al., 1994; Hayashi, et al., 1998). 

Für die saure AD der TALEs ist bisher weitgehend unklar ob und mit welchen Teilen 

der Transkriptionsmaschinerie sie interagiert. Hinweise, dass TALEs vergleichbar zu 

den beschriebenen sauren ADs, ebenfalls mit GTFs interagieren können, sind anhand 

der xa5-Mutation der γ-Untereinheit des TFIIA Alleles auf Chromosom 5 in Reis zu 

finden (s. Abschnitt 1.2.6.2). Die TFIIAγ Untereinheit konnte bereits in Studien im 

Human-System als wichtiger Interaktionspartner für die saure VP16-AD beschrieben 

werden, wodurch sie als Interaktionspartner für TALEs ebenfalls in Frage kommen 

könnte (Ozer, et al., 1994; Kobayashi, et al., 1995). Der humane, sowie auch 
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pflanzliche TFIIA setzt sich aus den drei Untereinheiten α, β und γ zusammen und (Li, 

et al., 1999). Wie auch andere einkeimblättrige Pflanzen kodiert Reis zwei Allele der γ-

Untereinheit (Chromosom 1 (TFIIAγ1) und Chromosom 5 (TFIIAγ5)) (Iyer-Pascuzzi & 

McCouch 2007). Das rezessive xa5 Allel beschreibt einen einzelnen 

Aminosäureaustausch (V39E) in der γ-Untereinheit des TFIIA auf Chromosom 5. 

Interessanterweise sind einige TALEs in homozygoten xa5 Reispflanzen nicht mehr in 

der Lage Suszeptibilitäts- oder Resistenzgene zu aktivieren (Sugio, et al., 2007; Gu, et 

al., 2009). Dies lässt vermuten, dass TALEs direkt oder indirekt mit der TFIIAγ 

Untereinheit interagieren können und diese Interaktion durch die xa5-Mutation gestört 

wird. Ein Aminosäureaustausch (V39 in Xa5 zu E39 in xa5) in der möglichen TALE-

Interaktionsfläche von TFIIAγ5 ist vermutlich eine der wenigen Möglichkeiten eine 

Resistenz des TFIIA gegenüber TALEs zu vermitteln, da andere Mutationen bzw. die 

Deletion des TFIIA den generellen Zusammenbau des PIC stören und somit vermutlich 

letal sind (Ozer, et al., 1994; Kang, et al., 1995; Tan, et al., 1996). Durch die 

Übertragung des PXO99-TALEs PthXo7 der das alternative TFIIAγ1 Allel aktiviert 

konnte die Virulenz von PXO86 wiederhergestellt werden, was darauf hindeutet das 

TFIIAγ1 die Funktion von TFIIAγ5 ersetzen kann (Sugio, et al., 2007; s. Abschnitt 

1.2.6.2). Ein vergleichbares Experiment zur Wiederherstellung der Aktivierung von 

Resistenzgenen wurde jedoch noch nicht durchgeführt. Allerdings ist anzumerken, dass 

die PthXo7-abhängige TFIIAγ1 Induktion nur möglich ist, wenn entweder zumindest 

eine gewisse Grundaktivität von TALEs trotz der xa5-Mutation in TFIIAγ5 oder eine 

geringe Basalexpression von TFIIAγ1 gegeben ist. Dadurch sollte zumindest anfangs 

eine gewisse TALE-Aktivität ermöglicht werden, welche anschließend durch die 

PthXo7-aktivierte Expression von TFIIAγ1 verstärkt werden kann. Hinweise dafür sind 

einerseits darin zu finden, dass beide Allele basal in verschiedenen Organen exprimiert 

sind und andererseits darin, dass Xa27 trotz der xa5-Mutation AvrXa27-abhängig in 

geringen Mengen in homozygoten Pflanzen aktiviert wird (Jiang, et al., 2006; Gu, et al., 

2009). Solche geringen Mengen reichen zwar nicht aus, um eine Resistenzreaktion 

auszulösen jedoch weist diese Beobachtung daraufhin, dass TALEs trotz xa5-Mutation 

Gene zumindest minimal aktivieren können (Gu, et al., 2005, Iyer-Pascuzzi & 

McCouch 2007, Gu, et al., 2009; Jiang, et al., 2006). Bisher konnte eine mögliche 

Interaktion von TALEs mit TFIIA jedoch noch nicht experimentell nachgewiesen 

werden. Daher ist weiter unklar ob TALEs überhaupt mit TFIIA interagieren und wenn 

ja, ob die Aminosäure V39 in der TFIIAγ5 Untereinheit (Xa5) tatsächlich an dieser 
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Interaktion beteiligt ist. Zudem ist ebenfalls unbekannt ob die Interaktion mit TFIIA 

direkt ist oder über ein bisher unbekanntes Adapterprotein vermittelt wird.  

In verschiedenen Studien konnten zudem weitere möglicherweise funktionsrelevante 

Interaktoren für TALEs mittels Hefe-Di-Hybrid Untersuchungen identifiziert werden. 

Beispielsweise konnte die Interaktion zwischen AvrBs3 und zwei Homologen 

Capsicum annuum Importin-α Proteinen nachgewiesen werden (Szurek, et al., 2001). 

Diese Interaktion wird über die NLS in AvrBs3 vermittelt und ist notwendig für den 

Import von TALEs in den pflanzlichen Zellkern (Szurek, et al., 2001). Weitere 

Interaktionspartner, die möglicherweise an der Transkription beteiligt sind, konnten in 

dieser Studie jedoch nicht identifiziert werden. Erst eine weitere Studie identifizierte 

anhand der vier homologen TALEs der PthA-Familie mögliche Interaktionspartner, die 

an Prozessen der Chromatin-Umstrukturierung, der Transkriptionsregulation oder an der 

Stabilisation und Modifikation von RNAs beteiligt sind (Domingues, et al., 2010; 

Domingues, et al., 2012; de Souza, et al., 2012; Soprano, et al., 2013). Allerdings 

interagierte die Mehrheit dieser Kandidaten lediglich mit einem oder zwei der vier 

homologen TALEs (Domingues, et al., 2010; Domingues, et al., 2012; de Souza, et al., 

2012; Soprano, et al., 2013). Dies ist in sofern kritisch da die PthA-Homologe bis auf 

einzelne Aminosäureaustausche hochkonserviert sind und daher unterschiedliche 

Interaktoren nicht mit Sequenzunterschieden erklärt werden können (Domingues, et al., 

2010). Außerdem ist bekannt, dass TALEs generell hochkonserviert und innerhalb eines 

bzw. zwischen pflanzlichen Systemen austauschbar sind, ohne ihre 

Aktivierungsfähigkeit zu verlieren (Morbitzer, et al., 2010; Boch, et al., 2009; Yu, et 

al., 2011, Streubel, et al., 2013). Dies lässt vermuten, dass mögliche Interaktionspartner 

aufgrund der hohen Konservierung möglicher Interaktionsoberflächen z.B. der TALE-

AD, mit allen TALEs interagieren sollten. Lediglich das Citrus high mobility group 

(HMG) Protein interagierte mit allen vier PthA-Homologen (de Souza, et al., 2012). Die 

Funktion der TALE-CsHMG Interaktion wurde durch zwei Möglichkeiten beschrieben. 

Einerseits war bekannt, dass HMG-Proteine im Human-System mit dem TBP 

interagieren und so die Transkription hemmen (de Souza, et al., 2012). Diese 

Interaktion kann durch TFIIA gelöst werden, wodurch die Initiation der Transkription 

ermöglicht werden könnte. In diesem Zusammenhang könnten TALEs eine ähnliche 

Rolle wie TFIIA einnehmen und zur effizienten Transkriptionsinitiation hemmende 

Proteine z.B. HMGs entfernen (de Souza, et al., 2012). Andererseits konnte für 

CsHMG, sowie für PthA4 eine Bindung an poly(U)RNA nachgewiesen werden (de 
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Souza, et al., 2012). Daher wurde vermutet, dass der Interaktor CsHMG zusammen mit 

weiteren identifizierten Interaktoren einen großen Proteinkomplex bildet, der durch 

TALEs rekrutiert wird und zur Stabilisierung und Prozessierung der entstandenen RNA 

dient. Dies würde eine bisher noch nicht für TALEs beschriebene Funktion darstellen 

die zeigt, dass TALEs nicht nur an der Transkriptionsaktivierung sondern auch an 

posttranskriptionellen Abläufen z.B. der mRNA-Stabilisierung und Reifung beteiligt 

sein könnten (de Souza, et al., 2012). 

 

3.8.4 TALEs sind keine klassischen Enhancer-bindenden Proteine 

Die saure VP16-AD aktiviert Gene von proximalen-Kernpromotorelementen ebenso 

wie von distalen-DNA-Elementen (Enhancer) und ist daher vermutlich ein Enhancer-

bindendes Protein (Seipel, et al., 1992; Maston, et al., 2006). Trotz der sauren AD die 

TALEs und das VP16-Protein gemeinsam haben, gibt es jedoch Hinweise darauf, dass 

beide Proteine unterschiedlich mit der Transkriptionsmaschinerie interagieren. 

Beispielsweise konnte gezeigt werden, dass TALEs mit natürlicher AD im Human-

System weniger effizient Gene aktivieren als ein vergleichbares TALE-Derivat mit 

VP16-AD (Geißler, et al., 2011). Ebenso sind TALE-Derivate mit VP16-AD im 

pflanzlichen System weniger effizient als TALEs mit natürlicher AD. Dies deutet 

darauf hin, dass beide ADs jeweils an spezifische humane (VP16) bzw. pflanzliche 

(TALE) Interaktionspartner der Transkriptionsmaschinerie angepasst sein könnten. 

Weitere Unterschiede konnten im Human-System anhand von TALE-Derivaten gezeigt 

werden in denen die natürliche AD durch die VP16-AD ausgetauscht wurde. Diese 

konnten ein Ziel-Gen von unterschiedlichsten Positionen aktivieren (bis zu 1,5kb 

upstream vom Transkriptionsstart entfernt oder bis zu 500bp in der Protein-kodierenden 

Sequenz; Perez-Pinera, et al., 2013; Maeder, et al., 2013; Uhde-Stone, et al., 2014). 

Allerdings wurden in diesen Studien keine Transkriptionsstartpunkte bestimmt. Die 

Fähigkeit dieser TALE-Derivate trotz weit entfernter Bindestelle oder Bindestelle in der 

kodierenden Sequenz das Ziel-Gen zu aktivieren deutet jedoch daraufhin, dass sie den 

Transkriptionsstart nicht beeinflussen, sondern vergleichbar mit Enhancer-bindenden 

Proteinen wirken, die vermutlich durch Interaktion mit anderen Proteinen z.B. dem 

Mediator Kontakt zum PIC am Kernpromotor herstellen. Eine solche Interaktion z.B. 

der VP16-AD mit dem Mediator konnte bereits beschrieben werden (Milbradt, et al., 

2011; Vojnic, et al., 2011). Im Vergleich dazu konnte im Rahmen dieser Arbeit gezeigt 

werden, dass natürliche TALEs zwar ebenfalls von verschiedensten Positionen und 
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Orientierungen im Promotor wirken können, dabei allerdings den Transkriptionsstart 

verschieben (Abb. 2.1, 2.5 & 2.6). Dies deutet daraufhin, dass sie im Gegensatz zur 

VP16 nicht wie klassische Enhancer-bindende Proteine wirken können, sondern ihre 

Funktion als Virulenzfaktor nur dann erfüllen, wenn sie so positioniert sind, dass die 

entstehende mRNA auch zu einem funktionalen Protein führt. Weitere Unterstützung 

dafür kann darin gefunden werden, dass anhand einer Computer-basierten Vorhersage 

natürlicher TALEs in Reis gezeigt werden konnte, dass deren Bindestellen in Ziel-

Genen häufig in einem Bereich von ca. 300bp upstream bzw. bis zu 200bp downstream 

um den Transkriptionsstartpunkt liegen (Grau, et al., 2013). Diese Positionierung von 

TALEs im Kernpromotor sichert möglicherweise die Entstehung einer mRNA, die zur 

Synthese eines funktionalen Proteins führt. Auch die damit verbundene Nähe zur 

TATA-Box und möglicherweise weiteren regulatorischen Sequenzen des 

Kernpromotors könnte vorteilhaft sein, um die effiziente Rekrutierung des PICs und 

somit die effiziente Genaktivierung zu ermöglichen (Scholze 2011; Kumari & Ware 

2013). Welche regulatorischen Kernpromotorelemente neben der TATA-Box jedoch für 

die TALE-vermittelte Genaktivierung wichtig sind ist bisher weitgehend unklar 

(Scholze 2011). 

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass TALEs von verschiedensten Positionen 

im Promotor und sogar in reverse Orientierung funktionieren, wobei deren 

Positionierung in Kernpromotorregionen bzw. in der Nähe des natürlichen 

Transkriptionsstarts durchaus vorteilhaft ist, um die Synthese eines funktionalen 

Proteins zu gewährleisten. Besonders die Erkenntnis, dass TALEs mit natürlicher AD 

reverse-positioniert Gene aktivieren können, ist für alle bisher verwendeten Programme 

zur Vorhersage möglicher TALE Ziel-Gene bzw. möglicher off-targets für künstliche 

TALEs von Interesse, da in diese Analyse bisher lediglich foward-positionierte 

Bindestellen einbezogen werden. Außerdem geben die in dieser Arbeit gewonnenen 

Kenntnisse Hinweise für die Auswahl von Bindestellen künstlicher TALEs zur 

gezielten Aktivierung pflanzlicher Gene. Die in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse 

sowie zukünftige Analysen regulatorischer Promotorelemente oder Interaktoren die 

relevant für die TALE-abhängige Ziel-Genaktivierung sind, könnten in Zukunft 

Einblicke in die TALE-vermittelte Transkriptionsaktivierung geben und möglicherweise 

auch Rückschlüsse auf die generelle pflanzliche Transkriptionsaktivierung zulassen. 

Offensichtlich kann auch die Zugänglichkeit des Promotors die Bindung des TALEs 

beeinflussen. Genauere Analysen ob und wie TALEs mit Wirtsproteinen am Promotor 
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konkurrieren, könnten zukünftig nicht nur die Anwendung von TALE-Aktivatoren, 

sondern auch die Anwendung anderer TALE-basierter biotechnologischer Werkzeuge 

verbessern und möglicherweise sogar auf andere DNA-bindende biotechnologische 

Werkzeuge übertragen werden. 
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5. Anhang 
5.1 Übersicht über die mittels PlantCARE identifizierten cis-regulatorischen DNA-

Elemente im 1kb Fragment des OsSWEET14 Promotors 
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Abbildung 5.1 Cis-regulatorische Motive im 1kb Fragment des OsSWEET14 Promotors Die Analyse 
des OsSWEET14 Promotors (1kb) wurde mittels der frei verfügbaren PlantCARE Datenbank 
durchgeführt. In der PlantCARE Datenbank sind cis-regulatorische DNA-Elemente hinterlegt, die aus 
verschiedenen Pflanzen bekannt sind (149 von Monokotyledonen, 281 von Dikotyledonen und 5 von 
anderen Pflanzen). Nachfolgend sind die mittels PlantCARE erhaltenen cis-regulatorischen Motife und 
deren Funktion, soweit auf PlantCARE verfügbar, sowie zusätzliche Markierungen aufgeführt. 
 

PlantCARE-Motiv: Funktion: 

5UTR Py-rich stretch cis-acting element conferring high transcription levels   

CAAT Box    common cis-acting element in promoter and enhancer regions 

CAT-Box   cis-acting regulatory element related to meristem expression 

CATT-Motif  part of a light responsive element 

F-Box   unknown 

GA Motif   part of a light responsive element 

GAG Motif   part of a light responsive element 

GT1 Motif   light responsive element 

SP1    light responsive element 

TCA Motif   cis-acting element involved in salicylic acid responsiveness 

circadian   cis-acting element involved in salicylic acid responsiveness 

Zusätzliche Markierungen im OsSWEET14 Promotor: 

TATA-Box 

Fett markiert sind die Bindestellen der künstlichen TALEs,  

Fett und kursiv markiert sind überlappende TALE-Bindestellen 

Unterstrichen ist die TalC, PthXo3 (nach Antony 2010), AvrXa7 (nach Antony 2010) 

und Tal5 Bindestelle 

 

Referenz: 
Lescot, M., Déhais, P., Moreau, Y., De Moor, B., Rouzé ,P.,and Rombauts, S. 2002 
PlantCARE: a database of plant cis-acting regulatory elements and a portal to tools for 
in silico analysis of promoter sequences. Nucleic Acids Research Database issue 
30:325-327. 
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5.2 Übersicht der vorhergesagten Bindestellen für DNA-bindende Proteine aus 
Arabidopsis  
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Abbildung 5.2 Vorhersage möglicher Bindestellen für DNA-bindende Proteine aus Arabidopsis Die 
Vorhersage möglicher Bindestellen für DNA-bindende Proteine aus Arabidopsis im 1kb Fragment des 
OsSWEET14 Promotors wurde von Jan Grau und Yvonne Pöschl durchgeführt und beruht auf der 
AtcisDB - Arabidopsis cis-regulatory element database  (http://arabidopsis.med.ohio-
state.edu/AtcisDB/bindingsites.html)  
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5.3 Übersicht über alle in dieser Arbeit genannten oder verwendeten Bindestellen 

natürlicher bzw. künstlicher TALEs im 1kb Fragment des OsSWEET14 Promotors
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Abbildung 5.3 Übersicht über alle genannten oder verwendeten TALEs im 1kb-Fragment des 
OsSWEET14-Promotors Dargestellt ist das 1kb-Fragment des OsSWEET14-Promotors. Das 
OsSWEET14 Startkodon ist gelb markiert. Die Bindestellen aller in dieser Arbeit verwendeten 
künstlichen forward-bindenden TALEs sind mit grünen Pfeilen am oberen Strang die reverse-bindenden 
TALEs mit blauen Pfeilen am unteren Strang markiert. Die natürlichen am OsSWEET14-Promotor 
bindenden TALEs TalC, PthXo3, AvrXa7 und Tal5 sind mit pinken Pfeilen markiert. 
 

5.4 Übersicht über die RVD-Komposition und Ziel-DNA-Sequenz der in dieser 

Studie verwendeten künstlichen TALEs 
OsTAL 1 
 HD-NI-HD-NI-HD-NI-HD-HD-NI-NG-NI-NI-NN-NN-NN-HD-NI-NG 
TC  A  C  A  C  A  C  C  A  C  A  A  G  G  G  C  A  T 
 
OsTAL -1 
 NH-HD-HD-HD-NG-NG-NI-NG-NH-NH-NG-NH-NG-NH-NG-NH-NI-HD 
TG  C  C  C  T  T  A  T  G  G  T  G  T  G  T  G  A C 
 
OsTAL 2 
 HD-NI-NG-NN-NG-NN-NG-NN-HD-HD-NG-NG-NG-NG-HD-NI-NG-NG 
TC  A  T  G  T  G  T  G  C  C  T  T  T  T  C  A  T  T   
 
OsTAL -2 
 NN-NI-NI-NI-NI-NN-NN-HD-NI-HD-NI-HD-NI-NG-NN-NI-HD-HD 
TG  A  A  A  A  G  G  C  A  C  A  C  A  T  G  A  C  C 
 
OsTAL 3 
 NG-HD-NI-NI-NN-HD-NI-NI-NI-NN-HD-NI-NI-NI-HD-NG-HD-NI 
TT  C  A  A  G  C  A  A  A  G  C  A  A  A  C  T  C  A 
 
OsTAL -3 
 NN-NI-NN-NG-NG-NG-NN-HD-NG-NG-NG-NN-HD-NG-NG-NN-NI-NI 
TG  A  G  T  T  T  G  C  T  T  T  G  C  T  T  G  A  A 
 
OsTAL 4 
 HD-NG-NG-HD-HD-NG-NG-HD-HD-NG-NI-NN-HD-NI-HD-NG-NI-NG 
TC  T  T  C  C  T  T  C  C  T  A  G  C  A  C  T  A  T 
 
OsTAL 5 
 NN-HD-NG-NI-NI-NN-HD-NG-HD-NI-NG-HD-NI-NI-NN-HD-HD-NG 
TG  C  T  A  A  G  C  T  C  A  T  C  A  A  G  C  C  T 
 
OsTAL 6 
 NI-NN-NG-NI-NN-HD-NG-NN-NI-NG-NG-NI-HD-HD-NI-NN-HD-NG 
TA  G  T  A  G  C  T  G  A  T  T  A  C  C  A  G  C  T 
 
OsTAL 7 
 NG-HD-NG-HD-NG-HD-NG-NG-HD-NG-HD-NI-NG-NG-NN-NI-NN-NI 
TT  C  T  C  T  C  T  T  C  T  C  A  T  T  G  A  G  A 
 
OsTAL -7 
 HD-NG-HD-NI-NI-NG-NN-NI-NN-NI-NI-NN-NI-NN-NI-NN-NI-NI 
TC  T  C  A  A  T  G  A  G  A  A  G  A  G  A  G  A  A 
 
OsTAL 8 
 NN-NI-NN-NI-NI-NN-NI-NN-NN-NN-NI-NI-NG-NG-NI-NI-NN-NG 
TG  A  G  A  A  G  A  G  G  G  A  A  G  G  A  A  G  T 
OsTAL -8(EBE1) 
 HD-NI-NI-NI-NI-HD-NG-NG-NI-NI-NG-NG-HD-HD-HD-NG-HD-NG 
TC  A  A  A  A  C  T  T  A  A  T  T  C  C  C  T  C  T 
 
OsTAL -8(EBE2) 
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 NI-NI-NG-NG-HD-HD-HD-NG-HD-NG-NG-HD-NG-HD-NI-NI-NG-NH 
TA  A  T  T  C  C  C  T  C  T  T  C  T  C  A  A  T  G 
 
OsTAL 9 
 NG-NN-NI-NG-HD-NG-HD-NG-NN-HD-NG-NG-NG-NI-NG-NG-NN-HD 
TT  G  A  T  C  T  C  T  G  C  T  T  T  A  T  T  G  C 
 
OsTAL 10 
 NN-HD-HD-NG-HD-NI-NG-NG-NN-NI-NG-HD-NG-HD-HD-NG-HD-HD 
TG  C  C  T  C  A  T  T  G  A  T  C  T  C  C  T  C  C 
 
OsTAL 11 
 NN-HD-NG-NN-NI-NG-NN-NI-NG-NG-NI-NG-HD-NG-NG-NN-NG-NI 
TG  C  T  G  A  T  G  A  T  T  A  T  C  T  T  G  T  A 
 
OsTAL 14 
 NI-NG-NI-NG-NI-HD-NI-NG-NG-NI-HD-NN-NG-HD-HD-HD-NG-NG 
TA  T  A  T  A  C  A  T  T  A  C  G  T  C  C  C  T  T 
 
OsTAL 17 
 NI-NG-NI-NG-NI-NN-HD-HD-NI-NI-HD-NI-NN-HD-NG-NN-NG-HD 
TA  T  A  T  A  G  C  C  A  A  C  A  G  C  T  G  T  C 
 
OsTAL 18 
 NI-NI-NG-HD-NI-NI-NH-NI-NG-HD-NG-NG-NH-HD-NG-NH-HD-NI 
TA  A  T  C  A  A  G  A  T  C  T  T  G  C  T  G  C  A 
 
OsTAL -AvrXa7 
 NG-NI-NN-HD-NI-HD-HD-NG-NN-NN-NG-NG-NN-NN-NI-NN-NN-NN 
TT  A  G  C  A  C  C  T  G  G  T  T  G  G  A  G  G  G 
 
OsTAL GUS 
 NI-NN-NI-NI-NI-HD-HD-HD-HD-NI-NI-HD-HD-HD-NN-NG-NN-NI 
TA  G  A  A  A  C  C  C  C  A  A  C  C  C  G  T  G  A 
 

5.5 Phänotypen der BAI3ΔtalC-Stämme mit oder ohne künstlichen TALE nach 

Entfärben 

 
Abbildung 5.4 Phänotypen der BAI3ΔtalC-Stämme mit oder ohne künstlichen TALE nach 
Entfärben Der Stamm BAI3ΔtalC mit TAL10 konnte den Virulenzphänotyp in Reis 5dpi nicht 
wiederherstellen. Allerdings konnte 1dpi OsSWEET14 Transkript gemessen werden (Abb2.5). Nach 
Entfärben der in Abb. 2.5 dargestellten Reisblätter mit 95% Ethanol und 5% Glycerin konnte für TAL10 
dunkelbraune Läsionen (Pfeil) nachgewiesen werden. Im Vergleich dazu sind die hellbraunen Läsionen 
beispielhaft für die Stämme mit talC, tal8, tAL7, tal-7 sowie das ev Konstrukt und nach Inokulation mit 
MgCl2 dargestellt. Die dunkelbraunen Läsionen lassen eine HR ausgelöst durch tal10 vermuten. 
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5.6 Alignment der Hax3 repeats 

 
Abbildung 5.5 Alignment der Hax3 repeats 
Dargestellt ist das Hax3 Protein mit N- und C-terminaler Region sowie der zentralen repeat-Domäne. 
Das Alignment der Aminosäuresequenz (mittels Boxshade) der 11,5 repeats von Hax3 zeigt eine hohe 
Konservierung (schwarz). Die größte Variabilität ist an Position 12 und 13 dem RVD zu finden (grün 
umrahmt) 
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